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RESUMEN

El espasmo intestinal es un tréstorno muy comun en las poblaciones y es
causado por desérdenes alimentarios o de etiologia infecciosa y, su tratamiento
a base de plantas medicinales, se encuentra muy difundido. El objetivo de este
estudio fue determinar el efecto antiespasmoédico del extracto cloroférmico y
metanodlico de las hojas de Ambrosia arborescens Mill. “marco”. El tipo de
investigacion es basica descriptiva y se realizd en los laboratorios de
Farmacognosia y Farmacologia del Area de Farmacia de la Universidad Nacional
de San Cristobal de Huamanga, durante los meses de octubre de 2012 a febrero
de 2013. Las muestras fueron recolectadas en la comunidad de Rayme Alto,
distrito de Carhuanca, provincia de Vilcashuaman, departamento de Ayacucho.
El estudio fitoquimico de los extractos se determiné mediante reacciones
quimicas y cromatografia en capa fina. El efecto antiespasmoédico se determiné
con las pruebas de motilidad intestinal y enteroestancamiento; empleandose 100
ratones albinos Balb/c divididos en cinco grupos de cinco animales cada uno,
para cada ensayo y extracto. Las dosis ensayadas fueron de 100, 200 y
400 mglkg de cada extracto y los controles, atropina y loperamida. Ambos
extractos presentaron ligeras diferencias cualitativas en el contenido de
alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos, triterpenoides, esteroides, taninos
y principios amargos, corroborados por cromatografia en capa fina. La motilidad
intestinal fue influenciada por las dosis ensayadas, pero no por el tipo de
extracto; mientras que el enteroestancamiento fue influenciado séio por el tipo de
extracto. Se concluye que los extractos cloroférmico y metanélico muestran
efecto antiespasmédico.

Palabras clave: Ambrosia arborescens Mill., extracto, efecto antiespasmaddico,
motilidad intestinal, enteroestancamiento.
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INTRODUCCION

A la fecha, el resurgimiento de la medicina natural a base de extractos de plantas
medicinales utilizadas con el propésito de solucionar diferentes enfermedades,
nos motiva a estudiar e investigar una variedad de especies nativas presentes en
nuestro pais, las cuales forman parte de la gran biodiversidad, favorecida por los
diversos ecosistemas en las diferentes regiones del Peru. Muchas de estas
especies vegetales han sido utilizadas por afios como parte de la medicina
tradicional sin mayor respaldo cientifico. Esta realidad nos impulsa a investigar
sobre aquellos metabolitos secundarios responsables de las propiedades
curativas de estas especies, para lo cual hacemos uso de disciplinas como la
ﬁto’quimica y farmacologia, de esta manera podemos determinar los principios
activos y las rutas metabdlicas de biosintesis. Obtenidos estos conocimientos
queda abierta la posibilidad de industrializacion de muchos de nuestros recursos
naturales.”

Existen diversos estudios con plantas medicinales para evaluar el efecto
antiespasmadico, siendo los mas usados los modelos experimentales in vivo e in
vitro, y los mas recomendados €l de ileon aistado de cobayo (in vitro) y actividad
sobre el transito intestinal en ratones y diarrea en rata (ambos in i/ivo), para

lograr mejores resultados.”



Ambrosia arborescens Mill. “marco” es una Asteraceae que crece en los Andes
sudamericanos® conocida por sus propiedades analgésica, antinflamatoria,
digestiva y repelente contra insectos.’®* Conocido por contener
sesquiterpenolactonas y compuestos fendlicos.’
Los solventes organicos tienen diferentes polaridades, permitiendo una
extraccion selectiva de los compuestos quimicos presentes de la planta. Como
los compuestos quimicos presentes en las plantas medicinales son los
responsables de su actividad, esto podria hacer pensar que los extractos
cloroférmico y metandélico utilizados en la presente investigaciéon podrian tener
diferentes propiedades farmacologicas. Por tal motivo, se plante6é el presente
trabajo de investigacion teniendo en cuenta los siguientes objetivos:

Objetivo general:

Evaluar el efecto antiespasmodico del extracto cloroférmico y metandlico de

hojas de Ambrosia arborescens Mill. “marco”

Objetivos especificos:

o Realizar el tamizaje fitoquimico de los extractos cloroférmicos y metanélicos
de las hojas de Ambrosia arborescens Mill. “marco”.

o Determinar el efecto sobre la motilidad intestinal por administracién de
diferentes concentraciones del extracto cloroférmico y metandiico de las hojas
de Ambrosia arborescens Mil. “marco” en los diferentes modelos
experimentales in vivo (prueba de motilidad intestinal y enteroestancamiento
inducido por aceite de ricino) frente al grupo control.

o Precisar la dosis efectiva a la que se presenta el efecto antiespasmodico

esperado.



1. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Las plantas medicinales son frecuentemente utilizadas para tratar dolencias
gastrointestinales, inflamaciones renales, afecciones broncopulmonares.?

En la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga se han realizado
trabajos de investigacion sobre el efecto antiespasmoédico en varias especies
como Satureja brevicalix Epling, “wayra mufia” en infusion acuosa’° Melissa
officinalis L. “toronji” ° Lepechinia meyenii (Walp) Epi. “pampa salvia” ” en ileon
aislado de cobayo y Senecio nutans “wiscataya” en intestino de ratones aibinos.?
Melissa officinalis L. fue evaluada en tres modelos: in vitro, sobre fleon aislado
de cobayo, e in vivo, sobre el transito intestinal en ratones y diarrea inducida en
ratas’

Se han llevado a cabo diversos estudios en especies del género Ambrosia. Por
ejemplo, un estudio quimico del aceite esencial de Ambrosia trifida de China,
puso de manifiesto compuestos mayoritarios como el acetato de bornilo, borneol,
6xido de cariofileno, a—pineno atribuyendo a estos la actividad antibacteriana.®
En el aceite esencial de otra especie del mismo género, Ambrosia artemisiifolia,
recolectada en Beigrado, se identificaron 51 compuestos, principaimente D-
gormareno (24,1%), limoneno (16,83%), a-pineno (8,0%) y mircineno (7,4%), y

observd una importante actividad bactericida y fungicida.® En general, se ha



afirma que el género Ambrosia posee propiedades antioxidantes por la presencia
de flavonoides y glicosidos; y que son utiizados en el tratamiento de las
infecciones por Schistosoma mansoni." El extracto fludo de Ambrosia
arborescens reporté la presencia de alcaloides, cardiotonicos, triterpenos y/o
esteroides, taninos, flavonoides, azucares reductores, saponinas, principios
amargos y resinas.”

En cuanto al empleo del modelo experimental de la motilidad in vivo, se han
llevado a cabo varios trabajos en vista de su sensibilidad y practicidad. Por
ejemplo, en el estudio de la disminucién del transito intestinal en ratones de la
tintura de guayaba (Psidium guajava L.)Todos los tratamientos (atropina,
papaverina y tintura de hojas Psidium guajava L)) disminuyeron
significativamente y de manera dependiente de la dosis, el transito intestinal en
los ratones.® También se evalud el efecto antidiarreico y antiespasmoédico del
extracto metandlico de Punica granatum L. (granadilla) en ratones. El transito
intestinal obtenido en el grupo control positivo con loperamida fue bastante
inferior al obtenido en el grupo control negativo. De igual forma, el porcentaje de
transito intestinal del grupo con tratamiento de extracto metandlico de granada
fue considerablemente menor que €} grupo control. E! grupo tratado con extracto
metandélico mostré reduccién significativa del transito intestinal con respecto al
grupo control negativo.™ Del mismo modo, se estudid el efecto gastroprotector,
diurético y sobre la motilidad intestinal del extracto etandlico de Schkuhria
pinnata (Lam.) “canchalagua” en ratas albinas, empleando extractos a dosis de
100 y 200 mg/kg, donde la distancia recorrida por el carbdn activado fue minima
con la menor dosis experimental, lo que confirmé el efecto inhibitorio sobre la

motilidad gastrointestinal del extracto.™



2.2. Ambrosia arborescens Mill. “marco”

2.2 1. Clasificacion taxonomica

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE ASTERIDAE

ORDEN : SOLANALES

FAMILIA : SOLANACEAE

GENERO AMBROSIA

ESPECIE : Ambrosia arborescens Mill.
N. V. : “marco”

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga

(Anexo 1).

2.2.2. Descripcion botanica

Es una planta arbustiva ramosa de 1 a 2 metros de alto, tallos y rama aspera en
la base y piloso en la parte superior; hojas alternas bipinnadas, de 5 a 10 cm de
largo, pubescente en ambas superficies siendo mas densa en el envés; flores
unisexuales; dispuestas en capitulos masculinos ubicados en la parte superior y
femeninos en la parte inferior del mismo eje. Los capitulos a su vez se disponen
en racimos terminales. Los capitulos masculinos cortamente pedicelados, el
involucro de forma hemisférica, con bracteas soldadas, glanduloso pilosos, con
pocas flores unisexuales masculinas anchamente tubulosas, glabras y de un
color amarillento, paleas de los receptaculos lineal-tubuladas, hialinos. Los
capitulos femeninos sésiles rodeados de bracteas involucrales foliaceos,

desiguales cubiertos de pelos blancos y largos conteniendo numerosas flores



femeninas tubulosas. Fruto aquenio, ovoide rostrado con puntas prominentes y

ganchudas hacia el apice (Anexo 3).

2.2,3. Distribucion de la familia Asteracea

Las especies de la familia Asterdcea son tan numerosas que comprenden
alrededor de la décima parte del total de fanerégamas conocidas. Sus especies
se encuentran distribuidas por todo el mundo y adaptadas a las diversas
condiciones de vida. Abarca aproximadamente mas de 1 000 géneros y mas de

20 000 especies. ™

2.2.4. Descripcion del género Ambrosia arborescens

Las plantas de este género son herbaceas o arbustivas pertenecientes a la
familia Asteraceae, nativas de Norteamérica y Sudamérica, desde donde se han
difundido por Europa. Comprende una treintena de especies de plantas anuales
0 perennes, que crecen en especial en regiones llanas, poco himedas y

arenosas.’

2.2.5. Habitat

El género Ambrosia aparece a lo largo de las regiones templadas del hemisferio
norte y la region norte de Sudamérica. Prefieren los suelos arenosos, poco
fértiles, ligeramente alcalinos, y son fuertemente fotdfias. Se dan
espontaneamente a la vera de los caminos, en ruderales y a la orilla de rios de

flanura.®

2.2.6. Propiedades y usos medicinales

Las especies de Ambrosia se caracterizan por ser plantas aromaticas, con
propiedades medicinales muy difundidas entre los pobladores de nuestra region
para aliviar dolor de cabeza, migrafia, reumatismo, usadas en bafios vaginales,

fiebre estrefiimiento, desérdenes de la préstata y en casos de fracturas y



lesiones; utilizadas también para atacar a organismos inferiores como pulgas,
garrapatas, etc., asi como para los herbivoros.®

El zumo es una sustancia que fue empleado por nuestros antepasados (Incas)
para conservar cadaveres. E| jugo de las ramas desinflaman las hemorroides
externas. El jugo frito en aceite de almendra calma los dolores de abdomen. El
jugo mezclado con grasa de cerdo constituye una para desinflamar los pies,
evitar los calambres y tratar el reumatismo. Las hojas trituradas se emplean para
reducir las hinchazones. El cocimiento de las hojas es dtil para los bafios del pie

(antisépticos)."”

2.2.7. Composicién quimica

Contiene alcaloides: encontrados principaimente en las flores femeninas.
Damsina y coronofilina: en el extracto metandlico de las seMill.as. Shiramooi,
Damsina, coronofilina. Psilostachina: en el extracto hexanico de las hojas.
Diéxido de bisaboleno, 1(10),4-germacradien-6-ol y varias sesquiterpeniactonas
que pueden ser las responsables de la actividad atribuida al marco. Los aceites
esenciales de F. artemisoides muestran la presencia de 3-careno, limoneno, p-
cimeno, cariofileno, aloaromadendrano, humuleno, isoborneol, cariofileno-

epbxido, carotol, germacranos.

2.2.8. Estudio farmacolodgico

Presenta accion bactericida frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
sobre Candida albicans a 1000 g/mi. De los compuestos del marco, el shiramool
y la coronofilina exhiben una potente actividad antialimentaria contra plagas que
infestan cereales. Por otro lado, la psilostachina es activa frente a acaros
(Tetranychus urticea), mientras que la damsina muestra actividad antitumoral y
molusquicida. Damsina y psilostachina exhiben un efecto estimulante sobre ia

germinacion de semillas.”



2.3. Metabolitos secundarios

2.3.1. Flavonoides

Los flavonoides quimicamente, tienen como nucleo basico al 2-fenilcromano,
Farmacolégicamente son antioxidantes, antiespasmoédicos, antiinflamatorios,
anticoagulantes indirectos de la sangre, diuréticos, antiedematosos,
hipocolesterolemiantes y factor P.” La principal actividad atribuida a los
flavonoides es la de ser “venoactivos”, es decir, ser capaces de disminuir la
permeabilidad de los capilares sanguineos y aumentar su resistencia. Los
flavonoides también pueden ser  antialérgicos, hepatoprotectores,

antibacterianos, antivirales in vitro, anticancerigenos in vitro.*

2.3.2. Aicaloides

Son aquellas sustancias que contienen uno o mas atomos de nitrégeno como
parte de un sistema ciclico, que manifiestan actividad farmacolégica significativa
y han sido biosintetizados de aminoacidos precursores. Los compuestos que
levan estas caracteristicas se dice que son verdaderos alcaloides.” Poseen
especial interés por sus actividades farmacolbégicas que ejercen sobre los
campos mas variados. A nivel del sistema nerviosos central pueden tener
acciones depresora o estimulante; a nivel del sistema nervioso auténomo,
pueden ser simpaticomiméticos o simpaticoliticos, parasimpaticomiméticos,
anticolinérgicos o gangliopléjicos. Son importantes también la existencia de sus
manifestaciones curarizantes, anestésicos locales, antifibrilantes, antitumorales,
antipalidicos, amebicidas. Estas diferentes actividades conducen a una

importante utilizacién de las drogas con alcaloides.*



2.3.3. Triterpenos y esteroides

Son compuestos muy difundidos en la naturaleza, principalmente en el reino
vegetal. Se han aislado también del reino animal, tal es el caso del escuaieno
obtenido del aceite del higado de tiburén. El interés terapéutico y empleo
industrial de triterpenos y esteroides hace de ellos un grupo de metabolitos
secundarios de gran importancia: los heterésidos cardioténicos por ejemplo, que
no han sido sustituidos completamente por ningin producto sintético aun; las
sapogeninas espiroctanicas, cubren las necesidades de la industria farmacéutica
en medicamentos esteroidicos. En general las potencialidades terapéuticas en
los campos mas diversos ofrecen alternativas como citostaticos, antivirales,
insecticidas, antiinflamatorios, molusquicidas, analgésicos.*

Son muy numerosos y de estructura diversa y se pueden encontrar tal cual o
formando parte de estructuras mas complejas (por ejemplo, saponinas) o de
mezclas complejas (por ejemplo, aceites esenciales). Algunos compuestos
tienen sélo una parte de la estructura de naturaleza isoprenoide y se consideran
de origen mixto.'”"'®

2.3.4. Sesquiterpenlactonas

Las sesquiterpenlactonas, derivadas biogenéticamente de los sesquiterpenos
constituyen un grupo de terpenoides (C15) con un anillo lacténico, que
representan los componentes activos de muchas plantas de la familia
Asteraceae.’®®® Son sustancias amargas que se encuentran en todas las partes
de la planta? Numerosas lactonas han demostrado ser antibacterianas,
antifangicas y antiparasitarias. Las posibilidades alquilantes de las lactonas
sesquiterpénicas han llevado a estudiar su citotoxicidad. Aunque numerosas
| estructuras presentan una gran actividad, ninguna ha sido ensayada en clinica,

en gran parte a causa de una toxicidad demasiado marcada.*



2.4. Intestino delgado
Es la parte de mayor longitud del sistema gastrointestinal (aproximadamente
cinco metros), alrededor de 5 % de su longitud inicial corresponde al duodeno
(caracterizado por la ausencia del mesenterio), enseguida se ubica ef yeyuno, y
finaliza con el ileon. Es el 6rgano de absorcién y digestion alimenticia mas
importante en el organismo, las alteraciones en su funcionamiento pueden
provocar reflujo, esofagitis, ulceras pépticas, trastornos estomacales, propulsién
inadecuada del quimo y sélidos en el intestino delgado, colon y recto; diarrea,
infecciones, inflamaciones, etc.*

Esta formado por cuatro capas.

e Capa externa. Esta formada por la adventicia (o capa mas externa del tubo
digestivo) o por la serosa que recbe el nombre de peritoneal. E! peritoneo
recubre a gran parte de estructuras intraabdominales.

e Capa muscular externa. Encontramos dos capas de fibras musculares; la
primera capa es circular y por encima de ella estd la capa muscular
longitudinal, en esta capa mas externa se encuentra el plexo mientérico de
Auerbach, que es el primer componente del sistema neuroentérico intrinseco,
ésta actua sobre el musculo del tubo digestivo, es decir regula la motilidad
muscular submucosa. Existen abundantes vasos sanguineos; en ella se
encuentra el plexo (red) submucoso de Meissner, este plexo es de caracter
nervioso vegetativo, es el primer nivel de regulacion digestiva. Va a formar
parte del sistema neuroentérico intrinseco, tiene el papel principal de regular
la secrecion de las glandulas.

e Epitelio o mucosa digestiva. El epitelio presenta glandulas mucosas

productoras de moco, con funcion protectora y lubricante*
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2.5. Sistema nervioso entérico

El sistema nerviosos entérico (SNE) posee autonomia propia e incluye circuitos
neuronales encargados de regular la funciébn motora gastrointestinal, el flujo
sanguineo local, la secrecion y el transporte de sustancias a través de la mucosa
y de modular funciones endocrinas e inmunolégicas del tubo digestivo. Estos
circuitos se componen de neuronas integradas en redes de ganglios entéricos
conectados entre si y se diferencian por la localizacién, la neuroquimica (en
muchas neuronas entéricas coexisten dos o mas neurofransmisores), las
proyecciones, las conexiones y la funcion desempefiada. La mayoria de las
neuronas entéricas involucradas en funciones motoras se localizan en el plexo
mientérico, con algunas neuronas aferentes primarias situadas en el plexo
submucoso destinadas a la inervacion de la muscular. Tanto la corteza cerebral
como €l hipotalamo participan en respuestas excitadoras (vehiculizadas por el
sistema parasimpatico) e inhibidoras (ejercidas tanto por el sistema simpatico
como por el parasimpatico) sobre el estbmago, el intestino delgado y el colon. El
talamo regula estimulos excitadores e inhibidores sobre la motilidad gastrica
mediante la activacion de diversos nucleos troncoencefalicos y la mediacion de
la via parasimpatica; el cerebelo participa en la estimulacién de la motilidad
gastrica, intestinal y colénica probablemente mediante la supresion del tono
inhibidor simpatico; la médula espinal ejerce estimulos tanto excitadores como
inhibidores de la motilidad por via parasimpatica. El nervio vago inerva el
esofago, el estomago, el intestino delgado y el colon proximal. En general, el
sistema parasimpatico se encarga de estimular la motilidad del tubo digestivo,
distribuyéndose a partir de la via toracolumbar, atraviesa los ganglios

paravertebrales y los ganglios celiaco y mesentéricos superior e inferior.?
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2.6. Alteraciones de la motilidad intestinal

El tubo digestivo es un sistema extremadamente sensible. Algunos factores
como determinados alimentos, bacterias, estrés o excitacién, pueden provocar la
pérdida de control o el desequilibrio de esta concentracion. Cuando esto sucede,
los movimientos peristalticos, normaimente suaves y propagados en forma de
ondas, pueden convertirse en espasmos fuertes y dolorosos, y su duracion se
puede alargar durante horas o incluso dias, si no se consume medicamento.?
2.6.1. Espasmos y célicos intestinales

Es la contraccion involuntaria, persistente de un musculo o grupo muscular,
algunos reservan dicho nombre para la contraccion ténica persistente de los
musculos de fibra lisa. El dolor abdominal que se siente en el area entre el pecho
y la ingle, a menudo denominado region estomacal o vientre.?®

Como una definicion general se entiende por espasmos a aquella contraccién
subita pero transitoria de un conducto u orificio.

Estos dolores aparecen a veces en determinadas enfermedades del intestino
corrientemente son la consecuencia de intoxicaciones o fermentaciones.?

2.6.2. Dolor

Es la experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada con una lesién
tisular o potencial. También como conjunto de respuestas para proteger el
organismo ante un dafio. Estas respuestas pueden describirse con términos que
reflejan conceptos neuroidgico y fisiolégico, del comportamiento y afectivo. Se
considera el dolor como un fenébmeno psicolégico con componentes fisicos y
emocionales.?

2.7. Fisiopatologia del dolor abdominal

El dolor abdominal puede tener diferentes desencadenantes y vias de

propagacion, asi distinguimos:
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« Dolor visceral: Originado en las visceras y el peritoneo visceral; los estimulos
dolorosos se transmiten por €l sistema simpatico hasta el ganglio raquideo de
aqui al asta posterior medular por donde Ilegan' hasta el talamo.

o Dolor parietal: Es la sensacidn dolorosa generada a través de la estimulacion
del peritoneo parietal por agentes nocivos, este dolor se transmite por los
nervios aferentes cerebroespinales que inervan el peritoneo y se localiza
directamente sobre €l area inflamada. A nivel medular puede establecerse un
reflejo autonomo a través de las vias simpaticas y también puede transmitirse -
impulsos al asta anterior dando lugar a un componente motor (reflejo espinal,
contractura muscular). Es un dolor agudo, intenso y bien localizado.*

o Dolor referido. Se percibe en regiones anatdmicas diferentes a la zona de
estimulacion y se produce porque esta zona de estimulacion comparte
segmento neuronal sensorial con el area dolorosa.®

2.8. 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 pregangiionares situados en el
encéfalo o segmentos sacros (ll, il y IV) de la medula espinal.

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

incorporacion y acumulacién de principios nutritivos y genera energia potencial.

El neurotransmisor de las fibras del parasimpatico, tanto en el ganglio como en el

6rgano efector es la acetilcolina (Ach).®

2.8.1. Acetilcolina

Fue el primer neurotransmisor caracterizado en el sistema nervioso periférico

(SNP) como en el sistema nervioso central (SNC) de los mamiferos. Es

sintetizada en el citoplasma neuronal a partir de la colina y de la acetilcoenzima
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A, mediante la accion de la enzima colinoacetiltransferaza. Una vez sintetizado
se almacena, fundamentalmente, en el terminar colinérgico pre-sinaptico.
Liberada al espacio intersinaptico, la acetialcolina, interactia con sus receptores
para ejercer las acciones especificas en cada o6rgano y, es degrada
inmediatamente. Los receptores de acetilcolina (nicotinicos y muscarinicos) se
encuentran ampliamente distribuidos en diversas areas del sistema nervioso
central (SNC) y €l sistema nervioso periférico. Los receptores muscarinicos
estan presentes en diversos organos y tejidos en la periferia (tejido cardiaco,

musculo liso y glandulas exocrinas) y dentro del sistema nervioso central®®

0 /CHa
+
/U\ N
HyC O/\/ 1 CH,4
CH,

Figura 1. Acetilcolina.®

2.8.2. Accién farmacolégica sobre el aparato gastrointestinal

Aumentan el tono, la actividad motora y secretora en todo el aparato. Activan en
mayor grado las glandulas salivales y gastricas que las pancreaticas o las del
intestino. Pueden producir espasmos gastrointestinales, generando una brusca
aceleracion del transito intestinal, con heces diarreicas y dolores tipo cdlico;
espasmos esofagicos, que pueden simular dolor anginoso.”®

2.9. Antagonistas colinergicos

Los anticolinérgicos, farmacos capaces de bloquear la acciéon de la acetilcolina
sobre sus efectores auténomos, pueden dividirse en antagonistas nicotinicos y
muscarinicos.?

2.9.1. Atropina

Es un farmaco anticolinérgico extraido de la belladona y otras plantas de la

familia Solanaceae.” La atropina y sus derivados, al bloquear de forma
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competitiva los receptores muscarinicos colinérgicos, impiden fa accion de la
acetilcolina sobre el musculo liso y las glandulas exocrinas, por lo que inhiben la
secrecion salival y acida gastrica. Sobre la motilidad gastrointestinal, los
anticolinérgicos producen una reduccion significativa del tono muscular y de la
frecuencia y amplitud de las contracciones, lo que se traduce en un
enlentecimiento del transito intestinal. El efecto espasmolitico ha sido
ampliamente utilizado en el tratamiento de procesos que cursan con aumento de
la contractilidad muscular, como el intestino irritable.® El mecanismo de accién
de la atropina, estimula el sistema nervioso central y después lo deprime; tiene
acciones antiespasmoédicas sobre musculo liso y reduce secreciones,
especialmente salival y bronquial; reduce la transpiraciéon. Deprime el vago e
incrementa asf la frecuencia cardiaca. 2%’

Los antimuscarinicos actian antagonizando a la acetilcolina a nivel de los
receptores muscarinicos que existen en los plexos entéricos y dan lugar a una
I 24

relajacion de la musculatura lisa gastrointestina

HiCo

OH

Figura 2. Atropina.®
2.9.2. Acciones farmacolégicas
La motilidad y el tono gastrointestinal son inhibidos por la Atropina y los agentes
antimuscarinicos. El musculo liso se relaja y los movimientos propulsivos
disminuyen o se anulan. El tiempo de vaciamiento gastrico se prolonga y el

transito intestinal disminuye. Los efectos antiespasmoédicos convenientes en la
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terapéutica de los dolores célico abdominales, se basan en la denominadas
acciones antimuscarinicas. Las secreciones digestivas son también inhibidas o
anuladas por la atropina. Con altas dosis, la secrecion (acido clorhidrico, pepsina
y mucina) es eficientemente reducida.’’ Interfiere con la peristalsis mediante la
accion directa sobre los musculos circulares e intestinales reduciendo su
motilidad, y también actda reduciendo la secrecion de fluidos y de electrolitos y
aumentando la absorcion de agua®*

2.10. Farmacos antiespasmoédicos

Los antiespasmddicos son un grupo de agentes, que incluyen algunos
compuestos de origen natural como los alcaloides de la especie vegetal Afropa
belladona (atropina, belladona, hiosciamina, y escopolamina) o sus derivados
sintéticos.”’ Aunque se conocen diversos mecanismos farmacoldgicos que
explican el mecanismo de accion de los compuestos antiespasmddicos, el mas
comin es la actividad como antagonista competitivo de la acetilcolina
(antagonistas colinérgicos), y con ello impiden la despolarizacion de la célula
muscular y su consiguiente contraccion.?’

2.10.1. Loperamida

La Loperamida es un agonista opioide que actua en el receptor periféricoy. Su
mecanismo de accién consiste en interrumpir el avance de la motitidad intestinal,
incrementar la capacidad intestinal y retrasar el paso de fluidos a través del
ntestino.?®

2.10.2. Aceite de ricino

Es un laxante eficaz, que reduce la absorcion del fluido, aumenta la secrecion
del intestino delgado y el colon; y afecta a la contractilidad del musculo liso en el

intestino. El aceite de ricino produce diarrea debido a su componente activo

acido ricinoleico.?
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1. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacion del trabajo de investigacion
El presente trabajo de investigacion se realizd en los laboratorios de
Farmacognosia y Farmacologia del Area Académica de Farmacia de la
Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga, durante los meses de
octubre 2012 a febrero 2013.
3.2. Poblacion y muestra
3.2.1. Poblacién
Las hojas de la especie de Ambrosia arborescens Mill. “marco”, que crece en €l
Anexo de Rayme Alto, distrito de Carhuanca, provincia de Vilcashuaman,
departamento de Ayacucho.
3.2.2. Muestra
Fueron recolectados 2 kg de hojas del Anexo de Rayme Alto que se encuentra a
2 995 m.s.n.m., aproximadamente y una parte de la muestra recolectada se llevo
al Herbanium Huamangensis de la Facultad de Ciencias Bioldgicas para su
identificacion y su clasificacion botanica. (Anexo 1)
3.2.3. Unidad experimental
100 ratones albinos Balb/c de ambos sexos con peso promedio entre 22 a 25 g,

adquiridos del Instituto Nacional de Salud de la ciudad de Lima en buen estado

de salud, con alimento balanceado y agua. De ellos 50 ratones fueron utilizados
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para la determinacion de la actividad antiespasmoédica y otros 50 en

enteroestancamiento inducido por aceite de ricino. (Anexo 2)

3.3. Diseiio metodolégico para la recoleccién de datos

a. Recoleccion de muestra

Se recolectaron manuaimente las partes aéreas (tallo, hojas, flores y frutos), en
las horas de la mafiana, en un clima templado, en el mes de julio del 2012 y
durante su estadio de floracion.

b. Secado y molienda

La planta se colocé sobre papeles para una mayor absorcién de agua, el secado
se realizé a temperatura de ambiente con ventilacién necesaria, las hojas secas
se seleccionaron y estas han sido reducidas de tamafio en un mortero.

c. Preparacion del extracto cloroférmico y metandélico

Se maceré 500g de muestra para cada extracto, en un frasco de color ambar con
cloroformo y metanol por un periodo de 7 dias, en ese proceso se agitd
constantemente para que el solvente se distribuya uniformemente. Luego se
procedi6 a filtrar y el filtrado se llevé para eliminar el solvente haciendo uso del
evaporador rotatorio hasta una cantidad aproximada de 100 mL, el cual se llevd
a la estufa a sequedad a una temperatura de 40°C del cual se obtuvo el extracto
seco. Se conservo refrigerado el extracto seco.”®

d. Tamizaje fitoquimico

Las reacciones de identificacién de los diferentes metabolitos secundarios del
extracto metandlico y cloroférmico se realizé siguiendo los procedimientos
establecidos.®

e. Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Se realizo la siembra del extracto cloroférmico y metanélico, segun las siguientes

condiciones:
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Fase estacionaria: Placa cromatografica 20 x 20 conteniendo Silicagel G 254

(Merck).

Fase moévil: Hexano: acetato de etilo: acido acético glacial (65:35:0,5)

Revelador: Luz Ultravioleta (UV).

La placa se evalu6 a la luz visible y en una camara UV a 365 nm. (Figura 3).

f. Determinacion del efecto antiespasmodico

Para evaluar el efecto antiespasmaédico del extracto cloroférmico y metandlico de

las hojas de Ambrosia arborescens Mill. “marco” se emplearon dos modelos

experimentales in vivo: prueba de motilidad intestinal®® y enteroestancamiento

inducido con aceite de ricino.*

3.3.1 Prueba de motilidad intestinal

Fundamento: La motilidad intestinal se fundamenta en la medicién de

desplazamiento del carbon activado en el intestino delgado de los ratones luego

de la administracion del aceite de ricino. Mientras menor sea el recorrido del

carbbn mayor sera la inhibicion de la motiidad intestinal (actividad

antiespasmodica).

Procedimiento

e Los animales fueron privados de alimento 6 horas antes del ensayo con agua
ad libitum.

o Luego se distribuye al azar en 5 grupos para luego pesarlos.

e Los tratamientos (solucién salina, atropina, extractos) fueron administrados
por via oral e intraperitoneal de acuerdo al peso de los ratones.

e Transcurrido 45 minutos se les administré 0,5 mi de aceite de ricino por via
oral a todos los grupos.

e Después de 20 minutos se les administré carbéon activado al 10% en agua

destilada por via oral.
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e Pasado 30 minutos se sacrificaron los ratones en una atmoésfera de
cloroformo y se les extrajo el tubo digestivo desde el esfinter pilorico hasta la
valvula ileocecal.

e Los parametros registrados fueron: Longitud total del intestino (cm) y la
distancia recorrida por el carbdn activado desde el esfinter pildrico hasta el
lugar mas distal donde llegé la sustancia como marcadora. A partir de este
ultimo se calcularon €l porcentaje de transito intestinal y el porcentaje de

inhibicion de la motilidad de la siguiente manera:

Distancia recorrida por el carbén (cm)

0 I 't v t‘. l — 1
% Transito intestina Longitud total del intestino (cm) *100

DRC blanco ecm — DRC prueba cm

%Inhibicion de la motilidad = DRC blanco (cm) x100

Donde:

DRC: Distancia recorrida por el carbon

3.3.2. Enteroestancamiento inducido por aceite de ricino del extracto
metanolico y cloroférmico

Fundamento: La prueba de enteroestancamiento inducido por aceite de ricino
se fundamenta en registrar el peso en gramos del contenido intestinal
(acumulacion del liquido intraluminal) de los ratones luego de la administracion
de aceite de ricino. Mientras menor sea el peso, mayor sera el efecto
antidiarreico (disminucion de la motilidad intestinal y secreciones).
Procedimiento

* Los animales fueron privados de alimento 6 horas antes del ensayo con agua

ad libitum.
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Luego se distribuyeron en 5 grupos de 5 ratones albinos para luego ser
pesados.

Los ftratamientos (solucidon salina, loperamida y extractos) fueron
administrados por via oral utilizando una sonda oral de acuerdo al peso de los
ratones albinos.

Transcurrido 45 minutos se les administra 0,5 ml de aceite ricino a todos los
grupos.

Pasado 30 minutos se sacrificaron los ratones en una atmésfera de
cloroformo y se les extrajo el tubo digestivo desde el esfinter pilérico hasta la
valvula ileocecal.

Los parametros registrados fueron: Peso del intestino con contenido, peso del
intestino vacio y mediante la diferencia entre los pesos llenos y vacios se
calculd el porcentaje del contenido intestinal, éste ultimo dato se usé para
hallar el porcentaje de inhibiciones de enteroestancamiento de la siguiente
manera.

PCI — PCI prueba
% Inhibicion de enteroestancamiento = gP CIblanc[:) @ g x100

Donde:

PCI: Peso del contenido intestinal

3.3.3. Diseiio experimentai

El disefio experimental que se utilizé fue completamente aleatorio. Los animales

de experimentacion fueron divididos de manera aleatoria en cinco grupos con

cinco repeticiones cada grupo.
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a. Prueba de motilidad intestinal (extracto cloroférmico)

Extracto
Grupo (SSF) }5“::;,'2; Clorférmico Clorformico  Cloroférmico
0,1 miig 100 mg/kg 200 mg/kg 400 mg/kg
| X
I X
] X
v X
\)

b. Prueba de motilidad intestinal (extracto metandlico)

Extracto
(SSF) Atropina
Grupo 0,1 ml/g 5 mg/kg

Metandlico Metandlico Metandlico
100 mgkg 200 mg/kg 400 mgkg

c. Enteroestancamiento inducido por

aceite de ricino (extracto
cloroférmico)
Extracto
Grupo 0(18?:,/)9 Lospz:,r;éda Cloroférmico Cloroférmico Cloroférmico
’ 100 mgkg 200 mg/lkg 400 mg/kg

I X

1l X

i X

v X

Y
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d. Enteroestancamiento inducido por aceite ricino (extracto metandlico)

(SSF) L o Extracto
operami
Grupo 0,1 mig 5pmglkg Metandlico Metandlico Metandlico

100 mg/kg 200 mg/kg 400 mg/kg

| X

3.3.4. Andlisis estadistico

Los resultados se expresan en cuadros y graficos. La diferencia entre los
extractos y los tratamientos fueron evaluados a través de Andlisis de Varianza
(ANOVA) con un nivel de significacion estadistica de 0,05, utilizando el programa

SPSS, version 19.
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Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes en los extractos cloroférmico y
metandlico de Ambrosia arborescens Mill. “marco”.

Extracto
Metabolito secundario ; -
cloroférmico metanélico

Fenoles y/o taninos ++ +++
Flavonoides ++ ++4+
Lactonas ++ ++
Saponinas +++ 4+
Triterpenoides- esteroides ++ +++
Catequinas ++ -+

Dragend('i rff ++ 4+
Alcaloides Wigner ++ ++

Mayer +4+ ¥
Aminoacidos libres ++ ++
Quinonas + ++
Azicares reductores + +
Principios amargos +4+ +++
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Figura 3. Cromatografia en capa fina de los extractos metandlico (a) y
cloroférmico (b) bajo luz uitravioleta.
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Figura 4. Porcentaje de transito intestinal por efecto de los extractos cloroférmico
y metandlico de las hojas de Ambrosia arborescens Mill. “marco”
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Figura 5. Porcentaje de inhibicion de la motilidad intestinal por efecto de los
extractos cloroformico y metandlico de las hojas de Ambrosia arborescens Mili.
“marco”
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Figura 6. Porcentaje de inhibicion de enteroestancamiento de los tratamientos
del extracto cloroférmico y metandlico de las hojas de Ambrosia arborescens
Mill. “marco’.
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IV. DISCUSION

Ambrosia arborescens Mill. “marco” es una planta utilizada en la medicina
tradicional por amplios sectores de la poblacién peruana y de otros paises, entre
ellas el Anexo de Rayme Alto, distrito de Carhuanca, provincia de Vilcashuaman,
departamento de Ayacucho, que mediante una informacién etnobotanica las
hojas son utilizadas como analgésico, antidiarreico y antiespasmadico.

La tabla 1 muestra el tamizaje fitoquimico de los extractos cloroférmico y
metandlico de las hojas de Ambrosia arborescens Mill. “marco”, observandose la
presencia de compuestos fendlicos ylo taninos, flavonoides, lactonas
sesquiterpénicas, saponinas, triterpenoides y esteroides, catequinas, alcaloides,
aminoacidos libres, quinonas, azicares reductores y principios amargos. No se
pueden establecer diferencias entre ambos extractos porque es una prueba
cualitativa. En un estudio sobre la composicién quimica de Ambrosia peruviana
Will. se reporté hallazgos similares.™

Para evidenciar de una mejor manera las diferencias entre los extractos, se
realiz6 la cromatografia en capa fina (Figura 3), observandose diferencias
marcadas entre ambos. En la parte que corresponde al extracto metandlico, se
observé un mayor nimero de compuestos con fluorescencia de colores azul,
celeste y verde. Mientras que en el extracto cloroférmico solamente se resalta un

compuesto con fluorescencia azul que coincide con la fraccién metandlica y la
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fluorescencia roja corresponde a la clorofila. La fluorescencia azul podria
corresponder a un flavonoide metoxilado y compuestos terpénicos que son
solubles en cloroformo, entre los que destacan las lactonas sesquiterpénicas.
Los compuestos quimicos que tienen fluorescencia son aquellos que tienen
anillos aromaticos o compuestos alifaticos con insaturaciones. La presencia de
diferentes sustituyentes en los nucleos contribuyen a la variabilidad de la
fluorescencia, tal como sucede en los fenoles, flavonoides, cumarinas y
antraquinonas.* Por tanto, se puede afirmar que el metanol extrajo la mayor
cantidad de compuestos entre polares y apolares; mientras que el cloroformo
extrajo solamente compuestos apolares o de baja polaridad.

Existen reportes de la composicidon quimica de especies medicinales con
actividad antidiarreica, como es el caso del extracto metandlico de Punica
granatum L. “granada’, atribuyéndosele el efecto al alto contenido de taninos,
antocianinas y polifenoles cuyas propiedades antisecretoras, antiespasmodicas y
antiinflamatorias fueron las responsables de su efecto antidiarreico y
antiespasmédico. ®

El efecto antiespasmédico es influenciado por la inhibicibn competitiva de los
receptores de la acetilcolina y el movimiento del calcio y magnesio; asimismo,
sobre el sistema nervioso entérico.? El movimiento de los musculos intestinales
circulares y longitudinales del intestino, constituyen la respuesta contractil ante
factores como la alimentacion y frente a patologias, variando en su intensidad
segin sea el caso. La administracion por via oral de sustancias sélidas o
liquidas, automaticamente estimulan los movimientos contractiles, aumentando
su intensidad y la administracién de los antiespasmoédicos disminuyen su
intensidad. En la Figura 4 y Anexo 14, se observa el porcentaje del transito
intestinal, donde a mayor dosis disminuye el transito, manifestandose un efecto

dosis respuesta, pero que no se diferencian entre los extractos metabdlico y
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cloroformico. En ambos extractos existen compuestos quimicos que tienen
influencia sobre la musculatura lisa intestinal o sobre el plexo entérico. Las
diferencias entre ambos extractos fueron contrastados con el analisis de
varianza, existiendo solamente diferencias en las concentraciones ensayadas,
mas no en el tipo de extracto (Anexo 17). Lo mismo se puede corroborar con el
porcentaje de la inhibicion de la motilidad intestinal de ambos extractos (Figura
5), donde, con el extracto metandlico se obtuvo 18,84; 56,86 y 76,04 % y con el
cloroférmico, 29,81, 45,99 y 62,61 %, a las dosis de 100, 200 y 400 mg/kg,
respectivamente, frente al farmaco de referencia atropina, que mostré un 84,59%
de inhibicion de la motilidad intestinal (Anexo 15).

En la Figura 6, se muestra el porcentaje de inhibicién de enteroestancamiento.
Se puede evidenciar que existe diferencia entre los extractos cloroférmico y
metandlico; sin embargo, las dosis experimentales son similares; tal es asi que a
las dosis de 100, 200 y 400 mg/kg el enteroestancamiento con el extracto
cloroféormico fue de 82,74; 75,74 y 61,87 %, frente a su respectivo control
loperamida, con un 57,38 %; mientras que con el extracto metandlico fue de
50,18; 60,21 y 4558 % frente a su control respectivo coﬁ un 42,37 % (Anexo
16).

La motiidad gastrointestinal esta regulada por numerosos mediadores,
principaimente acetilcolina, que logra sus efectos contractiies a través de un
aumento de Ca® citosélico®® y que media su accion por la estimulacion de
receptores muscarinicos M, ® Precisamente los trastornos de la motilidad se
tratan mediante farmacos anticolinérgicos.™

En ofro trabajo de investigacion similar con la misma especie, se observo que el
extracto hidroalcohélico a una dosis de 400 mg/kg mostré mejor efecto.®
Muchas especies de la familia Asteraceae comparten los mismos metabolitos

secundarios. Tal es asi que Marrubium vulgare L., en un modelo in vitro, sobre la
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actividad antiespasmédica, mostré6 mejor actividad dosis dependiente con 500
mg/kg.*®

Se ha descrito lactonas sesquiterpénicas con actividad antiespasmédica en
algunas fracciones aisladas a partir de Cynarascolimus en ileon de cobayo. La
fraccion de diclometano mostré los efectos bioldégicos mas prometedores con
una concentracién inhibitoria 50 (Cls;) a 0,93 mg/ml. Su principal componente
activo, la sesqueterpenlactona cinaropicrina, exhibié una potente actividad.®
Siendo los alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos, saponinas y principios
amargos con mayor presencia en ambos extractos, se puede atribuir que la
actividad antiespasmédica posiblemente se deba al sinergismo de todos estos,
principalmente, flavonoides, taninos, alcaloides y lactonas. ¥

Probablemente, al igual que la atropina, los alcaloides presentes en los extractos
ensayados posean en su estructura quimica nitrégeno y un puente éster por ello
se comporta como antagonista competitivo de la acetilcolina y otros estimulantes
muscarinicos. *

No se podria esclacer exactamente el sitio de accion de los extractos
cloroférmico y metanodlico por el cual ejercen su efecto biolégico, si no que
podrian actuar interfiriendo varios sitios correspondientes a la cascada
intracelular que se desencadenaria por activacion de los receptores
muscarinicos. O por contracciones mediadas por canales dependientes del Ca*?
ya sea actuando sobre canales i6nicos que modifiquen la polaridad de la
membrana o alterando la funcién de los componentes intracelulares implicados
en la contraccién del masculo liso intestinal. *

Asi, nuestros resultados confirman la actividad antiespasmédica del extracto
cloroformico y metandélico de Ambrosia arborescens Mili. “marco”, apoyando y
justificando su uso popular como remedio para ftratar problemas

gastrointestinales.
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V. CONCLUSIONES

1. Los extractos cloroformico y metandlico de las hojas de Ambrosia
arborescens Mill. “marco” presentan actividad antiespasmaédica, por
disminuir la motilidad intestinal.

2. El tamizaje fitoquimico de los extractos cloroférmico y metandlico de las
hojas de Ambrosia arborescens Mill. “marco” presentan principaimente
alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos, triterpenocides-esteroides y
principios amargos seguidos de compuestos fendlicos, taninos.

3. Los extractos cloroférmico y metandlico de las hojas de Ambrosia
arborescens Mill. “marco” a las dosis de 100, 200 y 400 mg/kg, poseen
efecto antiespasmoédico similar a la atropina con el ensayo in vivo de
motilidad intestinal y del mismo modo, similar a la loperamida en el ensayo
in vivo de enteroestancamiento inducido por aceite de ricino.

4. La dosis de los extractos cloroférmico y metandlico de las hojas de Ambrosia
arborescens Mill. “marco” con mayor eficacia sobre la motilidad intestinal y
enteroestancamiento inducido por aceite de ricino, fue 400 mg/kg, en ambos

Casos.
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1.

VI. RECOMENDACIONES

Continuar con el estudio fitoquimico y farmacolégico de las | hojas de
Ambrosia arborescens Mill. “marco ya que constituye una alternativa
terapéutica para trastornos gastrointestinales.

Se deben realizar estudios con el fin de aislar, elucidar y proponer el
mecanismo de accién de los compuestos responsables de la actividad
antiespasmodica.

Realizar estudios mas minuciosos sobre la toxicidad de Ambrosia

arborescens Mill. “marco”.
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Anexo 1

Tabla 2. Certificado de la clasificacion taxonoémica

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

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Maryzol, CUAREZ VEGA, ha
solicitado la identificacién de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

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

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : Ambrosia

ESPECIE : Ambrosia arborescens Mill.
NV. : “marco”

Se expide la certificacion corespondiente a solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 15 de Agosto del 2012
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Anexo 2
Tabla 3. Certificado sanitario de los animales de experimentacion.

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS
COORDINACION DE BIOTERIO

CERTIFICADO SANITARIO N°

Producto @ Raton albino Cepa : Balb/c/CNPB

Especie @ Mus misculus

Lote N°  : M-42-2012

Peso 1 20 a24 gr. (31 a 34 dias) Cantidad : 40 (machos y hembras)

Producto : Raton atbino Cepa : Balb/c/CNPB
Especie Mus misculus

Lote N° : M-42-2012

Peso . Mayores de 25 gr.. {1 més /2) Cantidad ; 70 (hembras)

G.A. : 026610

fecha : 17.10.2012 Destino  : Cuarez VegaMARYZOL
Ayacucho.

El Médico Veterinario que suscribe, Arturo Rosales Fernandez. Coordinador de Bioterio,
CERTIFICA, que los animales arriba descritos se encuentran en buenas condiciones
Aarias * |

* Referencia : PR.T-CNPB-153, Procedimiento para el Ingreso, Cuarentena vy
Control Sanitario para animales de experimentacion.

Chorrilios, 17 de Octubre del 2012

flechadeentrega) e,
M V. ArturoRosales Fernandez.
NOTA : Et Bioterio no se hace CMV.P. 1586
responsable por el estado de
los animales, una vez que
éstos egresan del mismo.
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Anexo 3
Tabla 4. Descripcién botanica.

Ambrosia arborescens Mill “marco™
DESCRIPCION BOTANICA:

Planta arbustiva ramosa de 1 a 2 metros de alto, tallos y ramas asperas en la base y
piloso en la parte superior; hojas altemas bipinnadas, de 5 a 10 cm de largo, pubescente
en ambas superficies siendo mas densa en el envés, flores unisexuales, dispuestas en
capitulos masculinos ubicados en la parte superior y femeninos en la parte inferior del
mismo eje Los capitulos a su vez se disponen en racimos terminales. Los capitulos
masculinos coramente pedicelados, el involucro de forma hemisférica, con bracteas
soldadas, glanduloso — pilosas, con pocas flores unisexuales masculinas anchamente
tubulosas, glabras y de un color amarillento, péleas del receptaculo fineat — subuladas,
hialinas. Los capitulos femeninos sésiles rodeados de braclteas involicrales folidceos,
desiguales cubiertos de pelos blancos y largos conteniendo numerosas flores femeninas
tubulosas. Fruto aquenio, ovoide rostrado con cuatro puntas prominentes y ganchudas
hacia e} apice.

HABITAT
Crece al borde de caminos, cercos, borde de las casas, se propagan mediante semillas.
usos

El marco es muy conocido en Iz zona y usado como planta medicinal, los lugarefios la
utifizan en medicinas populares como antireumatico, anthemorroidal, para diarreas y
cdlicas, tomando en cocimiento las ramas y las hojas, la infusién de las inflorescencias
como vermifugo y el cocimiento de la ralz en neuralgias e histerismo.

Avyacucho, 15 de agosto del 2012
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Anexo4

Muestra:
Ambrosia arborescens Mill.. “marco

n

metandlico

Tamizaje fitoquimico

l

Ensayo farmacologico

[ Obtencion del extracto cloroférmico y

l

Andlisis estadistico e interpretacion
de resultados

— o N

Figura 7. Flujograma del disefio metodoldgico.
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Anexo 5

Tabla 5. Reaccion de identificacion de metabolitos secundarios.

Metabolito secundario

Ensayo

Observacion

Fenoles y/o taninos

Tricloruro férrico

Coloraciéon verde intenso

Flavonoides Shinoda Coloraciéon amarilla
Lactonas Baljet precipitado marrén
Saponinas Espuma Formacién de espuma
Triterpencides- Lieberman-Buchard Coloracion verde intenso
esteroides
Catequinas Catequinas Fluorescencia verde carmeiita
Dragendorff Precipitado naranja
Alcaloides Wagner Precipitado verde claro
Mayer Precipitado blanco
Aminoacidos libres Ninhidrina Coloracién azul violaceo
Quinonas Borntrager Color rojo
Azicares reductores Benedict coloracién rojo claro




Anexo 6

Figura 8. Recoleccion de la muestra.
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Anexo 7
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Figura 9. Concentracion de la muestra
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Anexo 8

Figura 10. Tubos de ensayo de la prueba fitoquimica del extracto metandlico.
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Anexo 9

Figura 11. Tubos de ensayo de la prueba fitoquimica del extracto cloroférmico.
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Anexo 10
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Figura 12. Preparacion y administracion de los extractos a la dosis respectiva
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Figura 13. Diseccion y extraccion del intestino de los ratones y medicion del
recorrido del carbén activado.
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Anexo 12

Figura 14. Procedimiento para la determinacion de enteroestancamiento.
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Anexo 13

07 t
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‘\ m t
1.dsp Estracto metanclico
2.dsp Estracto choeolonmico
.d=p Extracto metanclico
Maxima Threshold: 0.01 &
1 211 mm; 0.3134 A 2 214 mm: 0.319 A 3 216 mon; 0.337 A
4 226 wyomn; 0.613 A 5 412 mm; 0.192 A
.dsp Extracto cleoroformico
Maxima Threshold: 0.01 A
1 205 nm; 0.161 A 2 212 mm; 0.220 A 3 217 mm; 0.227 A
4 226 nm; 0.500 A 5 410 mm; 0.187 A

Figura 15. Curva espectral del extracto cloroférmico y metandlico.
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Anexo 14
Tabla 6. Porcentaje del transito intestinal

Tratamientos

Extracto
Blanco Atropina 100mg/kg 200mg/kg 400mg/kg

Metandlico 80561726 13364£239 60,19%£6,77 36021655 18,70 %159
Cloroférmico 92,18 £+1,64 1062 +1.88 54381520 4210+769 2543 +1,26
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Anexo 15
Tabla 7. Porcentaje de inhibicién de la motilidad intestinal

Tratamientos
Extracto Atropina 100mgrkg 200mg/kg 400mglkg
Metandlico 84591314 1884 +10,30 5686 £632 7604 £ 1,82
Cloroférmico 8577+ 166  2981+563 459941050 62,61+556

54



Anexo16
Tabla 8. Porcentaje de la inhibicion del enteroestancamiento.

Tratamientos
Extracto _
Loperamida 100mg/kg 200mg/kg 400mg/kg
Metandlico  42,37+18,57 50,18+26,61 60,21£19,02 45,58+26,09
Cloroformico 57,38 + 16,20 82,74 + 8,36 7574 +2742 6187 £21,75
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Anexo 17
Tabla 9. Andlisis de varianza del porcentaje de transito intestinal de los extractos

cloroférmico y metandlico.

c%gg;gss g cur;déltaica F Sig
Transito
i(r;/t()estina Covariables Tratamientos 6202594 1 6202594 173,094 0,00
pr?rfg?gfés Eﬁ?ag?o 40903 1 40903 1141 0295
Modelo 6243498 2 3121749 87,118 0,00
Residual 967,510 27 35834
Total 721,007 29 248655
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Anexo 18

Tabla 10. Analisis de varianza del porcentaje de inhibicion de la motilidad

intestinal de los extractos cloroférmico y metandlico.

Suma de I Media F Si
Cuadrados g cuadratica 9
Inhibicién
dela
motilidad Covariables  Tratamientos 10,127,250 1 10121250 117,412 0,00
intestinal
(%)
Efectos Tipo de
principales Extracto 148,163 1 148,163 1,718 0,201
Modelo 10275413 2 5137,707 59565 000
Residual 2328852 27 86,254
Total 12604,265 29 434 630
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Anexo 19
Tabla 11. Andlisis de varianza de porcentaje de inhibicion de
enteroestancamiento de los extractos cloroférmico y metanélico.

Suma de Media .
Cuadrados g cuadratica F Sig
Inhibicién del
enteroestancamiento Covariables Tratamientos 811,028 1 81,028 1677 0,206

(%)

Efectos Tipo de

principales  Extracto 3,455,489 1 3455489 7,144 0,013

Modelo 4,266,518 2 2133,259 4,411 0,022
Residual 13,058,983 27 483666
Total 17,325501 29 597431
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