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RESUMEN

El objetivo principal de esta investigacion es evaluar la actividad antiespasmaodica
del extracto hidroalcohdlico de hojas de Porophyllum ruderale “rupay wachi”, en
ileon aislado de Cavia porcellus “cobayo”, la cual se llevé a cabo en el laboratorio
de farmacologia de la Facultad de Ciencias de la Salud. Se recolecté 500 g de
muestra seca procedente del centro poblado de Qochapampa del barrio de Santa
Ana a 2800 msnm del distrito Ayacucho. El extracto hidroalcohdlico se obtuvo por
maceracién con etanol al 70%. El tamizaje fitoquimico se realiz6 mediante el
método de Miranda. Se usé el modelo experimental “in vitro” sobre ileon aislado
de cobayo segun el método de Canales, a diferentes concentraciones del extracto
de 1, 4, y 8%, haciendo uso de un quimografo automatizado, Panlab Harvard. El
extracto hidroalcohodlico de Porophyllum ruderale presenta: alcaloides, resinas,
flavonoides, compuestos fendlicos, catequinas, quinonas y lactonas. Las alturas
de contracciones fueron de 7,06 mm con la atropina; 8,70 mm con el extracto al
1%; 8,45 mm con el extracto al 4% y 8,14 mm con el extracto al 8%. El andlisis
estadistico mostré diferencias significativas en los diferentes tratamientos
(p<0,05). Se concluye que el extracto hidroalcohélico de Porophyllum ruderale
“rupay wachi” tiene actividad antiespasmadica.

Palabras clave: Porophyllum ruderale (Jac.) cassini., Actividad antiespasmadica,
Extracto hidroalcohdlico, ileon.
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l. INTRODUCCION

Los antiespasmddicos son de uso frecuente en la medicina popular. Estan
indicados para el tratamiento de célicos gastrointestinales, célicos hepéticos,
obstruccién esofdgica, gastroenteritis, timpanitis funcional, vémitos, espasmos del
sistema urogenital y oclusién intestinal funcional, entre otros. Ademas de estas
indicaciones, también se emplean para el tratamiento de diarreas, uno de los
desérdenes gastrointestinales de mayor prevalencia que debe atenderse
rapidamente. Como consecuencia de la importancia clinica de los
antiespasmaodicos, se realizan estudios orientados a descubrir nuevos
compuestos que controlen con mayor eficacia la motilidad gastrointestinal. La
fitomedicina, fuente de un gran numero de las drogas que se utilizan en el
tratamiento de distintas enfermedades, ha realizado importantes aportes en el
acometimiento de las afecciones gastrointestinales.!

Entre las especies empleadas por sus propiedades antiespasmédicas se
encuentra en la gran mayoria de las plantas sobre todo en las que sus usos son
empleados en aditivos, infusiones, comidas, etc.; y esta razén se desarrolla en el
presente trabajo de investigacion que esta orientado a conocer los principales
metabolitos secundarios mediante un tamizaje fitoquimico y corroborar el efecto
antiespasmodico de esta especie utilizando la técnica de 6rganos aislados en
pruebas in vitro que son contrastados con drogas patrones, en este caso la
acetilcolina que tiene una accion espasmogénica a nivel de la musculatura lisa
intestinal. Hoy en dia existen nuevas técnicas farmacolégicas para la
determinacion de la actividad antiespasmaddica de una nueva droga, siendo una
de ellas la evaluacion de la actividad antiespasmaédica en érganos aislados.?
Porophyllum ruderale “rupay wachi”, es utilizado por los pobladores de la zona
como laxante, en enfermedades hepaticas como emenagogo, para el mal aliento,

problemas digestivos, coélicos, presion alta, tomandolo en coccién la raiz o en



infusion las hojas, ademéas se usa como condimento de comidas tipicas como

sopas guisos y salsas. (Anexo 2).

Los estudios realizados para la determinacion del efecto antiespasmaodico de una

planta son todavia pobres, es por ello que el presente trabajo de investigacion

pretende revalorizar y rescatar la informacion tradicional que se tiene en el

departamento de Ayacucho y hacer posible su integracion a la medicina cientifica.

Como resultado de este estudio a nivel experimental se plantearon los siguientes

objetivos.

¢ Evaluar la actividad antiespasmadica del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Porophyllum ruderale “rupay wachi’, en ileon aislado de Cavia porcellus
“cobayo”.

¢ Identificar los metabolitos presentes del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Porophyllum ruderale “rupay wachi”.

e Determinar el porcentaje que presenta mayor efecto antiespasmadico



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Se investigo la actividad de la Porophillum ruderale (Jac.) cassini., que pertenece
a la familia de las Asteraceas. Se evalué la inflamacién y la actividad
antinociceptiva inducida por formalina y placa caliente, el extracto acuoso en dosis
de 100, 200, 400 mg/Kg inhibieron significativamente la retorcion en 63,4; 89,6 y
94,8 %, respectivamente en comparacién con el control. La inflamacién se redujo
en su primera fase a dosis de 400 mg/Kg (24,9%), y en su segunda fase se redujo
a dosis de 200 y 400 mg/Kg (23,1 y 34,4%) respectivamente.®

Se evalub la actividad antioxidante del Porophyllum tagetoides mediante el
método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), potencial redox y
contenido de polifenoles. Se encontré en el extracto crudo de las hojas una
reduccion de la potencia muy alto (2,88 +/- 0,20 de didametro exterior) y la actividad
captadora de radicales de DPPH (54,63 +/- 4,80%) en concordancia con una
mayor concentracién de vitamina C. existe un alto contenido de polifenoles
(264,54 +/- 2,17 mg GAE/g de muestra), aldehidos y terpenos tales como nonanal,
decanal, trans-pineno, B-mirceno y D-limoneno, fueron los principales compuestos
volatiles encontrados.*

Se evalud la eficacia del Agastache mexicana y de Porophyllum linaria como
sustituto de los fungicidas quimicos sintéticos. Mediante el método de la
hidrodestilacion y la cromatografia de gases con espectrometria de masas (GC-
MS) se utilizaron para extraer e identificar los componentes de los aceites,
respectivamente. Estragol y metil eugenol fueron identificados como los
principales componentes del aceite escencial de A. mexicana, mientras que el
acido linoleico y el fitol fueron los principales componentes en P. linaria. Estos
aceites se ensayaron frente a las cepas fungicas aisladas en los resultados

muestras una potente actividad antifungica contra el panel de hongos ensayados



con concentracion inhibitorias minima (CIMs) que van desde 0,3 hasta 30 G/mL
para A. mexicana, y 0,0069 hasta 0,92 G/mL para P. linaria.®

Se evaluo su papel en las defensas quimicas de las especies Porophyllum gracile
y Porofillum ruderale especies primordiales en la produccibn de mono -
sesquiterpenos y acidos grasos, en las hojas de la especie de P. ruderale en
sinergia P. gracile lograron una gran acumulaciéon de tertienilo emitidos por las
cavidades secretoras foliares responsables de la actividad insecticida.®

Se evalué la actividad antiespasmédica del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Ambrosia arborescens Mill. “marco”, empleando tres modelos in vivo: prueba
de motilidad intestinal, diarrea y entero estancamiento inducidos por aceite de
ricino; resultando la mejor actividad a 400 mg/kg de extracto.’

En la investigacion sobre el efecto antiespasmaddico del extracto cloroférmico y
metandlico de las hojas de Ambrosia arborescens Mill. “marco”, se emplearon
concentraciones de 100, 200 y 400 mg/kg y usando control la atropina y
loperamida, presentando ligeras diferencias cualitativas ambos extractos en el
contenido de alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos, triterpeinoides,
esteroides y principios amargos. Donde la motilidad intestinal fue influenciada por
ambos extractos, y a sus concentraciones respectivas.®

En un estudio sobre el efecto antiespasmaddico del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Tanacetum parthenium (L.) Sch. Bip. “santa maria” en intestino de ratas
wistar, se reporté un porcentaje de transito intestinal obtenido con la loperamida y
atropina fue de 21,9 % y 17,8 %; mientras que con los extractos a 100, 200 y 400
mg/kg de peso fue de 56,8; 42,6 y 24,5 % respectivamente.®

Los extractos metandlicos de Matricaria recutita “manzanilla” y Ruta graveolens
“ruda”, resultaron con la mejor respuesta antiespasmadica con 82,3 y 70,4 % de
relajacion. El extracto acuoso con la mejor respuesta fue el de Ruta graveolens
con. 61,8 % de relajacion. Las fraccionas hexanicas, de acetato de etilo y
butandlicas de Ruta graveolens fueron las de mejor respuesta con 79,8; 81,5y
74,9 % de relajacion.®

La concentracion de 6 pg/ml de la decoccion de flores desecadas de manzanilla
produjo en el intestino aislado una disminucion de tono y amplitud de contraccién
de mas de un 90%, por un tiempo promedio de 50 segundos. Posteriormente el
musculo se recuperd parcialmente ya que mantuvo por aproximadamente 2

minutos una disminucién del tono de 40 a 60%, con respecto al tono normal.*!



En un trabajo de investigacion realizado por Fernandez, T., se determin0 el efecto
antiespasmaodico de la infusion de Mentha aff. arvensis L. “hierba buena” sobre el
ileon aislado de Cavia porcellus “cobayo”; dando como resultado que a dosis de
infusién al 30% fue la que mostr6 mayor efecto antiespasmaédico (4,0mm) con
respecto a la atropina (18,0mm).*?

El extracto fluido de las hojas de Marrubium vulgare L. “oje jora” a dosis de 500mg
mostr6 mayor efecto antiespasmodico obteniendo una disminucion de la
respuesta contractil del 87,93%.13

El efecto antiespasmaddico de los extractos de Melissa Officinalis L. “Toronjil” en
ileon aislado con el objetivo de determinar la accién espasmolitico de los extractos
acuoso Yy alcohdlico de Melissa Officinalis L. “Toronjil” a diferentes
concentraciones (dosis): 5% y 15%. Se observoé y registro la respuesta contractil
maxima del ileon en presencia de acetilcolina. Lo que sirvié de base para calcular
los valores relativos en milimetros de respuesta contractil del 6rgano a la
acetilcolina, en presencia de los extractos acuoso y alcohdlico al 5y 15% y
utilizando atropina como farmaco de referencia.*

Efecto antiespasmaodico del extracto acuoso e hidroalcohdlico de las hojas de
Lepechinia meyenii (Walp) Epl. “pampa salvia” en donde el extracto
hidroalcohdlico al 5% y 10% obtuvo una disminucion contractil de 52,17% vy
85,28%. El extracto acuoso al 10% no reduce las contracciones inducidas por la
acetilcolina; mientras que la atropina obtuvo una disminucién del 100%.*°

El Porophyllum ruderale (Jac.) Cassini, es utilizada tradicionalmente en infusiones
y via topica para el mal aire, empacho, susto, salud mental y trastornos
psicosomaticos combinado junto a otras hierbas, por los ciudadanos del Peru.*®
2.2. Porophyllum ruderale (Jac.) Cassini. “rupay wachi”

a) Clasificacion taxonémica segln Cronquist A. 1988.%7

e DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

e CLASE : MAGNOLIOPSIDA

e SUB CLASE : ASTERIDAE

¢ ORDEN : ASTERALES

e FAMILIA : ASTERACEAE

e GENERO : Porophyllum

e ESPECIE : Porophyllum ruderale (Jac.) Cassini.
e NOMBRE COMUN : “rupay wachi”.

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamanguensis (Anexo 1)



b) Descripcién botanica

Planta herbacea que crece de 1 — 1,5 metros de altura, con hojas simples,
opuestas a alternas, sobre largos pedicelos, ovaladas a casi circulares, de hasta
5 cm de largo, redondeadas en el apice y con el margen ondulado y de color verde
azulado. Flores en forma de espigas, solitarias o agrupadas hacia las puntas de
los tallos, el conjunto de flores estan rodeados por largas bracteas unidas entre si,
las bracteas generalmente presentan glandulas translicidas alargadas; el céliz se
encuentra profundamente modificado formando una estructura llamada vilano; la
corola es un tubo muy delgado que hacia el apice se ensancha y se divide en 5
I6bulos cortos, de color crema, verdoso o tendiendo al café o al rojo; los estambres
son alternos con los l6bulos de la corola, sus filamentos libres e insertos sobre el
tubo de la corola. El fruto es seco y no se abre (indehiscente), contiene una sola
semilla, se le conoce como aquenio (o cipsela), es angosto, cilindrico, aunque algo
mas ancho hacia el apice, negruzco, de 1 a 1,5 cm de largo.® (Anexo 2).

c) Habitat y distribucién geogréfica

Habita como mala hierba ocasional en los caminos o entre los cultivos,
principalmente en sembrios con pendientes, por los 2700 — 2800 msnm. Se han
encontrado en las zonas de sembrio y carreteras del centro poblado Qochapampa
al lado oeste del barrio Santa Ana, asimismo, también crecen en la localidad de
Huanta, por la carretera de salida a Cuzco y cerca de los sembrios del rio Huarpa.
Esta planta por influencia de las condiciones ambientales, adopta formas tipicas
del lugar, por ello las hojas de la zona de recoleccion, son diferentes a las halladas
en otras partes del pais. (Anexo 2).

d) Propiedades y usos medicinales

Es utilizado por los pobladores de la zona como laxante, enfermedades hepaticas
como emenagogo, para el mal aliento, problemas digestivos, cdlicos, presion alta,
tomandolo en coccién la raiz o en infusion las hojas, ademas se usa como
condimento de comidas tipicas como sopas guisos y salsas. (Anexo 2).

Es usado empiricamente en el pais de Bolivia, consideran que es util para el
tratamiento de enfermedades del higado y la presion arterial alta. Se dice que es
usado medicinalmente para dolencias hepéticas.*®

Se utiliza también, en la medicina popular para la cicatrizacion, como
antiinflamatorio, fungicida, bactericida, anti estrés, para combatir la hipertension
arterial, la leishmaniosis, traumatismo, antidoto contra el veneno de la serpiente,

el alivio del dolor y el reumatismo.®



Produce sustancias quimicas que repelen a los insectos. Cuando una gran
cantidad de esta planta crece en un area, desprenden un olor muy intenso.?°

e) Composiciéon quimica

Lilia A. y colaboradores realizaron estudios acerca del Porophyllum ruderale,
lograron identificar compuestos fendlicos, flavonoides, taninos y esteroides
presentes en las hojas de la planta.?

Diana B. Mufiiz sus colaboradores realizaron estudios fitoquimico de algunas
especies de plantas que poseen actividad antimicrobiana y antioxidante entre las
cuales se encuentra el Porophyllum ruderale donde se realizé la caracterizacion
fotoquimica encontrdndose compuestos azufrados como but-l-en-3-inil-ditienilo, 5-
acetoxi-metilen-2-(4-acetoxi-but-3-inilo)-ditiofeno, el derivado diacetoxilado y alfa
tertielino entre otros compuestos monoterpénicos presentes en este vegetal.??

El aceite esencial de las partes aéreas de Porophyllum ruderale (Jac.) Cassini, se
analiz6 por cromatografia de gases (HRGC) y cromatografia de gases con
espectrometria de masas (HGRC-MS) donde el resultado fue de: 26
componentes, de los cuales 93% de la composicion total fueron identificados. La
distribucion enantiomerica de B-pineno, sabineno. 4-terpineol y a-terpineol. El
componente principal es sabineno (64%) con una pureza enantiomérica de 97%
para (+) — sabineno.?°

El aceite presenta limoneno (83,5%), mirceno (6,3%) y 1-undeceno (5,4%), E -3-
ocimeno (54,9%), limoneno (25,2%) y B-pineno (10,1%) como los componentes
principales. Estos resultados sugieren que el principal componente del aceite
esencial puede diferenciar para cada subespecie.?

Los componentes principales que se encuentran en el aceite de la raiz son
davanone-2-ol (22,7%) e isocomene (16,7%).%

Bohlmann, Jakupovic, Robinson y King informaron derivados de tiofeno con
cadenas insaturados y un derivado de compuesto quimico de timol en extractos
de éter de petrdleo. 2°

2.3. Espasmo

Es una contraccién involuntaria, persistente de un muasculo o grupo muscular;
algunos reservan dicho nombre para la contraccion tonica persistente de los
musculos de fibra lisa.?

2.4. Dolor

Se define como una experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada

con una lesion tisular o potencial descrita en términos de lesion. También como



un conjunto de repuestas para proteger el organismo ante un dafio. Estas

respuestas pueden describirse como términos que reflejan conceptos

neurolégicos, fisiologicos, del comportamiento y afectivos.

El dolor es un mecanismo protector del cuerpo. Se produce siempre que un tejido

es lesionado y obliga al individuo a reaccionar en forma refleja para suprimir el

estimulo doloroso.?

El dolor abdominal puede ser causado por toxinas, infecciones, problemas de la

vesicula o vias biliares, del higado, enfermedades renales, menstruacion,

ovulacién, enfermedades de los 6rganos reproductivos del hombre y de la mujer,

problemas vasculares, tumores, ulcera gastroduodenal, perforacién intestinal,

enfermedades del pancreas, hernias traumatismos abdominales y otras

enfermedades diversas. El dolor abdominal es un sintoma que se produce en el

area abdominal, tanto a nivel alto (estbmago), o mas bajo (a nivel intestinal). La

intensidad del dolor no implica su nivel de gravedad, a veces un dolor muy intenso

puede ser debido a la presencia de gases intestinales sin mas, y un dolor leve

puede ser debido a tumores intestinales.!

2.4.1. Fisiopatologia del dolor

El estudio de la fisiopatologia del dolor, contribuye extraordinariamente a

comprender sus caracteres clinicos y, como se trata del sintoma mas precoz en

estas enfermedades, es el primer elemento de juicio, el cual a su vez evolucionara

con la enfermedad misma, permitiendo deducciones pronosticas, cuya

importancia se destaca por si sola.?

Todas las enfermedades agudas quirtrgicas se inician con dolor: con la sola

referencia de sus caracteres podemos tener una muy aproximada impresion

respecto de su dolor visceral que, como sabemos, estan bajo el dominio del

sistema nervioso neurovegetativo.*

2.4.2. Causas desencadenantes del dolor abdominal:

Los estimulos desencadenantes del dolor abdominal se pueden agrupar en tres

grandes grupos: de tipo mecanico, de tipo inflamatorio y de tipo isquémico.?®

e Inflamatorias: La liberacibn de sustancias implicadas en el proceso
inflamatorio tanto fisico como infeccioso es un poderoso estimulo doloroso,
ocurre a nivel del Peritoneo, Viscera huecas, Visceras solidas, Mesenterio,
Organos pélvicos.t 2

e Mecanicos: Son la traccion, la distension y estiramiento sobre las capas

musculares de las visceras huecas, el peritoneo y la capsula de las visceras



macizas; es importante que se produzca de modo brusco pues una instauracion
progresiva puede no ocasionar dolor, produciéndose una obstruccion intestinal
y biliar a nivel de las visceras.?

e Isquémicos: El cese de riego sanguineo a una viscera, ya sea primario por
embolia o trombosis 0 secundario por torsion de su pediculo vascular, provoca
dolor debido a la irritacion que provoca la concentracion de determinados
metabolitos tisulares.!

Hay que tener en cuenta también la diferente sensibilidad de las estructuras
intraabdominales, asi por ejemplo la mucosa de casi todo el tubo digestivo no
aprecia sensacion dolorosa, las visceras huecas son mas sensibles al aumento
de presion, el peritoneo visceral es practicamente indoloro y que existen unas
zonas denominadas "areas silenciosas" (camara gastrica y ciego) que no
provocan dolor hasta que no se produce irritacion peritoneal u obstruccion.?®

2.5. Sistema nervioso

El sistema nervioso comprende el sistema nervioso central, que incluye el cerebro,

la médula espinal y sus correspondientes redes neuronales, y el sistema nervioso

periférico, que se comunica con las glandulas y los musculos, e incluye los
receptores sensoriales para ver, oir, oler, gustar, tocar y sentir.

El sistema nervioso periférico se divide en somético, que efectda el control

voluntario sobre los musculos esqueléticos, y autbnomo, que es involuntario y

controla el masculo liso, el musculo cardiaco y las glandulas. El sistema nervioso

autbnomo se divide en dos: simpético y parasimpatico. La mayoria de los
musculos y las glandulas poseen una doble inervacion; en tales casos la division
puede ejercer efectos opuestos.!

2.5.1. Sistema colinérgico o parasimpatico

El sistema nervioso parasimpatico viene a ser una de las divisiones o ramas del

sistema nervioso vegetativo. El sistema nervioso parasimpatico se origina a partir

del sistema nervioso central, por componentes preganglionares situados en el
encéfalo o segmentos sacros (ll, lll y V) de la medula espinal.?

En términos generales frena la actividad y el consumo de materia, origina la

incorporacién y acumulacion de principios nutritivos y genera energia potencial. El

neurotransmisor de las fibras del parasimpético, tanto en el ganglio como en el

6rgano efector es la acetilcolina (ACh).!



2.5.2. Acetilcolina

La acetilcolina (ACh) se biosintetiza en el citoplasma de las terminaciones
axonicas, se almacena en las vesiculas, liberandose por estimulacion neuronal,
se destruye por la acetilcolinesterasa, hidrolizandola a acido acético y colina. Las
respuestas fisiologicas a la acetilcolina dependen del lugar en el que actia en la
placa motora terminal e inicia una serie de fendbmenos que conducen a la
contraccion del masculo. La accién de la acetilcolina en los ganglios del sistema
autonomo periférico es posiblemente similar, la primera funcién de la respuesta
autonoma postganglionar a la acetilcolina estriba en el mantenimiento de las
funciones fisioldgicas.!

En el tracto digestivo incrementa las secreciones de las glandulas digestivas
(salivales, gastricas) y aumentan el peristaltismo. La relajacion o inhibicion del
esfinter anal junto con el aumento del peristaltismo, da lugar a la defecacion. La
inhibicién de los esfinteres urinarios y el estimulo de la vejiga urinaria conduce
también a la expulsion de la orina. En el ojo se estimula la contraccion de la pupila
y la acomodacién para la visién cercana. A nivel del corazén produce un descenso
del ritmo cardiaco. Estas acciones tienden a llevar el cuerpo en equilibrio y
permiten el funcionamiento normal de los sistemas.!

La acetilcolina (ACh) ejerce accién sobre los receptores muscarinicos y en
algunos casos sobre los receptores nicotinicos, los receptores muscarinicos estan
situados en las terminaciones postganglionares autbnomas y las acciones que se
califican como muscarinicas comprenden:

¢ Inhibicién cardiaca.

e Vaso dilatacion periférica.

e Contraccién la pupila ocular.

¢ Aumento de la salivacién y del flujo de la mayoria de las glandulas secretorias.
e Contraccién y accion peristaltica de los tractos gastrointestinal y urinario.

Los agentes antimuscarinicos como la atropina antagonizan la accion muscarinica
de la acetilcolina, actian en los receptores de 6rganos inervados por los nervios
colinérgicos postganglionares del sistema autbnomo, pero carecen de actividad
intrinseca lo que requiere una estructura con algun parecido con la acetilcolina
para producir afinidad, para estimular o inhibir el tejido. Por lo dicho anteriormente
la atropina se ubica dentro de los bloqueadores colinérgicos tales compuestos
deben tener efectos contrarios a los antagonistas colinérgicos y su administracion

debe caracterizarse por el descenso de saliva y secreciones gastricas,
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disminucion de la motilidad de los tractos gastrointestinales, urinario y dilatacion
de las pupilas.

Debido a su capacidad para relajar el musculo liso, se les ha denominado
“antiespasmaodicos”, puesto que ejercen su accion evitando la transmision del
impulso nervioso.* 26

2.5.3. Mecanismo de accion de la acetilcolina

La acetilcolina es hidrolizada réapidamente por la acetilcolinesterasa mediante un
proceso sucesivo de acetilacion de la enzima, separacién de la colina y separacion
del grupo acetilo.

Por definicion, los inhibidores de la acetilcolinesterasa interfieren en este proceso
al interactuar con la enzima e inactivarla, pero lo consiguen por mecanismos algo
diferentes. De la intensidad con que se fijan a la enzima y de la rapidez con que
se revierte espontaneamente dicha fijacion depende de la intensidad y la duracién
de la accién anticolinesterasica.® 2

2.6. Farmacos colinérgicos o parasimpaticomiméticos

La acetilcolina (ACh) se biosintetiza en el citoplasma de las terminaciones
axonicas, a partir de la colina y de la acetilcoenzima A (acetil-CoA) y la
intervencion de la enzima colinoacetiltransferasa (CAT), dejando libre a la
coenzima y dando como resultado la acetilcolina, se almacenan en las vesiculas,
liberdndose por estimulacién neuronal, se destruye por la acetilcolinesterasa
hidrolizandola a acido acético y colina.?

El sitio de accidon de la acetilcolina como agente muscarinico son los receptores
colinérgicos en las sinapsis posganglionar parasimpatico del musculo liso,
musculo cardiaco, diversas glandulas, provocando activacion o inhibicion en
diversos sistemas efectores.!

En el sistema cardiovascular la acetilcolina posee una accién depresora que
disminuye la frecuencia y amplitud de las contracciones hasta llegar al paro
cardiaco. En el tracto gastrointestinal aumentan el tono, las contracciones y las
secreciones del estdbmago, activan en mayor grado las glandulas salivales y
gastricas, aumentan el peristaltismo y la relajacion de esfinteres produciendo
colicos, una brusca aceleracion del transito intestinal. En el tracto urinario produce
relajacion del esfinter de la vejiga, favoreciendo la miccién. En el tracto respiratorio
contraen los bronquiolos y pueden provocar un acceso en pacientes asmaticos; la
secrecion bronquial también es aumentada. En el ojo produce miosis y en las

glandulas aumenta las secreciones.?
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La musculatura lisa posee receptores, que frente a la acetilcolina permiten que,
en las membranas permeables, se abran los canales ionicos, el potencial de
membrana cambia, hay despolarizaciéon y se manifiesta la accion.!

2.6.1. Farmacos bloqueantes colinérgicos

Los agentes antimuscarinicos como la atropina antagonizan la accion muscarinica
de la acetilcolina. Actian en los receptores de érganos inervados por nervios
colinérgicos posganglionares del sistema autbnomo, pero carecen de la actividad
intrinseca para estimular o inhibir el tejido. La atropina aparece en plantas del
orden de las solanaceas (Atropa belladona).?®

Su administracién se caracteriza por producir dilatacién de la pupila en el ojo,
Disminuyen la secrecién pulmonar y producen bronca dilatacion. Altas dosis
afectan la frecuencia cardiaca, pequefas dosis la disminuyen. Disminuyen la
secrecion y la motilidad gastrointestinal, se les denomina antiespasmaodicos.
Reducen la actividad del tracto urinario y las glandulas salivales. El antagonismo
que manifiesta la atropina es competitivo “por superposicion” en los receptores
muscarinicos del musculo liso, miocardico, glandulas exocrinas y sistema nervioso
central. % 26

2.7. Atropina

Droga antagonista competitiva de la acetilcolina que es capaz de desencadenar
todas las acciones parasimpaticoliticas, a través del bloqueo de los receptores
muscarinicos del parasimpatico.?

Los agentes antimuscarinicos tienen poca accién sobre los receptores nicotinico
del ganglio autbnomo y de la placa neuromuscular. Se requieren dosis mas
grandes que las terapéuticas, de atropina, para producir algin bloqueo de estos
receptores nicotinicos.!

La atropina y los parasimpaticoliticos, pueden en general, atravesar la barrera
hematoencefalica, y bloquear los receptores muscarinicos del encéfalo, de alli
surgen los agentes anticolinérgicos centrales, de mayor capacidad que la atropina
para ingresar al Sistema Nervioso Central.?

El conocimiento de la ubicacion de los receptores muscarinicos y las acciones
fisiofarmacoldgicas que se desencadenan por su activacién constituyen un
elemento fundamental para el estudio del sistema colinérgico y su bloqueo.?
2.7.1. Mecanismo de accion de la atropina

La atropina ejerce su accidén a través de un antagonismo competitivo con la

acetilcolina y otros antagonistas colinérgicos, por los receptores muscarinicos.

12



Con dosis terapéuticas (1 mg. de atropina) y aiin mayores, se bloquean todos los
receptores muscarinicos. Los receptores nicotinicos del ganglio autbnomo y de la
placa neuromuscular son respetados con dicha dosis. La estructura no polar de la
atropina permite su paso a través de la barrera hematoencefélica,
desencadenando algunas acciones a ese nivel.!

El antagonismo como es de tipo competitivo, puede ser superado si se incrementa
la concentracion de la acetilcolina en los receptores.

La atropina no distingue los receptores muscarinicos selectivos M1, M2 o M3, los

bloguea a todos por igual.?
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion

El presente trabajo de investigacibn se ejecutdé en los laboratorios de
Farmacognosia y Farmacologia, de la Facultad de Ciencias de la Salud,
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Regién Ayacucho, Peru.
3.2. Poblacion y muestra

3.2.1. Poblacién

Las hojas de Porophyllum ruderale “rupay wachi” recolectadas del centro poblado
Qochapampa del barrio Santa Ana — Ayacucho, (anexo 5)

3.2.2. Muestra

200 g de hojas de Porophyllum ruderale del centro poblado Qochapampa del
barrio Santa Ana — Ayacucho.

3.2.3. Tipo de muestreo

Muestreo por conveniencia: Se seleccionaron las hojas que no estaban dafiadas
ni maltratadas, previo conocimiento y juicio del investigador.

3.3. Unidad experimental

fleon aislado de Cavia porcellus “cobayo’.

3.4. Procedimiento metodoldgico y recoleccion de datos

3.4.1. Recoleccion de la muestra

Las muestras de Porophyllum ruderale fueron recolectadas por conveniencia,
durante el mes de mayo del centro poblado Qochapampa del barrio Santa Ana,
provincia de Huamanga del departamento de Ayacucho; fueron transportadas al
Laboratorio Farmacognosia, donde fueron seleccionadas las hojas y secadas al
medio ambiente, teniendo como base papel bond blanco, fue cambiada
constantemente y volteando la muestra para un secado uniforme, evitando el
deterioro por la humedad y separando aquellas que cambien de color o muestren

signos de alteracion.?’
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Para la identificacion taxondmica se emplearon muestras con flores y hojas en el

Laboratorio de Botanica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, con certificacion a

cargo de la Blga. Laura Aucasime Medina (Anexo 1).

3.4.2. Obtencidn del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Porophyllum
ruderale “rupay wachi”

200 g aproximado de muestra seca y pulverizada, se maceraron con 1 L de alcohol

de 70° por 5 dias en una botella con capacidad de 2 L y protegidas de la luz.?’

La muestra obtenida de la botella se filtré al vacio, luego se concentré hasta

sequedad en una estufa a temperatura de 47 °C + 2, obteniéndose 50 g

aproximado de extracto hidroalcohdlico concentrado de Porophyllum ruderale,

luego se envaso en un frasco pequefo y se guardo bajo refrigeracién a 4° C, hasta

su empleo.? 2°

3.4.3. Identificacion fitoquimica del extracto

Las reacciones de identificacién fitoquimica se realizaron, siguiendo la

metodologia propuesta por Miranda.?® 2° Cuyos resultados se encuentra mostrado

en la Tablas 1 al igual que en el Anexo 5.

3.4.4. Evaluacion de los parametros fisicoquimicos de los extractos

Se realizaron pruebas basicas del extracto hidroalcohdlico, dadas por Miranda, °

que se detallan a continuacion:

a. Determinacion de las caracteristicas organolépticas de los extractos

Color: Se tom¢ cantidad suficiente de muestra y se coloc6 en un tubo de ensayo,

esta es colocada en un fondo blanco, se observé y se determiné el tipo de color.?®

Olor: Se tomd cantidad suficiente de muestra y se colocé en una luna de reloj, se

percibe y se determina el tipo de olor. Los términos para describir los olores del

extracto atomizado son: aromatico, aliaceo, alcanforado, nauseabundo,

desagradable, a especia, etc.*°

Sabor: Se tomo6 una cantidad suficiente y se transfirié a una luna de reloj, luego

se hizo contacto con la lengua, como resultado determinamos el tipo de sabor

(dulce, amargo, acido, salino, astringente, punzante, nauseabundo, aromatico,

etc.)®°

Aspecto: Se tomo cantidad suficiente de muestray se colocé en una luna de reloj,

se observd y se determind el aspecto de la muestra.>® (Anexo 6)

b. Determinacion de la solubilidad de los extractos

Se coloc6d 1 mg de extracto en diferentes tubos de ensayo y se afiadié 1 mL de

disolvente (agua, etanol, metanol y cloroformo), respectivamente, se agité y se
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observé bajo los indicadores de soluble, poco soluble e insoluble.*° (Anexo 6)

c. Determinacién del pH del extracto

Para determinar el pH se utilizaron, tiras reactivas, realizandose a temperatura

ambiente.? (Anexo 6)

3.4.5. Preparacion de concentraciones del extracto hidroalcohdlico

Se peso6 un aproximado de 0,5 g de extracto hidroalcohdlico sélido, para obtener

una solucion madre de 100 mL con agua destilada y de ella obtener las

concentraciones respectivas de 1%, 4% y 8%.

3.4.6. Procedimiento experimental de la actividad antiespasmaddica in vitro
sobre el ileon aislado de cobayo segun el método de Canales C.

a. Meétodo experimental

Se utiliza el modelo experimental del intestino porque es un érgano con autonomia

propia y se puede observar la influencia del sistema nervioso autbnomo (SNA).

También se busca evidenciar los efectos in vitro de productos que induzcan

activacion o inhibicién colinérgica muscarinica sobre la motilidad intestinal.3!

b. Procedimiento

Los cobayos fueron adquiridos en el Instituto Nacional de Innovacion Agraria

(INIA) de la ciudad de Ayacucho.

¢ Se mantuvieron en ayunas a los animales por 24 horas antes del experimento.

e Se Sacrificaron a los cobayos por dislocacién cervical.

e Se extrajeron la porcion terminal del ileon.

e Se colocaron la porcién del 6rgano, en una placa Petri conteniendo el liquido
nutricio graduado a 37 °C, eliminando grasas, detritus interno y externo.

e Se cort6 el segmento (1,5 — 2,0 cm) para montar en el bafio de érgano aislado.

e Se colocd en el sistema de 6rganos aislados, un extremo a la varilla que
contacta con el quimografo y el otro en el fondo.

e La sujecion se realiz6 con una aguja, con lo que contiene hilo, evitando
estrangular el 6rgano y estirarlo innecesariamente.

e Se afiadi6 al vaso contenedor del 6rgano con liquido nutricio, aireacién continua
y temperatura de 37 °C.

e Se dej6 estabilizar aproximadamente 30 minutos.

e Luego afadir al bafio 0,25 mL de Acetilcolina en diferentes concentraciones
para verificar a cual de las concentraciones responde mejor el ileon.

a) Acetilcolina 2x10M

b) Acetilcolina 2x10°M
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c) Acetilcolina 2x10°M

e Luego se afiadio al bafio 0,25 mL de los farmacos a ensayar en los siguientes
ordenes:

Primer grupo (blanco): Administrar acetilcolina 2x10* M 0,25 mL mas suero

fisiolégico 0,25 mL.

Segundo grupo (estandar): Administrar 0,25 mL acetilcolina a la concentracion

de 2x10* M esperamos 5 min luego administrar atropina 0,25 mL.

Tercer grupo: Administrar 0,25 mL de acetilcolina a una concentracién 2x10“ M

esperamos 5 min y luego se administrar el extracto hidroalcohélico de Porophyllum

ruderale “rupay wuachi” a la dosis de 0,25 mL al 1%.

Cuarto grupo: Administrar acetilcolina 0,25mL a una concentracién de 2x10*M.

esperamos 5 min y luego administrar el extracto hidroalcohdlico de Porophyllum

ruderale “rupay wuachi” a la dosis de 0,25 mL al 4%.

Quinto grupo: Administrar acetilcolina 0,25 mL a una concentraciéon de 2x10“M.

esperamos 5 min y luego administrar el extracto hidroalcohélico de Porophyllum

ruderale “rupay wuachi” a la dosis de 0,25 mL al 8%.

El porcentaje de inhibicion de la motilidad se hallé por la siguiente formula:

o, ) Recorrido Acetilcolina (mm) - Recorrido tratamiento (mm)
% Inhibicion de las contracciones = Recorrido Acetilcoling (mm) x 100

3.5. Disefo de investigacion

Se realizé un disefio experimental que incluye dos grupos, uno que recibio el
tratamiento experimental y el otro no (grupo control). Es decir, la manipulacién de
la variable independiente alcanz6 solo dos niveles presencia y ausencia.*?

El disefio se diagrama de la siguiente manera:

RG; X 01
RG; - 02

Donde:

RG:: Intestino de cobayos para el tratamiento (atropina y los extractos).
RG:: Intestino de cobayos para el control (Acetilcolina).

0:: Respuesta contractil del intestino con los tratamientos.

02: Respuesta contractil del intestino con el control.
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Tabla 1: Disefo experimental

Acetilcolin ~ Atropina Extracto hidroalcohdlico
a 2x10“M 10°M 8 9%
1% 4 %
Grupos 2,94 6,95 0,25
0,25 0,25
pg/mL pg/mL mL
mL mL
0,25 mL 0,25 mL
Control 1 XXX
Farmaco de
_ XXX
referencia
Tratamiento 1 XXX
Tratamiento 2 XXX
Tratamiento 3 XXX

3.7. Analisis de datos

La diferencia significativa existente entre los parametros de inhibicion de la
contractibilidad de los tratamientos se evalué mediante andlisis de varianza
(ANOVA) con un nivel de significacion estadistica de 95%. Las comparaciones
entre cada tratamiento se realizaron con la Prueba de Tukey diferencia
significativamente existente (HSD), para evaluar las diferencias estadisticas al
95% de confianza. Mediante el uso del software estadistico SPSS, version 21,0.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 2. Identificacion fitoquimica del extracto hidroalcohodlico de las hojas de

Porophyllum ruderale (Jac.) Cassini. Ayacucho 2016

Metabolitos )
. Ensayos Resultados Observaciones
secundarios
, Coloracion verde
. Carbonato de sodio + )
Catequina + carmelita a la luz
luz Uv
uv
] Wagner, Hager y Formacién de
Alcaloides + -
Dragendorff precipitados
Resinas Agua destilada ++ Precipitado
Azlcares ) o ]
Fehling + Precipitado naranja
reductores
Compuestos o .
. Cloruro férrico ++ Coloracion azul
fenolicos
Flavonoides Shinoda + Coloracidn naranja
. Coloracidn rojiza en
Quinonas Borntrager + )
la fase amoniacal
Lactonas Baljet + Coloracion roja
Leyenda:
(+) : Poco
(++)  : Moderado
(+++) : Abundante

23



10,00

9,50

I 9,33

9,00

I 8,70

8,50 g 5.5

8,00

7,50

7.00 I 7,06

6,50

Altura de las contracciones (mm)

6,00 T T T T ]
ACh 2x10%M  Atropina105M  Extractoal 1% Extracto al 4% Extracto al 8%

Tratamientos
Figura 1: Variacion de las contracciones (mm) generadas tras la administracion
de la acetilcolina, atropina y de los extractos hidroalcohdlico de las hojas de
Porophyllum ruderale “rupay wachi”’, sobre ileon aislado de cobayo. Ayacucho
2016.
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Extracto al 8%

Figura 2: Porcentaje de inhibicién de las contracciones por efecto de los extractos

hidroalcohdlico de las hojas de Porophyllum ruderale “rupay wachi” y la atropina

sobre ileon aislado de cobayo. Ayacucho 2016.
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V. DISCUSION

El Porophyllum ruderale “rupay wachi” es utilizado por la poblacion
tradicionalmente en infusiones y via tépica para el mal aire, empacho, susto, salud
mental y trastornos psicosomaticos combinado junto a otras hierbas, por los
ciudadanos del Pert®®. Lo que motivd a estudiar el efecto antiespasmadico del
extracto hidroalcohdlico de las hojas sobre las contracciones inducidas por la
acetilcolina en érganos aislados.

Se realiz6 la extraccion de la muestra utilizando solucion hidroalcohélica de 70°,
teniendo en cuenta la polaridad del solvente.

En el extracto hidroalcohdlico (tabla 2), se observé la presencia de alcaloides,
resinas, flavonoides, compuestos fendlicos, catequinas, quinonas, lactonas. Los
metabolitos secundarios en Porophyllum ruderale, que crece en nuestra region
coinciden con los reportados por otros autores observandose reacciones positivas
para: compuestos fendlicos, flavonoides, taninos, aceites esenciales.?°

El efecto antiespasmaodico de Porophyllum ruderale, se determiné por el método
de Canales, para lo cual se utiliz6 acetilcolina 2x10*M con una concentracién de
2,94 pg/mL a una dosis de 0,25 mL, como espasmogeno, atropina 10° M con
concentracion de 6,95 pg/mL a una dosis de 0,25 mL como farmaco de referencia
y las concentraciones de los extractos hidroalcohdlicos al 1, 4 y 8%, igualmente
con una dosis de 0,25 mL.

La atropina disminuye el tono y las contracciones, especialmente si existe
hiperactividad y espasmo provocados por drogas colinérgicas relajando el
musculo liso del intestino lo que coincide con la parte experimental. En el anexo
11 se observa que en la frecuencia de contracciones hubo una tendencia a la
disminucion de 2 mm aproximadamente lo cual atribuimos a las condiciones

experimentales ya que también otro autor encontrd este mismo comportamiento*
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Durante los ensayos de preparacion para el modelo experimental, no hubo
cambios significativos en el ileon tratado con los solventes, agua o solvente
organico en ausencia del extracto.

Tedricamente sabemos que el aceite esencial de la Porophyllum ruderale, esta
compuesto por limoneno (83,5%), mirceno (6,3%) y 1-undeceno (5,4%), E -B-
ocimeno (54,9%) y B-pineno (10,1%) como los componentes principales.®
Aquellos aceites esenciales con propiedades antiespasmddicas son los que
contienen una mezcla de sesquiterpenos, aldehidos, ésteres, éteres, éter-oxidos,
cetonas y cumarinas.® El cual podriamos predecir la propiedad antiespasmoédica
del rupay wachi por uno o mas de estos compuestos terpénicos (monoterpenos)
En la figura 1, Se observan las alturas alcanzadas por las contracciones (mm)
generadas tras la administracion de la acetilcolina, atropina y de los extractos
hidroalcohélico de las hojas de Porophyllum ruderale, que se redujo de modo
significativo la contraccién provocada por la acetilcolina sobre el ileon aislado de
cobayo con dosis de 1, 4 y 8%. Este efecto se manifest6 en forma dosis
dependiente, donde el extracto al 8% presentdé un mayor efecto ya que inhibe
marcadamente la respuesta contractil (8,14 mm) luego de la induccion del
espasmo con la acetilcolina 2x10“*M a la dosis de 2,94 pg/mL, cuya altura de
acetilcolina sola fue de 9,33 mm.

También se observa que el extracto al 1% y 4% tienen una respuesta contractil de
(8,70 mm y 8,45 mm) respectivamente, luego de la induccién del espasmo con la
acetilcolina y de forma similar la atropina a la dosis de 10° M que inhibe la
respuesta contractil en (7,06 mm) que es el farmaco de referencia.

En la figura 2 se observa el efecto antiespasmaodico de los diferentes tratamientos,
expresado en porcentaje de inhibicion de la motilidad de los extractos
hidroalcohélico de las hojas de Porophyllum ruderale y la atropina sobre ileon
aislado de cobayo, inducida por la acetilcolina a la dosis de 2x10“M vy
concentracion de 2,94 pg/mL. El extracto al 1, 4 y 8% presentan efecto
antiespasmaodico menor, con un porcentaje de inhibicién de (6,81%, 9,46% y
12,76% respectivamente) con respecto a la atropina que tiene (24,33%) de
porcentaje de inhibicion.

En el anexo 15 observamos el andlisis de varianza del efecto antiespasmadico de
los extractos hidroalcohdlicos 1, 4 y 8% de Porophyllum ruderale luego de producir
una disminucién de la amplitud de las alturas inducidas por la acetilcolina 2x10*M

y concentracion de 2,94 ug/mL, en el ileon aislado de cobayo, se encontré que
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existe diferencia estadisticamente significativa (p = 3,63 x e-19) entre los
tratamientos a un nivel de confianza del 95%.

En el anexo 16 observamos el andlisis de varianza del efecto antiespasmadico de
los extractos hidroalcohdlicos 1, 4 y 8% de Porophyllum ruderale luego de producir
una disminucién de la amplitud de las alturas inducidas por la acetilcolina 2x10“M
y concentracion de 2,94 ug/mL, en el ileon aislado de cobayo, se encontrd que
existe diferencia estadisticamente significativa (p = 1,08 x e-11) entre los
tratamientos a un nivel de confianza del 95%.

En el anexo 17 realizando comparaciones multiples con la prueba de Tukey se
muestran las significancias entre los extractos al 1, 4 y 8% cuyo valor es 1,000
(alfa = 0,05), por lo cual se afirma que los tratamientos son diferentes.

Por lo tanto, se puede establecer una relacién dosis-respuesta, puesto que a
mayor dosis se obtuvo una mayor disminucion de la altura de contraccion
intestinal.

En el presente trabajo de investigacion la atropina fue el farmaco que presentd la
mejor actividad antiespasmaodica, antagonizando por completo a la acetilcolina,
seguido del extracto hidroalcohdlico al 8% (figura 1), donde la atropina inhibe por
completo a la acetilcolina disminuyendo la atura hasta un promedio de 7,06 mmy
el extracto al 8% lo hace con un menor grado disminuyendo la altura hasta un
promedio de 8,14 mm, similar respuesta encontré Fernandez,'? al utilizar
infusiones de Mentha aff. arvensis L. “hierba buena”.

Las plantas de la Familia Asteraceae son ampliamente utilizadas en la medicina
tradicional debido a sus propiedades farmacol6gicas como analgésicas,
antinflamatorias, cicatrizantes y antiespasmaodicas, ya que en su composicion
guimica se presentan generalmente aceites esenciales, flavonoides, taninos y
alcaloides.3* %

Los flavonoides antiespasmaodicos dilatan el tiempo de transito en el intestino
delgado, inhibiendo la amplitud de la contraccién fasica, disminuyen el tono del
ileon antagonizan las contracciones inducidas con acetilcolina, prostaglandina E2
y BaCl; (cloruro de bario).*® De acuerdo a las revisiones realizadas encontramos
gue los flavonoides con actividad antiespasmoliticas como los glicésidos de
arpigenina,®® y quercetina (Matricaria chamomilla), quercitrina (Euphorbia hirta),
son flavonoides con actividad antiespasmolitica.'’ 3 Se realizé el anlisis

fitoquimica del “rupay wachi” identificandose la presencia de flavonoides en menor
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magnitud por lo que estos compuestos serian el responsable de la actividad
antiespasmaodica.

Igualmente, los alcaloides presentan antecedentes resaltantes como
antiespasmaodicos naturales, tal es el caso de la atropina presente en la Atropa
belladona y en la Datura stramonium.* 3+ 37 |os alcaloides del “rupay wachi” fueron
identificados en menor proporcion, la familia de las Asteraceas presenta alcaloides
de tipo pirrolizidonico®® y son de tendencia toxico y espasmoégeno®, por ende
contrarrestarian la actividad antiespasmadica de los flavonoides presentes en la
planta.

En el presente trabajo se observo que el extracto del Porophyllum ruderale “rupay
wachi” a dosis de 8% redujo la contraccion provocada por la acetilcolina, sobre el
ileon aislado de cobayo, con una altura de 8,14 mm y una inhibicion de la motilidad
intestinal de 12,76%.

Los resultados obtenidos nos permiten afirmar que el extracto del Porophyllum
ruderale “rupay wachi” tiene actividad antiespasmadica a nivel de la musculatura
lisa intestinal lo que corrobora de forma experimental el uso que como
antiespasmadico le atribuye la medicina popular el empleo de esta planta en el
tratamiento de afecciones del tracto gastrointestinal.
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VI. CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico de las hojas del Porophyllum ruderale “rupay
wachi” presenta actividad antiespasmadica en ileon aislado de cobayo.

Los metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohélico de las
hojas del Porophyllum ruderale “rupay wachi” son alcaloides, resinas,
flavonoides, compuestos fendlicos, catequinas, quinonas y lactonas.

El extracto hidroalcohélico de Porophyllum ruderale presenta efecto dosis-

dependiente, siendo mayor el efecto antiespasmaodico al 8%.
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VIl. RECOMENDACIONES

Continuar con el estudio del presente trabajo de investigacion, determinando
especificamente el principio activo principal responsable de la actividad
antiespasmaodica y otros estudios farmacoldgicos diferentes al investigado.
Realizar estudios de toxicidad y genotoxicidad, del Porophyllum ruderale
(Jac.) Cassini. “rupay wachi”, para dar un conocimiento mas profundo y mejor
uso de dicha planta por la poblacién.

Se recomienda seguir investigando plantas con actividad antiespasmaédica

como una alternativa en el tratamiento de problemas gastrointestinales.
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Anexo 1
Certificado de clasificacion taxondémica del “rupay wachi” Porophyllum
ruderale (Jac.) Cassini.

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
“SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA”

CERTIFICA

Que, el Bach. en Farmacia y Bioquimica, Sr. Nils Yonatan, VILLAVICENCIO
ARAUJO, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de
tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE " MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE ; ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : Porophyllum

ESPECIE . Porophyllum ruderale (Jac.) Cassini.
N.V. : “rupay huachi”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del interesado para

los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 15 de Julio del 2016
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Anexo 2
Ficha etnoboténica del “rupay wachi” Porophyllum ruderale (Jac.) Cassini.
RUPAY HUACHI.
NOMBRE CIENTIFICO : Porophyllu)n ruderale
Nombre coman : “rupay huachi”

DESCRIPCION BOTANICA

Planta herbacea, de color azul verdoso, de aproximadamente de 20 a 30 cm. de
alto, tallo ramificado,, hojas simples, pecioladas, lisas, de disposicion alterna, de
limbo algo alargadas de bordes ondulados, con glandulas translicidas que
despiden un olor desagradable parecido a ruda, culantro por el contenido de
esencias.

Inflorescencias en capitulos terminales, solitarias, rodeada por un invélucro
formada por largas bracteas unidas entre si, angostamente cilindricos y
estrechandose hacia el apice ; los receptaculos de la inflorescencia son
pequefios y no prese4ntan bracteas (paleas) o sea que son desnudos., los
capitulos estan formados por 2 tipos de flores, las marginales blancas, liguladas,
femeninas e infértiles y las centrales o flores del disco tubuladas,, bisexuales y

amarillas ; fruto aquenio.
HABITAT Y DISTRIBUCION

Crece como maleza en los terrenos de cultivo, en la costa y valles interandinos,

en zonas xerofiticas y terrenos pedregosos

Usos

Los pobladores de la zona utilizan como laxante, enfermedades hepaticas, como
emenagogo, para el mal aliento , problemas digestivos, célicos, presion alta
tomando el cocimiento de la raiz o la infusion de las hojas ademas se usa como

condimento de comldas tipicas como sopas guisos y salsas.

Bga Laura K(JCaSIm Medina.
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Anexo 3
Flujograma de obtenciéon del extracto hidroalcohdlico de hojas de

Porophyllum ruderale (Jac.) Cassini. “rupay wachi”). Ayacucho 2016.

MUESTRA

(200 g de hojas secas de Porophyllum ruderale (Jac.) Cassini. “rupay wachi”)

\4

Pulverizado de hojas

\4

Maceracioén por 5 dias con 1 Litro de alcohol de 70° y agitacién constante

l

Filtrado al vacio

Concentraciéon del extracto

l

Identificacion fitoquimica Actividad antiespasmaédica
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Anexo 4
Extracto hidroalcohdlico concentrado de Porophyllum ruderale (Jac.)

Cassini. “rupay wachi”. Laboratorio de Farmacognosia de la Escuela

Profesional de Farmacia y Bioquimica. Ayacucho 2016.
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Anexo 5
Identificacion fitoquimica del extracto hidroalcohélico de Porophyllum

ruderale (Jac.) Cassini. “rupay wachi”. Laboratorio de Farmacognosia de la

Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica. Ayacucho 2016.
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Anexo 6
Andlisis de pardmetros fisicoguimicos del extracto hidroalcohélico de

Porophyllum ruderale (Jac.) Cassini. “rupay wachi”. Ayacucho 2016.

Tipo Parametros Ensayos Resultados
Color Verde
o Olor Sui géneris
Organoléptico
Sabor Amargo
Aspecto Resinoso
Extracto
] n Agua Soluble
hidroalcohdlico
- Etanol Soluble
Solubilidad
cloroformo Insoluble
Eter Poco soluble
pH 6,88
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Anexo 7

Composicion del medio nutricio Tyrode.

Componentes Cantidad

Cloruro de sodio (NaCl) 6,09

Cloruro de potasio (KCI) 0,29

Cloruro de calcio (CaClz) 0,29

Bicarbonato de sodio (NaHCO:3) 10g¢g

Fosfato de sodio monobasico (NaH2P04.H20) 0,059

Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl2.6H20) 0,2 g

Agua destilada (H20) Csp. para 1000 mL

Fuente: Adam G. y col.
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Anexo 8
Extraccion de intestino de Cavia porcellus “cobayo”. Laboratorio de
Farmacologia de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioguimica.
Ayacucho 2016.
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Anexo 9
Colocacion del intestino de Cavia porcellus “cobayo” en el quimoégrafo

automatizado de Panlab Harvard. Laboratorio de Farmacologia de la Escuela

Profesional de Farmacia y Bioquimica. Ayacucho 2016.
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Anexo 10
Administracion de las drogas en el liguido nutricio Tyrode del quimografo
automatizado de Panlab Harvard. Laboratorio de Farmacologia de la Escuela

Profesional de Farmacia y Bioquimica. Ayacucho 2016.
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Anexo 11
Respuesta del 6rgano aislado tras la aplicacion de acetilcolina y atropina
(farmaco de referencia) en ileon aislado de Cavia porcellus “cobayo”.
Laboratorio de Farmacologia de la Escuela Profesional de Farmacia y

Biogquimica Ayacucho 2016.

20/10/2016
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Anexo 12
Respuesta del érgano aislado tras la aplicacion de acetilcolinay el extracto
al 1%. Laboratorio de Farmacologia de la Escuela Profesional de Farmaciay
Bioquimica Ayacucho 2016.
} 5] | Comment 10/

24 1 320 34 400 L] & 2 500 52 54 £:00 b
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Anexo 13
Respuesta del érgano aislado tras la aplicacion de acetilcolinay el extracto
al 4%. Laboratorio de Farmacologia de la Escuela Profesional de Farmaciay

Bioquimica Ayacucho 2016.

20/10/2016
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Anexo 14
Respuesta del érgano aislado tras la aplicacion de acetilcolinay el extracto
al 8%. Laboratorio de Farmacologia de la Escuela Profesional de Farmaciay
Bioquimica Ayacucho 2016.

20/10/20
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Anexo 15
Andlisis de varianza de las alturas generadas tras la aplicacién de

acetilcolina, atropinay los extractos (1%, 4% y 8%). Ayacucho 2016.

Suma de ol Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Inter-grupos 14,004 4 3,501 438,274 3,63 xel?
Intra-grupos 0,160 20 ,008
Total 14,164 24
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Anexo 16

Andlisis varianza de los porcentajes de inhibiciébn generadas tras la

aplicacién de acetilcolina, atropina y los extractos (1%, 4% y 8%). Ayacucho

2016.
Suma de Media )
gl . Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 893,892 3 297,964 139,942 1,08 x e-11
Intra-grupos 34,067 16 2,129

Total

927,959 19
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Anexo 17
Prueba de Tukey de las alturas generadas tras la aplicacion de la acetilcolina,
atropinay los extractos (1%, 4% y 8%). Ayacucho 2016.

HSD de Tukey?

Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4 5
Atropina 5 7,0620
Extracto al 8 % 5 8,1420
Extracto al 4 % 5 8,4500
Extracto al 1 % 5 8,6980
Acetilcolina 5 9,3340
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 5,000.
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Anexo 18
Prueba de Tukey de los porcentajes de inhibiciobn generadas tras la
aplicacién de la acetilcolina, atropina y los extractos (1%, 4% y 8%).
Ayacucho 2016.

HSD de Tukeya

Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4
Extracto al 1 % 5 6,8080
Extracto al 4 % 5 9,4620
Extracto al 8 % 5 12,7600
Atropina 5 24,3280
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 5,000.
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Anexo 19
Andlisis descriptivo de las alturas generadas tras la aplicacion de la acetilcolina, atropinay los extractos (1%, 4% y 8%). Ayacucho
2016.

Intervalo de confianza para la media

. Alturas de las Desviacion ] . )
Tratamientos N ) ) . Error tipico al 95% Minimo  Méaximo
contracciones (media) tipica _ i i
Limite inferior Limite superior
Acetilcolina 5 9,3340 ,09711 ,04343 9,2134 9,4546 9,20 9,45
Atropina 5 7,0620 ,10616 ,04748 6,9302 7,1938 6,89 7,17
Extracto al 1 % 5 8,6980 ,10849 ,04852 8,5633 8,8327 8,54 8,79
Extracto al 4 % 5 8,4500 ,04637 ,02074 8,3924 8,5076 8,39 8,50
Extracto al 8 % 5 8,1420 ,07294 ,03262 8,0514 8,2326 8,05 8,23
Total 25 8,3372 ,76821 ,15364 8,0201 8,6543 6,89 9,45
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Anexo 20
Andlisis descriptivos de los porcentajes de inhibicién generados tras la aplicacion de la acetilcolina, atropinay los extractos (1%,
4% y 8%). Ayacucho 2016.

N Media Desviacion tipica Error tipico Intervalo de confianza para la media al 95% Minimo  Maximo
Limite inferior Limite superior
Atropina 5 24,3280 1,81097 ,80989 22,0794 26,5766 22,07 27,09
Extracto al 1 % 5 6,8080 1,26685 ,56655 5,2350 8,3810 5,28 8,66
Extracto al 4 % 5 9,4620 1,30360 ,58299 7,8434 11,0806 7,72 10,58
Extracto al 8 % 5 12,7600 1,39029 ,62176 11,0337 14,4863 11,41 14,81
Total 20 13,3395 6,98856 1,56269 10,0688 16,6102 5,28 27,09
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Anexo 21

Matriz de consistencia

TITULO: Evaluacién de la actividad antiespasmodica del extracto hidroalcohdlico de las hojas del Porophyllum ruderale (Jac.) Cassini.

“rupay wachi”, sobre el ileon aislado de Cavia ‘porcellus “cobayo”. Ayacucho 2016.

Titulo Problema Objetivo Hipobtesis Variable Marco tedrico Metodologia
GENERALES: El extracto Variable Porophyllum ruderale; el rupay Tipo de estudio: Basico
Evaluacion de la ¢ Tendrad actividad Evaluar la actividad hidroalcohdlico Independiente wachi; es una planta herbacea que Nivel de estudio: Experimental
actividad antiespasmaddica antiespasmédica del de las hojas de Extracto crece en las zonas andinas y Disefio muestral:
antiespasmodica €l extracto extracto Porophyllum hidroalcohdlico subandinas. La planta llega a crecer Poblacién: Plantas de Porophyllum ruderale “rupay wachi” del
del extracto hidroalcohdlico de hidroalcohdlico de ruderale; “rupay de las hojas del hasta 1,5 metros de altura. Las hojas centro poblado Qochapampa del barrio Santa Ana — Ayacucho.
hidroalcohdlico hojas de hojas de Porophyllum wachi”; posee Porophyllum son de color verde azulado que Muestra: 200 g de hojas de Porophyllum ruderale “rupay wachi”
de hojas de Porophyllum ruderale “rupay wachi”’,  actividad ruderale; “rupay presentan unos pequefios poros por del centro poblado Qochapampa del barrio Santa Ana a 2 800
Porophyllum ruderale  “rupay en ileon aislado de antiespasmédica wachi” los cuales segrega el aceite que msnm — Ayacucho.
ruderale “rupay Wwachi’, sobre el Cavia porcellus Indicadores: contiene el aroma y sabor Metodologia:
wachi”, sobre el fileon de Cavia “cobayo”. Concentraciones caracteristico de la planta. e Se us6 cobayos con un peso entre 300 y 500 g. El extracto
ifleon aislado de porcellus ESPECIFICOS: de extractos: Usos: Se usa como condimento en hidroalcohdlico se empled a diferentes concentraciones 1%,
Cavia porcellus “cobayo™? dentif | 1%, 4%y 8% las comidas tipicas de la regién como 4%y 8%.
“cobayo”. - Identificar 0s Variable “patachi’, “pachamanca” y el e Seaisld el ileon del cobayo adecuadamente y colocado en
Ayacucho - metabolitos Dependiente “ceviche”, desconociéndose  sus el bafio de 6rganos aislados con liquido nutricio de Tyrode
2016. presentes del Actividad usos medicinales. atemperado y oxigenado. Ligando con hilo los extremos del
extracto antiespasmédica La acetilcolina (Ach): es un segmento aislado.
Elc?;(?salcohohco gg frente ~a ileon  neurotransmisor en el SNCy SNP. o Se registro el peristaltismo basal. Observando y registrando
g I aislado de Cavia En el musculo liso estimula la fibra la respuesta contractii maxima del ileon en presencia de
Porophylium porcellus lisa del aparato gastrointestinal, acetilcolina, en presencia del extracto y de atropina.
ruderale rupay “cobayo”. urogenital y respiratorio aumentando  Analisis de datos:
i gg?;:hinar ol Indicadores: el tono y la motilidad. Los agentes  para el analisis estadistico, todos los datos fueron sometidos al
. Numero de antimuscarinicos como la atropina  Andlisis de Varianza ANOVA y la prueba de Tukey mediante el
porcentaje que contraccionesen  antagonizan la accion muscarinica  software estadistico SPSS 21.0 para windows. Representado
glfg;eoma mayor milimetros ~ de  de la acetilcolina. 3 en cuadros y graficos. Se realizé con un nivel de confianza de
; . desplazamiento.  Mecanismo de accion de la 95% para determinar las diferencias significativas entre los
antiespasmadica atropina tratamientos.

La atropina ejerce su accion a través
de un antagonismo competitivo con
la acetilcolina y otros antagonistas
colinérgicos, por los receptores
muscarinicos.
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