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PRESENTACION

El presente trabajo de investigacion intitulado “EFECTO ANALGESICO IN
VIVO Y ESPASMOLITICO EX VIVO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO
AL 70% DE Peperomia verruculosa Dahlstedt ex AW. Hill. (UCHUY PAPA) EN
ANIMALES DE EXPERIMENTACION’, se ha desarrollado sobre la base del
conocimiento tradicional de la comunidad de Janac Chuquibamba, Distrito de
Lamay, Provincia de Cusco a mas de 3800 m.s.n.m. Debido a que en la
comunidad usan unas gotas del zumo machacado del cormo subgloboso para
aliviar problemas gastrointestinales, cdlicos, etc.

Con este trabajo buscamos demostrar el efecto analgésico y espasmolitico con
el fin de aportar a la ciencia, revalorando el conocimiento tradicional y dando
base cientifica al uso que le dan, debido a que Peperomia verruculosa
Dahistedt ex AW. Hill., no reporta antecedentes de estudios realizados.

Para ejecutar el presente trabajo de investigaciéon se ha tenido especial cuidado
en buscar protocolos de fuente primaria, validada y estudios similares
realizados a nivel nacional e internacional. También se realiz6 una busqueda
de estudios previos a nivel local, no hallando ninguno. La determinacién del
efecto analgésico in vivo y marcha fitoquimica, se realiz6 en los laboratorio de
farmacologia y farmacognosia de la Universidad de San Antonio Abad del
Cusco, y para la determinacién del efecto espasmolitico ex vivo acudimos a la
Universidad Catdlica de Santa Maria de Arequipa, quien nos brindd el equipo
de 6rgano aislado en su laboratorio de farmacologia.

El deseo de los que hemos ejecutado el presente trabajo, es que sirva como
base para realizar posteriores estudios, identificar y aislar las sustancias
activas que le dan la propiedad farmacoldgica, realizar estudios toxicoldgicos y

llevar a una forma farmacéutica.

La autora



RESUMEN

El cormo subgloboso de Peperomia verruculosa Dahlstedt ex AW. Hill. (Uchuy
papa), es utilizada en la medicina tradicional en desordenes gastrointestinales como
colico, diarreas e indigestion.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los efectos analgésico in vivo y
espasmolitico ex vivo del extracto hidroalcoholico al 70% de Peperomia verruculosa
Dahlstedt ex A W. Hill. (Uchuy papa).

Para evaluar el efecto analgésico mediante las contorsiones inducidas con acido
acético al 3%, se usaron ratones macho, y el extracto fue administrado a una dosis
de 12.5, 25 y 50 mg/Kg de peso por via oral, usando como patron indometacina
10mg/Kg. La intensidad del dolor fue determinado a través del numero de
contorsiones observadas durante 20 minutos.

El efecto espasmolitico se evalué mediante las contracciones inducidas con
acetilcolina a dosis acumulativa (adicionada cada tres minutos) en ileon aislado. Se
diseccion6 2 cm. de la parte distal del ileon de ratas machos y se monté en el bario
de 6rganos que contenia solucién de Tyrode y las contracciones fueron registradas
por el transductor isotdnico. Se usé como patrén atropina 10*M y concentraciones
de 50,100 y 200 ug/mL del extracto hidroalcohdlico.

Como resultado, el extracto hidroalcohdlico, a la dosis de 25 y 50 mg/Kg de peso,
disminuye el dolor en 80.55% y 83.33% respectivamente, siendo mayor a la
indometacina que alcanza el 50%. Asi mismo la dosis de 100 pg/mL disminuyen las
contracciones en 71%, siendo ésta la dosis que se aproxima al efecto del patrén que
lo hace en el 80%.

En conclusidon el extracto hidroalcohdlico al 70% de Peperomia verruculosa
Dahlstedt ex A.W. Hill., presenta efecto analgésico a la dosis de 50 mg/Kg de peso y
100 ug/mL inhibe significativamente las contracciones inducidas por acetilcolina.

PALABRAS CLAVE:
Extracto hidroalcohélico, Peperomia verruculosa, analgésico, espasmolitico, ileon
aislado y contorsion.



SUMMARY

The Peperomia verruculosa Dahistedt ex AW Hill. (Uchuy papa) corm bulb-shaped is
used in traditional medicine to treat gastrointestinal disorders such as colic, diarrhea
and dyspepsia.

The aim of this study was to evaluate the analgesic effect in vivo and spasmolytic
effect ex vivo of 70% of hydroalcoholic extract of Peperomia verruculosa Dahistedt
ex AW Hill. (Uchuy papa).

Analgesic effect was evaluated using 3% of acetic acid induced writhing test in male
mice,‘ and the extract was administered at doses of 12.5, 25 and 50 mg/kg of 70%
of hydroalcoholic extract of Peperomia verruculosa Dahlstedt ex AW Hill (Uchuy
papa) by oral route, using indomethacin 10 mg/kg as a positive control. Pain intensity
was determinate throughout observed of number of writhing in 20 minutes.
Spasmolityc effect was evaluated in the contractions induced by acetyicholine in
cumulative doses (doses was increased each 3 minutes) in ileum isolated. A 2 cm
piece of distal ileum from male adult Wistar rats were dissected and mounted in an
organ bath containing Tyrode solution, and ileum contractions recorded by an
isotonic transducer. Using atropine 10™M as a positive control and concentrations of
50,100 y 200 pg/mL of 70% hydroalcoholic extract.

As a result, doses of 25 y 50 mg/Kg of 70% hydroalcoholic extract decrease pain in
80.55% and 83.33% respectively, which is high than indomethacin in 50%.
Furthermore, dose of 100 pg/mL decrease contractions in 71%, effect of this dose
is about equal to positive control in 80%.

In conclusion, 70% of hydroalcoholic extract of Peperomia verruculosa Dahlstedt ex
AW Hill. (Uchuy papa), showed analgesic effect at dose of 50 mg/kg and dose of
100 pg/mL significantly inhibited contractions induced by acetylcholine

KEY WORDS: Hydroalcoholic extract, Peperomia verruculosa, analgesic,
spasmolytic, ileum isolated and writhing.



INTRODUCCION

Hace tiempo que la humanidad viene aprovechando el uso de las diferentes plantas
para protegerse de las enfermedades y curarlas. Cada civilizacion tiene sus propias
plantas curativas o medicinales. Durante la evolucién de la humanidad se desarroll6,
un conocimiento profundo del efecto curativo de las plantas dentro de cada
civilizacion (Mantilla J., 2002).

El conocimiento sobre salud, enfermedad, prevencidn y fratamiento; ha sido
transmitida de una generacibn a otra; a través del tiempo; saber basado
exclusivamente en la experiencia y las observaciones (Guillermo N, 2002).

Si se tratan las plantas medicinales como recursos genéticos, se puede afirmar que
existe una riqueza botanica enorme, especialmente en los paises andinos (Mantilla
J., 2002).

El dolor funciona principalmente como sefial de proteccion, ya que puede ser la
advertencia de un peligro inminente o de la presencia de una enfermedad interna;
asi mismo puede ser parte del proceso de curacion normal. El alivio del dolor es
deseable cuando la duracién e intensidad de éste altera la capacidad de la persona
de funcionar eficientemente (Hitner H., 2007). La asociacién internacional para el
estudio del dolor lo definié como:"una sensacion sensorial y emocional desagradable
asociada a un dafio tisular existente o potencial, descrito en términos de dafio”
(IASP).

La importancia del efecto analgésico y espasmolitico radica en que establecen la
propiedad farmacoldgica de la especie nativa, que aun no ha sido estudiada, con el
proposito de promover, revalorar y conservar la transmisidn de conocimientos antes
que se pierdan; a partir de esto a futuro realizar pruebas'experimentales para

determinar la forma farmacéutica y la concentracién efectiva terapéutica.



CAPITULOI:
GENERALIDADES

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad la bisqueda por encontrar nuevas sustancias con actividades
terapéuticas ha llevado a los investigadores a profundizar los estudios sobre la
composicion y uso de principios activos de diversas plantas medicinales que
son muy poco conocidas, y que sin embargo poseen actividades
farmacolégicas interesantes. El descubrimiento de nuevas plantas medicinales
es inutil, si solo se basa en un estudio fitoquimico pues muchas de sus
actividades se pasan por alto y son ignoradas (Cotillo et al., 1990).

De las plantas naturales se extraen las sustancias y componentes terapéuticos
que mas tarde los laboratorios de investigacion nos brindan en forma de
capsulas y comprimidos, que invaden el mercado farmacéutico en combinacion
con la “Medicina Moderna” (Saldierna F., 2000).

Es indudable que en los ultimos afios ha surgido un renovado interés por las
plantas medicinales en todo el mundo. La herbolaria medicinal actualmente
recobra una posicion que parecia perdida después del surgimiento y auge de la
industria quimico-farmacéutica que revolucioné con numerosos medicamentos
la terapéutica tradicional (Ruiz S. et al., 2004).

El célico intestinal es un sintoma inespecifico que carece de marcadores
bioldgicos que puedan determinar su valor y significado en las enfermedades



gastrointestinales de caracter organico y funcional. Dada la dificultad de su
aproximacion clinica y fisiopatolégica, las posibilidades terapéuticas incluyen
una amplia gama de alternativas, entre las que se encuentran los
antiespasmédicos y la terapia herbal, que se convierte en una de las mas
utilizadas hoy en dia (Gracia M., 2001). Es por eso que el presente trabajo de
investigacion pretende comprobar e informar sobre el efecto analgésico y/o
espasmolitico que se le atribuye, y dilucidar mediante pruebas fitoquimicas
cualitativas la presencia de sustancias activas de la especie Peperomia
verruculosa Dahlstedt ex AW. Hill. (Uchuy papa) para el tratamiento de colicos,
diarreas e indigestiéon, dando una base cientifica para su utilizacion adecuada,
contribuyendo de esta manera a la investigacion y revaloracion del
conocimiento tradicional.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA
¢ Presentara efecto analgésico in vivo y espasmolitico ex vivo el extracto
hidroalcohdlico al 70% de Peperomia venruculosa Dahistedt ex AW. Hill.

(Uchuy papa) en animales de experimentacion?.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto analgésico in vivo y espasmolitico ex vivo del extracto
hidroalcohélico al 70% de Peperomia verruculosa Dahlstedt ex AW. Hill (Uchuy

papa) en animales de experimentacion.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el porcentaje de humedad, porcentaje de rendimiento,
caracteristicas organolépticas, solubilidad y estudio fitoquimico cualitativo del
extracto hidroalcohélico al 70 % de Peperomia verruculosa Dahistedt ex
AW. Hill. (Uchuy papa).

2. Bvaluar el efecto analgésico in vivo del extracto hidroaicohélico al 70% de
Peperomia verruculosa Dahistedt ex AW. Hill. (Uchuy papa) sobre la
contorsién abdominal inducida por acido acético al 3% en ratones albinos.

~ 3. Evaluar el efecto espasmolitico ex vivo del extracto hidroalcohélico al 70%

de Peperomia verruculosa Dahlstedt ex A.W. Hill. (Uchuy papa) sobre las

contracciones inducidas por acetilcolina en ileon de rata.
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4. Determinar la dosis con mayor efecto analgésico del extracto hidroalcohéiico
al 70% de Peperomia verruculosa Dahistedt ex AW. Hill. (Uchuy papa) y
comparar con el farmaco patrén Indometacina.

5. Determinar la dosis con mayor efecto espasmolitico del extracto
hidroalcohélico al 70% de Peperomia verruculosa Dahlstedt ex AW. Hill.
(Uchuy papa) y comparar con el farmaco patron Atropina.

1.4 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

> La importancia de investigar las Plantas Medicinales, radica en el hecho de
que durante los ultimos afos la humanidad, muestra interés por las
especies vegetales con propiedades medicinales, debido a las reacciones
adversas de los medicamentos que consumen o al costo elevado de estos.

» Las plantas medicinales han sido usadas y transmitidas de generacién en
generacion, de forma empirica desde épocas remotas, este creciente
interés ha motivado que este tema sea tratado, desde el punto de vista
cientifico, con la finalidad de verificar la accién terapéutica, y composicion
fitoquimica a pesar de la existencia de los medicamentos de sintesis
(Palacios V., 1993).

» Las plantas del género peperomia, son usadas con mucha frecuencia en la
sierra, en casi toda la costa del Perti y en algunas zonas de la selva; pero la
especie Peperomia verruculosa Dahlistedt ex AW. Hill. (Uchuy papa), no
cuenta con un estudio cientifico; por lo cual se plantea un estudio cuasi-
experimental para determinar su posible efecto analgésico y espasmolitico

| que permitira brindar bases cientificas para validar los efectos atribuidos a
esta especie.

1.5 HIPOTESIS
El extracto hidroalcohélico al 70% de Peperomia verruculosa Dahlstedt ex AW.
Hill. (Uchuy papa) presenta efecto analgésico in vivo y espasmolitico ex vivo en

animales de experimentacion.



CAPITULO II:
MARCO TEORICO

2.1.- ANTECEDENTES
'2.1.1 ANTECEDENTES ETNOBOTANICOS
» Guillermo N. et al. Comprobaciéon del efecto cicatrizante de

Peperomia scutellaifolia R. et P., Aspectos etnofarmacoloégicos,

botanicos y estudio quimico. UNMSM. 2002.
En la presente investigacion fue evaluado el efecto cicatrizante de la especie
Peperomia scutellaifolia R. et P.; en forma de geles, mediante el método
tensiometrico y corroborado con cortes histolégicos, para evaluar la evolucién
histolégica en cada caso. Se utilizaron ratones albinos cepa Balb C 53 de &
25g. de peso; y con tratamiento de Carbopol 940 de 5%, 10%, 20% y 30% P/P
de extracto Vegetal, comparando los resultados con el grupo control (sin
tratamiento) y con el grupo tratado con un medicamento comercial. Se obtuvo
mayor porcentaje de cicatrizacién con el gel 5%. Se determiné la presencia de
flavonoides derivados del nucleo de los dihidroflavonoles e isoflavonas;
identificados por espectrofotometria ultravioleta-visible, espectrofotometria
‘infrarroja; y por reacciones de coloracion. Se realizaron encuestas
etnofarmacolégicas, para documentar los usos, indicaciones y aplicaciones
terapéuticas de la especie en la medicina tradicional de Cajamarca, la especie
Peperomia scutellaifolia R. et P. es empleada fresca y algunas veces seca,



para aliviar enfermedades cardiacas, inflamaciones internas y como
cicatrizante externo.

> Brack A. “Diccionario Enciclopédico de Plantas Utiles del Pera”
PNUD-CBC. Cusco — Pert. Junio 1999. Pag. 7, 394.

Ha logrado determinar que cerca de 5000 plantas son utilizadas para 49 fines
distintos, destacando los usos alimenticios (782 especies), medicinales (1400
especies), ornamentales (1608 especies), madera y construccion (618
especies), forraje (483 especies), tintes y colorantes (134 especies), toxico y
venenoso (179 especies), lefia y carbén (132 especies), agroforesteria (132
especies), entre otros. En el que destacan la Piperacea familia de las
dicotiledoneas con 3 géneros y 811 especies en el Per(, de las cuales 528 son
endémicas, con propiedades medicinales como analgésico, antiinflamatorio,
digestivo, anticarminativo, estimulante, emoliente, tonico, y otros en estudio.

» Hammond et al. “A survey of traditional medicinal plants from the
Callejon de Huaylas, department of Ancash, Peri” (Estudio de las
plantas medicinales tradicionales del Callejon de Huaylas,
departamento de Ancash, Pert). Journal of Ethnopharmacology 61
(1998).

En éste estudio, reportan el uso medicinal de la flora local del callején de
Huaylas, area geografica que tiene una tradicion en hierbas curativas. Un total
de 33 especies fueron documentadas a través de interacciones con los
pobladores ancianos, curanderos y hierberos. De las 33 especies encontradas,
6 no fueron reportadas anteriormente, 7 recibieron un pequefio reporte
fitoquimico en la literatura, y el uso medicinal de otras 7 plantas ain no
corroboradas con el reporte medicinal del mundo. El uso medicinal tradicional
de 6 plantas medicinales corroboradas con publicaciones reportadas pero sus
actividades biolégicas ain no confirmadas en el laboratorio. El uso medicinal
de otras 4 plantas fueron corroboradas con publicaciones y sus actividades
biolégicas confirmados en el laboratorio. El uso medicinal propuesto de 3
plantas no fueron confirmadas en el laboratorio.

El jugo de las hojas machacadas de Peperomia galioides HBK var. galioides
es usada en el Callejon de Huaylas como un agente curativo de heridas para
heridas externas e internas. También es usada como cicatrizante en el
departamento de Piura, en el norte de los andes peruanos, para mitigar las
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hemorroides y el escozor, para prevenir la caida del cabello. Ademas, el
extracto de éter de petréleo de Peperomia galioides de Bolivia muestra
significante actividad in vitro frente a tres especies de Leishmania y
Trypanosoma cruzi.

2.1.2, ANTECEDENTES SOBRE EFECTO ANALGESICO

» Fernandez D. et al. Efectos del extracto de alcoholes purificados de
la cera de abejas (Apis mellifera) en dos modelos de analgesia.
Revista Cubana de Farmacia. 2010; 44(2)205-212.

El D-002 es una mezcla de 6 alcoholes alifaticos de alto peso molecular
purificada de la cera de abejas (Apis mellifera). Este estudio tuvo como objetivo
investigar los efectos del tratamiento por via oral con D-002 sobre las
contorsiones abdominales inducidas por acido acético y en el modelo del plato
caliente en ratones. Los animales se distribuyeron aleatoriamente en 5 grupos
(10-20 animales/grupo): uno control que recibié el vehiculo goma acacia/H,0,
tres tratados con D-002 (25, 125 y 250 mg/kg) y uno con aspirina (modelo de
contorsiones abdominales) o morfina (plato caliente). EI D-002 (25-250 mg/kg)
inhibié significativamente las contorsiones inducidas por acido acético en un
44.5; 44 8 y 47,1 % respectivamente; sin embargo, no modificé la latencia de la
respuesta en el modelo del plato caliente. Estos resultados muestran que el
tratamiento por via oral con D-002 (25-250 mg/kg) es capaz de inhibir de forma
moderada las contorsiones abdominales por acido acético sin afectar la
respuesta al plato caliente. Esto sugiere que el D-002 ejerce una accion
analgésica periférica pero no a nivel central.

> Muiioz C.E., et al. Antinociceptivo de Critoniella acuminata,
Physalis peruviana y Salvia rubescens. Rev. Colomb. Cienc. Quim.
Farm. Vol. 38 (1), 31-41, 2009.

Se evalu6 el efecto antinoceptivo de extractos, fracciones y compuestos de
Critoniella acuminata, Physalis peruviana y Salvia ribescens mediante los
métodos de placa caliente, contorsiones abdominales inducidas por acido
acético y ensayo de la formalina.

La fraccion de Critoniella acuminata en dosis de 100 mg/Kg p.o. present6
actividad antinociceptiva al aumentar el tiempo de reaccién del animal ante la
aplicacion de un estimulo térmico (método de la placa caliente), mientras que la
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fraccion de Physalis peruviana, en una dosis de 100 mg/Kg p.o., ejerce un
efecto antinociceptivo frente al dolor generado por estimulos quimicos (dolor
visceral agudo) al inhibir en un 40% las contorsiones abdominales inducidas
por acido acético y el numero de lamidos durante la fase Il (dolor inflamatorio
agudo) en el ensayo de formalina. Estos resultados sugieren que la ayapina y
la fraccion de Physalis peruviana estudiadas tienen actividad antinociceptiva,
con posibles mecanismos de tipo opioide y AINE, respectivamente.
> Barzaga F. et al. Efecto analgésico del extracto acuoso liofilizado de

Ocimum tenuiflorum L. Centro de Investigacion y Desarrollo de

Medicamentos (CIDEM). Rev Cubana Plant Med v.10 n.1 Ciudad de

la Habana ene.-abr. 2005.
Teniendo en cuenta la actividad antiinflamatoria demostrada del extracto
acuoso liofilizado de Ocimum tenuiflorum L., fue objetivo de este trabajo
evaluar sus propiedades analgésicas en modelos animales. Dosis de O.
tenuiflorum de 250, 500 y 1 000 mg/kg fueron evaluadas en modelos de
induccién del dolor por vias quimica y térmica. Como resultado de este estudio
se obtuvo que el extracto acuoso liofilizado de O. tenuiflorum mostr6é efecto
analgésico en los modelos del plato caliente a la dosis de 1000 mg/kg; en el de
contorsiones por acido acético en ratones y foco calorifico en ratas a las dosis
de 250, 500 y 1 000 mg/kg. Estos resultados indicaron que el extracto acuoso
liofilizado de O. tenuiflorum ejerce un efecto antinociceptivo, preferentemente
sobre la via periférica.

2.1.3 ANTECEDENTES SOBRE EFECTO ESPASMOLITICO

» Bigovic D. et al. “Relaxant Effect of the Ethanol Extract of
Helichrysum plicatum (Asteraceae) on Isolated Rat ileum
Contractions” (Efecto relajante del extracto etanolico de
Helichrysum plicatum (Asteraceae) en contracciones de ileon
aislado de rata). Molecules 2010, 15, 3391-3401.

Helichrysum plicatum (Turkish Helichrysum) es usada en la medicina tradicional
para el tratamiento de gastritis y desordenes hepaticos. El objetivo del presente
estudio fue examinar la actividad relajante del extracto de flores de H. plicatum
en ileon aislado de rata. Los segmentos de ileon de rata fueron suspendida en
un bafo de 6rganos. Concentraciones acumulativas del extracto etandlico de
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H. plicatum produce efecto relajante sobre la contraccion espontanea de ileon
de rata. El extracto de H. plicatum caus6é una respuesta contractil de
81.684£6.17% (a una dosis de 0.01 mg/mL) y 30.08+9.07% (a una dosis de 1
mg/mL). Similar efecto se pudo observar con papaverina (0.01-3ug/mL). El
extracto de H. plicatum produjo una alta relajacion sobre la pre contraccion con
K+ (80mM), un efecto similar causé la papaverina (0.01-3pug/mL). El extracto de
la planta (0.03-3mg/mL) también produjo una significativa inhibicién de la curva
concentracion repuesta de la dosis acumulativa de acetilcolina. (5-1500 nM)
(p<0.01). Atropina (140 nM) inhibié el efecto de la acetilcolina. El extracto
(0.03-3mg/mL) inhibié la histamina (1-300 nM) y BaCi2 (3-900 nM) indujo la
contraccién (p<0.01). Los resultados demostraron el efecto relajante del
extracto etanolico de flores de H. plicatum sobre el intestino aislado de rata, el
extracto de H. plicatum puede inhibir la contraccién espontanea del ileon y las
contracciones inducidas por acetilcolina, histamina y iones de bario, y potasio.
> Alba R. et al. Efecto relajante de las hojas de Ocimum basilicum y
Foeniculum vulgare colombianas en ileon aislado de rata. 2009.
Univ. Med. Bogota (Colombia), 50 (1): 98-109. |
E! hinojo y la albahaca han sido usadas por largo tiempo en la medicina popular
como antiespasmoédicos para mejorar las dolencias gastrointestinales y el
célico intestinal. Se evalu6 el efecto in vitro de la infusion al 10% de hojas
secas de Ocimum basilicum (albahaca) y Foeniculum vulgare (hinojo)
cundiboyacenses y la mezcla 1:1 de ambas infusiones, en el tono de ileon
precontraido de rata. Se observé una disminucién del tono al comparar con el
agua destilada en cantidades iguales, la cual fue dependiente de la dosis, con
una diferencia estadisticamente significativa, para cada una de las plantas y la
mezcla. No se encontré un efecto aditivo con la mezcla de ambas plantas. El
estudio demostré el efecto relajante de las infusiones de albahaca e hinojo al
10%, en el tono del ileon precontraido de rata.
> Kazem M., et al. “Antispasmodic Effect of Piper nigrum Fruit Hot
Water Extract on Rat lleum” (Efecto antiespasmddico de la infusion
de la fruta de Piper nigrum en ileon de rata). © 2008 Asian Network
for Scientific Information. Pakistan Journal of Biological Sciences
11 (11): 1492-1496, 2008. Scientific Information.



El objetivo del presente estudio fue investigar el efecto de la infusion de la fruta
del Piper nigrum (BPE) sobre la contracciéon de ileon de rata y su mecanismo
de accion. El extracto fue preparado afiadiendo el polvo negro del pimiento,
destilando y evaporando el solvente. El ileon se diseccioné de una rata aduita
macho (Wistar) y se puso en una solucion de Tyrode, las contracciones del
intestino se pueden observar en un transductor isoténico de 1 g de tension. Las
concentraciones acumulativas del BPE (0.0625'mg/mL), reduce la contraccién
inducida de ileon con KClI (60mM) o Carbacol (10 pM) concentraciones
dependientes (p<0.001). El Ca*? liberado en la solucién de Tyrode, aumenta
potasio (60mM), BPE, (0.0625"' mg/mL) inhibe la contraccién inducida y
acumulativa de CaCl, (0.225-2.7 mM) concentraciones dependientes (ANOVA,
p<0.05). Se incuba el tejido preparado (20 a 30 minutos) con L-NAME (100uM),
naloxona (1uM) y propanolol (1uM). Se reduce el efecto antiespasmédico del
extracto en la contracciéon inducida de ileon con KCI. El efecto espasmolitico
del extracto fue reducido por glibenclamida (10 uM) y tetraetilamonio (1mM). El
presente resultado sugiere que el efecto espasmolitico del extracto sobre el
ileon de rata, fue posible por la via del Ca*?.
> Sadraei H., et al. “Relaxant effect of four fractions separated from
alkaloid extract of Pycnocycla spinosa on rat isolated ileum”
(Efecto relajante de cuatro fracciones separadas de alcaloides del
extracto de Pycnocycla spinosa en ileon aislado de rata). isfahan
University of Medical Sciences. Research in Pharmaceutical
Sciences, 2008; 3(2):9-14.
Extracto hidroalcohdlico de Pycnocycla spinosa puede demostrar la accién
espasmolitica in vitro y antidiarreical in vivo. El extracto hidroalcoholico de
Pycnocycla spinosa estda compuesto por alcaloides, flavonoides y saponinas.
La fraccion de alcaloide de Pycnocycla spinosa es un constituyente muy
activo. El objetivo de la investigacion fue separar diferentes fracciones de
alcaloides del extracto de P. spinosa y su actividad espasmolitica en ileon
aislado de rata. Las fracciones de alcaloides fueron separadas por la técnica de
liberacion de alcaloides. Cuatro fracciones de alcaloides fueron separadas por
la técnica de cromatografia. Las cuatro fracciones inhibieron la respuesta
espasmolitica de 80 mM KCI a concentracion dependiente. Dos de las
fracciones inhibieron la respuesta de la ACh y 5-HT. Este estudio demuestra la
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relacion de la accion antiespasmodica de diferentes componentes presentes en
cuatro fracciones de alcaloides del extracto de P. spinosa.

2.2 BASES TEORICO CIENTIFICAS
2.2.1 ASPECTOS BOTANICOS DE LA ESPECIE EN ESTUDIO
2.2.1.1 IDENTIFICACION TAXONOMICA '

Segun el sistema de clasificacion de Arthur Cronquist (1981) otorgado por el
Herbario Vargas (CUZ) de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del
Cusco.
Reino | "2 Vegetal
Divisién - Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Subclase : Magnolidae
Orden : Piperales
Familia : Piperaceae
Género : Peperomia
Especie : Peperomia verruculosa Dahistedt ex AW.
' Hill.
Nombre vulgar : Pisco-papa, uchuy-papa, pichinchu-papa,
afias papa, atoq papa.
2.21.2 DESCRIPCION BOTANICA
Habito hierba diminuta, glabra, acaulescente o casi sin tallo, las hojas nacen
de un cormo subgloboso, con enraizamiento en la parte inferior, la lamina foliar
redonda o subdeltoidea de 5 — 7 mm de largo, peltadas, con el peciolo
insertado en la parte media, de 15 a 25 mm de longitud; inflorescencias en
espigas de 4 — 5 mm de largo, flores pequefas, bisexuales, sépalos y pétalos
ausentes, aglomeradas; pedunculo de 20 mm de longitud; bracteas
subelipticas, con 2 estambres - peltadas; fruto en bayas = ovoides,
verruculosas; estilopodio corto — conico; estigma apical (Watson L y Dallwitz J.,
1992, Tupayachi A. y Galiano W., 2004).
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Foto N° 01: Peperomia verruculosa Dahistedt ex AW. Hill. Hierba diminuta de 4 cm de altura,
con diametro del cormo subgloboso de 10 mm.
Fuente: G.L. Lépez Aliaga Orosco

2.2.1.3 HABITAT Y DISTRIBUCION

La familia Piperaceae es reconocida en el Peru por presentar tres géneros y
830 especies, principalmente hierbas y arbustos. El género mas rico en
especies es Piper. Esta familia requiere mayor atencidén tanto en su taxonomia
como en la representacion en los herbarios. Los taxones endémicos se
encuentran principaimente en las regiones bosques himedos amazénicos,
bosques muy humedos montanos y bosques muy humedos premontanos, entre
los 100 y 2700 m de altitud. Se aplicaron las categorias y criterios de la UICN a
209 taxones. Aparentemente, sbélo nueve especies se encuentran
representadas dentro del Sistema Nacional de Areas Naturales Protegidas por
el Estado (Watson L y Dallwitz J., 1992 y Ledn B. et al., 2006).

Esta especie también se ha recolectado en Cusco, en el distrito de San
Jeronimo, Huaccoto, Pastizal. Sobre los 3900 m.s.n.m. por (Tupayachi A. y
Galiano W., 2004)

Crecen espontaneamente y es extraido directamente por la comunidad de su
habitat natural. No es cultivada. Por lo que lleva al problema de escases de
especies endémicas, que pueden extinguirse por la colecta indiscriminada.
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2.2.1.4 PARTE UTILIZADA
Parte subterrAanea especialmente el cormo, sin raices en decoccion y
directamente el zumo extraido, previamente machacado.

2.2.1.5 PRINCIPALES CONSTITUYENTES FITOQUIMICOS

Las especies de esta familia producen una gran cantidad de diferentes
compuestos quimicos, sobre todo derivados de la fenilalanina. Los aceites
esenciales contienen monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos a partes
mas 0 menos iguales. Son caracteristicos los lignanos, un derivado furfuranico,
cinnamoilamidas, a-pironas y derivados de la porfirina. Proantocianidinas y
flavonoles ausentes. Cianogénesis ausente. (Tebbs, M.C.1993).

2.2.2 CONSIDERACIONES GENERALES DEL DOLOR

2.2.2.1 DOLOR

El concepto de dolor postula que un fenédmeno como tal no es inherente mental

ni fisico, pero puede describirse con igual validez en términos mentales o

fisicos. La definicion resultante es:

» Una sensacién particular personal de dano.

» Un estimulo perjudicial que indica una lesion actual o inminente de los
tejidos.

> Un conjunto de respuestas que funcionan para proteger el organismo ante
un dafo.

La sensacién de dolor es considerada como un mecanismo protector del

organismo, que alerta a la persona que lo padece de que algo “anda mal’ y lo

incita a iniciar alguna accién destinada a suprimir o disminuir el dolor. Sin

embargo cuando se cronifica, pierde el sentido protector y se convierte él

mismo en la enfermedad o en elemento fundamental de ella, provocando un

estado de sufrimiento. La naturaleza doble del dolor es la causa de algunas de.

las dificultades que se tienen para comprenderio (Palma J., 2005).

2.2.2.2 TIPOS DE DOLOR (Palma J., 2005)

Segun su origen anatémico: |

Nociceptivo somatico: Si aparece luego de la estimulacién nociceptiva de
piel: dolor superficial, o bien si es después de la estimulacién de tejido

conectivo, musculo, huesos y membranas sinoviales: dolor profundo. Este tipo
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de dolor es percibido como una sensacién desagradable, intensa y bien
localizada. A
Nociceptivo visceral: Se origina en una estimulacién nocicepﬁva de visceras
contenidas en las cavidades craneana, toraxica, abdominal y pélvica;
usualmente poco localizado y acompanado de reflejos autbnomos y somaticos.
Neurogénico: Dice relacién con el dolor originado en el sistema nervioso
periférico (SNP) ya sea por injuria o irritacién de una rama nerviosa, o con el
dolor derivado del dafio o enfermedad en el sistema nervioso central (SNC).
Segun su duracion:

Dol.or agudo: Es aquel que comprende el lapso estimado como necesario para
que los tejidos sanen. Es un fendbmeno de caracter transitorio asociado con
dario tisular real o potencial y que es util para el resguardo de la integridad del
organismo. '

Dolor crénico: En contraposicién al dolor agudo, es aquel que tiene una
duracién de mas de tres meses, 0 que por las caracteristicas de su origen -
sobrepasa el tiempo que habitualmente podria definir un dolor agudo
semejante. El dolor crénico es de tipo neuropatico, ya que se origina en la
lesibn de estructuras nerviosas centrales y/lo periféricas del sistema
nociceptivo; no tiene valor adaptativo, ya que no es capaz de evocar
respuestas reflejas ni conductuales protectoras, por el contrario, su percepcidon
determina cambios psicolégicos y cognitivos que influyen negativamente en la

sobrevida del afectado.

2.2.2.3 ViAS DEL DOLOR

El comienzo de la informacion dolorosa es simple, los terminales nerviosos
llamados nociceptores que forman una unidad funcional del dolor con tejidos y
capilares cercanos. La injuria tisular causa que los terminales nerviosos se
despolaricen, un evento que es propagado a lo largo de la fibra aferente
finalizando en impulsos sensoriales en la espina dorsal. La descarga de fibras
primarias aferentes en el sitio de la injuria causa la liberacion de vesiculas que
contienen neuropéptidos tales como la sustancia P, que actia de manera
autocrina y paracrina para sensibilizar el nociceptor e incrementar esta tasa de
descarga. El dafio celular y la inflamaciéon aumentan la concentracién de otros
mediadores quimicos tales como la histamina, bradicinina y prostaglandinas en
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los alrededores de las unidades funcionales de dolor. Estos mediadores
adicionales actian sinérgicamente para aumentar la transmisién de impulsos
nociceptivos a lo largo de la fibra sensorial aferente. Las fibras primarias viajan
a través de la periferie de la espina dorsal donde ella sinapta una neurona
secundaria e interneuronas. Cuando son activadas, las interneuronas ejercen
influencias inhibitorias sobre el trafico de sefales dolorosas. Influencias
supraespinales eferentes, a su vez, determinan la actividad de interneuronas
por liberaciéon de una variedad de sustancias neurotransmisoras, resultando asi
un alto grado de modulacién de nocicepcién en la espina dorsal. Los eventos
que ocurren en la periferia y en la espina dorsal pueden causar una disociacion
de la percepcion del dolor desde la presencia o grado de la actual injuria tisular.
Este fendmeno involucra muchos mediadores quimicos y sistemas receptores,
y puede incrementar la experiencia dolorosa cualitativamente,
cuantitati\)amente, temporalmente y espacialmente.

La complejidad y plasticidad del sistema nociceptivo puede generar
dificultades en el manejo clinico del dolor. Entendiendo la estructura y sefiales
guimicas asociadas con este sistema puede mejorar el uso de los analgésicos
existentes y mejorar estrategias para el desarrollo de nuevas y mas especificas
drogas contra el dolor.

Es en el asta posterior de la médula espinal es donde se procesan e integran
por primera vez los estimulos que ingresan. Se produce aqui la transmisién
sinaptica, desde la primera a la segunda neurona, mediada por la sustancia P,
y aminodacidos, como el acido glutamico, entre otros. La sustancia gris medular
de las astas posteriores fue clasificada por Rexed en 6 laminas. Las fibras Ad
terminan en arborizaciones en las l&minas | y V, y las fibras C terminan con sus
arborizaciones en la lamina Il y con menor densidad en la lamina . Aqui
termina la primera neurona sensitiva. Muchas fibras nociceptivas, antes de su
ingreso a la sustancia gris, emiten colaterales descendentes y ascendentes,
constituyendo parte del haz de Lissauer. Estas colaterales tienen la posibilidad
de formar sinapsis hasta dos segmentos medulares inferiores o superiores al
del ingreso, lo que significa que la transmisién de una neurona primaria puede
prbpagarse a varias raices vecinas.

El soma de la segunda neurona de esta via se puede encontrar en la lamina |
de Rexed o en las laminas IV, V o VI. Es importante destacar que las segundas
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neuronas reciben la informacion nociceptiva y la someten a transformaciones,
mediante las cuales ésta va a ser filtrada y discriminada. Ademas pueden
formar sinapsis con mas de una primera neurona, proveniente de la piel o de
una viscera, y esta sinapsis se produce siempre en la sustancia gelatinosa de
Rolando, cualquiera sea la distribucion del soma en el asta posterior. Las
segundas neuronas dan origen a tres haces ascendentes contralaterales: El
neoespinotalamico y el paleoespinotalamico, que conforman la via

espinotalamica y el espinoreticulotalamico (Paima J., 2005).

2.2.3 FARMACO PATRON ANALGESICO: INDOMETACINA
2.2.3.1 FORMULA QUIMICA
2-[1-(4-clorobenzoil)- 5-metoxi-2-metilindol-3-ilJacido acético

Figura N°01: Estcturaqunmrca de indometacina (BrennerGM et al., 2006).

2.2.3.2 FARMACOCINETICA: Absorcién gastrointestinal rapida y completa. La
unién a proteinas es de alto grado. Sufre metabolismo hepatico. Se excreta de
forma principal por el rifién y por bilis (Rodriguez P.C. et al. 2005).

Accién antiinflamatoria: Se ha reportado que indometacina es mas potente -
que el acido acetilsalicilico, la fenilbutazona o la hidrocortisona. También se ha
demostrado que indometacina ejerce un efecto favorable sobre la poliartritis
inducida experimentaimente y es mas activa que la fenilbutazona o el acido
acetilsalicilico en la supresién de las manifestaciones tardias de la artritis
diseminada.

Actividad antipiréticé: Se ha demostrado que indometacina es
aproximadamente nueve veces mas potente que la aminopirina, 24 veces mas
potente que la fenilbutazona y 43 veces mas potente que el &cido

acetilsalicilico.
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Actividad analgésica: Las dosis moderadas de indometacina elevan el umbral}
de respuesta a la presion sobre areas inflamadas en la rata. Cualitativamente -
indometacina actia como un analgésico del tipo antiinflamatorio-antipirético
representado por los salicilatos y no del tipo narcético representado por la
morfina. |

Se encontrd6 que indometacina es 28 veces mas potente que el acido
acetilsalicilico y 14 veces mas potente que la fenilbutazona.

2.2.3.3 FARMACODINAMIA

Mecanismo de accién: Indometacina (de color verde y amarillo) unida a las
dos subunidades de una molécula de ciclooxigenasa bloqueando su sitio
activo.

La actividad de la indometacina se logra por su capacidad para inhibir la
enzima ciclooxigenasa (COX), responsable de la sintesis de prostaglandinas.
EL efecto es mas intenso sobre la COX-1 que sobre la COX-2, lo que explica
sus efectos secundarios.

Efecto: La inhibicion de la sintesis de prostaglandinas trae acarreada la
disminucién de los efectos que estas ejercen en el organismo, tanto positivos
como negativos. Por un lado inhibe la respuesta inflamatoria del organismo,
especialmente interesante en farmacos que atraviesan la barrera articular
inhibiendo el desarrolio de la artritis en particular, y de 1a reaccién inflamatoria
en general. Por otra parte, la intervencidn de las prostaglandinas en la
respuesta algica periférica, hace que su inhibicién logre un efecto analgésico
afiadido al antiinflamatorio.

La inhibicién del efecto protector gastrico o renal explica algunos de los efectos
secundarios de la indometacina: gastritis, Ulcera gastrica (y sus complicaciones
como la hemorragia digestiva o la perforacion) y nefritis (glomerulonefritis por
AINE, con un cuadro anatomopatoldgico caracteristico).

2.2.3.4 EFECTOS ADVERSOS: (Rodriguez P.C. et al. 2005)

SNC: cefalea, mareos, depresion, somnolencia, confusion, fatiga, neuropatia
periférica, convulsiones, alteraciones psiquicas, sincope y vértigo.

CV: hipertensién, edema, insuficiencia cardiaca.

OS: visioén borrosa, dafio de retina y cornea, sordera, tinnitus.

Gl: nauseas, anorexia, diarrea, ulcera péptica, sangrado Gl, estrefiimiento,

dispepsia y pancreatitis.
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GU: hematuria, insuficiencia renal aguda, proteinuria y nefritis intersticial.
Hematol6gicos: anemia hemolitica, anemia aplasica, agranulocitosis,
leucopenia, purpura trombocitopenica.
Piel: prurito, urticaria, sindrome de Sthevens-Johnson.
Otros: hiperpotasemia, hipersensibilidad, alteraciones respiratorias.
2.2.3.5 INTERACCIONES: (Rodriguez P.C. et al. 2005)
» La indometacina con acetaminofeno, compuestos de oro y otros
antiinflamatorios, diuréticos y triamtereno incrementa la posibilidad de
nefrotoxicidad. |

> Anticuagulantes: Aumenta la potencia de estos.

\4

Antihipertensivos diuréticos: Disminuye la efectividad de estos.

> Antiinflamatorios, corticoesteroides, corticotropina, salicilatos y alcohol:
Incrementa los efectos adversos Gl. '

> Insulina e hipoglicemiantes orales: potencia los efectos hipoglucemicos.

» Litio y metotrexato: Disminuye su eliminacién renal con riesgo a
toxicidad.

» Se disminuye los niveles de indometacina con ASA, cefamandol,
cefoperazona, dextran, dipiridamol, mezlocilina, ac. Valproico y otros |
antiinflamatorios.

» La indometacina aumenta la toxicidad si se administra con derivados
cumarinicos, fenitoina, nifedipina y verapamilo.

2.2.3.6 PRECAUCIONES:

Ancianos: presencia de enfermedades Gl, alteraciones de la funcion hepatica o
renal, enfermedades cardiovasculares, infecciones enfermedades mentales o
depresion (Rodriguez P.C. et al. 2005).

2.2.3.7 CONTRAINDICACIONES: (Rodriguez P.C. et al. 2005)
Hipersensibilidad al farmaco, ASA y otros AINEs que producen asma, rinitis o
urticaria. Embarazo, lactancia y nifios con enfermedades no controladas como:
hemorragia activa, alteraciones en la coagulacién, enfermedades congénitas,
etc.

Embarazo: Sin clasificacion.

Lactancia: Concentraciones en leche son similares a las concentraciones

sanguineas maternas. Se recomienda evitar la lactancia.
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2.2.4 INDUCTOR ALGESICO: ACIDO ACETICO AL 3%
2.2.4.1 FORMULA QUIMICA
Acido etanoico o acido metilencarboxilico.

Figura N°02: Estructura quimica de acido aceético (Brenner GM et al., 2006).

Se puede ‘encontrar en forma de idn acetato. Este es un acido que se
encuentra en el vinagre, siendo el principal responsable de su sabor y olor
agrios. Su férmula es CH3-COOH (C2H402). De acuerdo con la IUPAC se
denomina sistematicamente acido etanoico.

2.2.4.2 APLICACIONES Y USOS

» En apicultura es utilizado para el control de las larvas y huevos de las
polillas de la cera, enfermedad denominada galleriosis, que destruyen
los panales de cera que las abejas meliferas obran para criar o acumular
la miel.

> Sus aplicaciones en la industria quimica van muy ligadas a sus ésteres,
como son el acetato de vinilo o el acetato de celulosa (base para la
fabricacion de lalo, rayén, celofan, etc.).

» Son ampliamente conocidas sus propiedades como mordiente en
soluciones fijadoras, para la preservacion de tejidos (histologia), donde
actua empiricamente como fijador de nucleoproteinas, y no asi de
proteinas plasmaticas, ya sean globulares o fibrosas. (Resultados
avalados por J. Baker). _

> En el revelado de fotografias en blanco y negro, era utilizado en una
solucién muy débil como "bafio de paro”: al sumergirse en él el material
revelado, se neutralizaba la alcalinidad del bafio revelador y se detenia
el proceso; posteriormente el bafio fijador eliminaba el resto de material

no revelado.
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» Otros de sus usos en la medicina es como tinte en las colposcopias para
detectar la infeccion por virus de papiloma humano, cuando el tejido del
cervix se tine de blanco con el acido acético es positivo para infeccién de
virus de papiloma humano, a esta tincién se le conoce como aceto
blanco positivo.
» También sirve en la limpieza de manchas de la casa en general.
2.2.4.3 SEGURIDAD
El acido acético concentrado es corrosivo y, por tanto, debe ser manejado con
cuidado apropiado, dado que puede causar quemaduras en la piel, dafo
permanente en los ojos, e irritaciébn a las membranas mucosas. Estas
quemaduras pueden no aparecer hasta horas después de la exposicion. Los
guantes de latex no ofrecen proteccion, asi que debe usarse guantes
especialmente resistentes, como los hechos de goma de nitrilo, cuando se
maneja este compuesto. El acido acético concentrado se enciende con
dificultad en el laboratorio. Hay riesgo de flamabilidad si la temperatura
ambiente excede los 39 °C (102 °F), y puede formar mezclas explosivas con el
aire sobre esta temperatura (limite de explosividad: 5,4%—16%).
Los peligros de las soluciones de acido acético dependen de su concentracion.
Las soluciones de mas de 25% acido acético son manejados en una campana
de extraccion de humos, debido al vapor corrosivo y pungente. El acido acético
diluido, en la forma de vinagre, es inocuo. Sin embargo, la ingesta de
soluciones fuertes es peligrosa a la vida humana y animal en general. Puede
causar dano severo al sistema digestivo, y ocasionar un cambio potencialmente
letal en la acidez de la sangre.
Debido a incompatibilidades, se recomienda almacenar el acido acético lejos
del acido crémico, etilénglicol, acido nitrico, acido perclérico, permanganato,
peroxidos e hidréxidos.
2.2.4.4 RIESGO

» Ingestion: Dolor de garganta, vomito, diarrea, dolor abdominal,

sensacion de quemazon en el tracto digestivo.

> Inhalacién: Dolor de garganta, dificultad réspiratoria, tos.

A7

Piel: lrritacién, graves quemaduras.
» Ojos: Irritacién, vision borrosa, guemaduras profundas.

19



2.2.5 CONSIDERACIONES GENERALES DEL SISTEMA DIGESTIVO DE
ANIMALES DE EXPERIMENTACION
2251 DESCRIPCION
La funcién digestiva y de absorcion depende de una variedad de mecanismos
que suavizan el alimento, propiamente a través del tracto gastrointestinal y lo
mezcla con 'Ia bilis y las enzimas digestivas secretadas por las glandulas
salivales y pancreéticas. Algunos de estos mecanismos dependen de la
propiedad intrinseca del musculo intestinal. Otros involucran la operacion de los
reflejos involucrando las neuronas intrinsecas del intestino, reflejos del SNC,
efectos paracrinos de los mensajeros quimicos y las hormonas
gastrointestinales.
Las células intersticiales de Cajal alojadas en la musculatura del tracto
gastrointestinal estan involucradas en la generacic’)h eléctrica de marcapasos
para la mdtilidad gastrointestinal. Esta actividad de los marcapasos se
manifiesta como un ritmo lento de ondas en la membrana potencial y controla
la frecuencia y la propagacién de las caracteristiéas de la actividad contractil
del intestino (Krinke G., 2000). | |
Las hormonas son agentes humorales secretados por las células en la mucosa
y transportadas en la circulacién para influenciar las fuhciones del estomago,

intestino y pancreas.

ESOFAGO

ESTOMAGO

Figura N°03: Organizacion del tracto gastromtestmal de la rata. EI esofago se conecta con e
estomago por la parte central (Suckow M., 2006). -
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Mesenterio
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Figura N°04: Representacion esquematica de las caracteristicas generales de la organizacion
del tracto gastrointestinal (Krinke G., 2000).

2.2.5.2 INTESTINO DELGADO (Sharp P., 1998)
La longitud y el tiempo de transito varia con la edad de la rata. Los valores de
longitud listados abajo corresponden a adultos.
» Duodeno: 10 cm de longitud
> Yeyuno: 100 cm de longitud
> lleon: 3 cm de longitud.
2.2.5.3 INTESTINO LARGO
» Ciego.- Tiene una pared delgada, bolsa en forma de coma con un
prominente area linfoide que se encuentra en la parte lateral del
apéndice.
» Colon.- Tiene tres divisiones: ascendente, transverso y descendente.
» Recto.- Regiéon que se encuentra en el canal pélvico.
Una de las funciones basicas del sistema digestivo es la motilidad, de la cual
depende el resto de sus misiones. Cada tramo del tubo digestivo tiene
funciones que cumplir, estando dotado para ello de actividad motora especifica
y perfectamente diferenciada (Trensguerres J.A.F.1992).
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Eil sistema digestivo, se define de modo simple como un tubo muscular que
comienza en la boca y termina en el ano. El didametro de este tubo es variable,
algunos de sus segmentos son anchos y otros delgados, puede dividirse en:
eséfago, estdmago, intestino delgado, colon, recto y ano. Algunos de estos
organos estan éeparados por esfinteres, los cuales regulan el vaciado del bolo
alimenticio (Drucker CR, 2005).

2.2.6 VIAS DE ADMINISTRACION EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION
2.2.6.1 VIA ORAL

Los farmacos se van a absorber en el estbmago y/o, sobre todo, en el intestino
delgado. Es la via mas fisiolégica, aunque tiene el inconveniente de gue no
todos los farmacos se absorben por esta via. Para el ratén se utiliza una
jeringuilla con una aguja de calibre grueso y con la punta redondeada (canula
de administracién oral). El ratén se inmoviliza y se introduce la aguja por la
boca. Conviene asegurarse de que la canula se encuentra en el estbmago. La
administracion de farmaco, por error, en las vias respiratorias puede provocar
la muerte del animal (Suckow M., 2006).

2.2.6.2 VIA INTRAPERITONEAL

Es la via parenteral mas utilizada en experimentacién porque es facil de
realizar, porque la superficie de absorcidon es muy amplia y por tanto el tiempo
de latencia muy corta. La puncién se realiza en la mitad inferior del abdomen
fuera de Ia linea alba ¢on una aguja biselada. EI angulo de puncidn debe ser
de 45°. Se debe aspirar para descartar que la punta se encuentre en un asa
intestinal o en un vaso (Suckow M., 2006).

2.2.6.3 VIA INTRAVENOSA

Se utiliza para administraciéon de farmacos que requieran rapidez de accion o
para infusion continua. El raton se inmoviliza en un cilindro de vidrio. La cola se
coloca encima de la ranura del corcho. Se dilata la vena caudal con un algodon
empapado en alcohol o por presién. Se introduce la aguja con el bisel hacia
arriba con la mano derecha hasta estar en el vaso. Seguidamente se coloca la
jeringa horizontalmente sobre la piel y se introduce en el vaso. Si el movimiento
es correcto el émbolo comenzard a llenarse de sangre tras una ligera
aspiracién. La administraciéon debe realizarse lentamente para evitar el shock
de velocidad (Suckow M., 2006).
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2.2.7.1 FORMULA QUIMICA
(8-methyl-8-azabicyclo[3.2.1]oct-3-yl) 3-hydroxy-2-phenylpropanoate

Figura N°05: Férmula Quimica (Goodman&Gilman’s, 2008)

2.2.7.2 MECANISMO DE ACCION: Compite con la aceticolina por los
receptores colinérgicos muscarinicos localizados en la unién neuroefectora del

parasimpatico y el SNC (Rodriguez P.C. et al. 2005).

2.2.7.3 FARMACOCINETICA: La administracién intravenosa producen sus
efectos maximos en la frecuencia cardiaca en un lapso de 2 a 4 min. La
absorcion Gl y la absorcion intramuscular son buenas y los efectos inhibitorios
" méximos de la salivacion se presentan en 30 min. A una hora. Se distribuye en
todo el organismo incluyendo el SNC. La union a proteinas plasmaticas es de

18%. El metabolismo es hepatico por hidrélisis. Se excreta en la orina y heces

horas (Rodriguez P.C. et al. 2005).

2.2.7.4 EFECTOS ADVERSOS: (Rodriguez P.C. et al. 2005)

SNC: cefalea, cansancio, ataxia, desorientacion, alucinaciones, delirio,
insomnio, excitaciéon, mareos, agitaciony confusién.

CV: Palpitaciones y bradicardia en dosis bajas, taquicardia en dosis altas (en
forma sistémica y oral) y taguicardia en forma oftalmica.

0S: Fotofobia, aumento de presidn intraocular, vision borrosa, midriasis,
cicloplejia,etc.

Gl: Resequedad de la boca, estrefiimiento, ileo paralitico, alteraciones del

gusto, nauseas, vomitos, disfagia, etc.
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GU: retencidn urinaria, dificultad para orinar, impotencia.
Hematoloégicos: leucocitosis.

Piel: resequedad.

Otros: reacciones alérgicas graves incluidas anafilaxias y urticaria.

2.2,7.5 INTERACCIONES: (Rodriguez P., 2005)
Amantadina: Aumenta los efectos anticolinergicos adversos. Evitar el uso
 simultaneo. |
Potenciacion con el alcohol y otros farmacos depresores del SNC.
Potenciacion con farmacos de efectos anticolinergicos.

2.2.7.6 CONTRAINDICACIONES: (Rodriguez P.C. et al. 2005).
Hipersensibilidad al farmaco o al metabisulifito de sodio, glaucoma agudo de
angulo cerrado, obstruccion Gl o vesical, ileo paralitico, megacolon toxico,
atonia intestinal, etc.
La forma oftalmica esta contraindicada en hipersensibilidad al farmaco o a los
alcaloides de la belladona, glaucoma, adherencias entre iris y cristalino.
Embarazo: categoria C.
Lactancia: consideraciones generales.
2.2.8 INDUCTOR ESPASMOGENO: ACETILCOLINA

(Rodriguez P.C. et al. 2005)
2.2.8.1 FORMULA QUIMICA
Etanoato de 2-(N,N,N-trimetil)-etanamonio

O

4 I
(CH4)sNCH,CH,OCCH,

Figura N°06: Estructura-quimica (Goodman&Gilman’s, 2008)

2.2.8.2 METABOLISMO

La acetilcolina es sintetizada a partir de Colina y Acetil CoA, derivados del
metabolismo de la glucosa a través de la enzima Colina acetiltransferasa.
Cuando se une a los muchos receptores. de acetiicolina de las fibras
musculares, la estimula para contraerse. La acetilcolina tiene su uso también
en el cerebro, donde tiende a causar acciones excitatorias. Las glandulas que

reciben impulsos de la parte parasimpéatica del sistema nervioso auténomo se
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estimulan de la misma forma. Por eso un incremento de acetilcolina causa una
reduccion de la frecuencia cardiaca y un incremento de la produccion de saliva.
2.2.8.3 SINTESIS

La acetilcolina se sintetiza en ciertas neuronas mediante la enzima colina
acetiltransferasa también llamada ColinoAcetilasa, a partir de colina y acetil-
CoA. Los compuestos organicos de mercurio tienen gran afinidad por los
grupos sulfhidricos, por 1o que se les atribuye el efecto de disfuncién de la
enzima colina acetiltransferasa. Esta inhibicion puede producir deficiencia de
acetilcolina, contribuyendo a una sintomatologia de disfunciones motoras.
2.2.8.4 ELIMINACION |

Normalmente, la acetilcolina se élimina rapidamenté una vez realizada su
funcion, esto lo realiza la enzima acetilcolinesterasa que transforma la
acetilcolina en colina y acetato. La inhibicion de esta enzima provoca efectos
devastadores en los agentes nerviosos, con el resultado de una estimulacién
continua de los musculos, glandulas y el sistema nervioso central. Ciertos
insecticidas deben su efectividad a la inhibicidon de esta enzima en los insectos.
Por otra parte, desde que se asocié una reduccion de acetilcolina con la
enfermedad de Alzheimer, se estan usando algunos farmacos que inhiben esta
enzima para el tratamiento de esta enfermedad.

2.2.8.5 AGONISTAS Y ANTAGONISTAS

La botulina actda evitando la liberacion de acetilcolina. La nicotina, al igual que
la muscarina, es una sustancia colinérgica que actua incrementando la
actividad de ciertos receptores de acetilcolina. Por el contrario, la atropina y la
escopolamina actuan bloqueando dichos receptores. La atropina y la
escopolamina son agentes anticolinérgicos. La histamina actia disminuyendo
la accion dé la acetilcolina, entonces tomando antihistaminicos estamos
reduciendo su accidon con lo que mejoraria algunas enfermedades como las
distonias que se caracterizan por una contraccioén continua de los musculos.
2.2.8.6 PROPIEDADES

Debido a lo difuso de sus acciones y su rapida hidrélisis por la
acetilcolinesterasa, la acetilcolina tiene virtualmente ninguna aplicacion
terapéutica. Farmacolégicamente, la acetilcolina tiene diversos efectos en

ciertos 6rganos y sistemas del cuerpo.
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» Sistema cardiovascular: vasodilatacién, disminucién de la frecuencia
cardiaca(efecto cronotrépico negativo), disminucién de la velocidad de
conducciéon del nodo sinoauricular y auriculoventricular y una
disminuciéon en la fuerza de contraccién cardiaca (efecto inotrépico
negativo). |

» Tracto gastrointestinal: provoca contraccién del mismo. Estos efectos
pueden producir nausea, vomito y diarrea.

2.2.8.7 ENFERMEDADES RELACIONADAS

La miastenia gravis es una enfermedad autoinmune, caracterizada por
debilidad muscular y fatiga. Ocurre cuando el cuerpo produce de forma
inapropiada anticuerpos contra los receptores de acetilcolina, y de este modo
inhibe las transmisiones de sefales de la ace_tilcolina. Los farmacos que
inhiben la acetil colinesterasa (p.e. neostigmina o fisostigmina) soh efectivas
para el tratamiento de esta afeccion. La distonia es una enfermedad
caracterizada por una contraccion muscular permanente. Puede estar
provocada por una exceso de acetil colina a nivel muscular. La toxina botulinica
es un anticolinérgico inyectable. Los astihistaminicos inhiben la histamina con

lo que se produce una disminucién de la accién de la acetil colina.

ACE atropina
Colina + acetﬂo"—/—\———-—*
fisostigmina -~ w

contracciéon

diltiazem

Figura N° 07: Mecanismo de accion de acetilcolina, atropina, diltiazem vy fisostigmina
(Barastegui AC, 1976)

26



2.2.9 SISTEMA DE NEUROTRANSMISION COLINERGICA

La acetilcolina es la sustancia encargada de la transmision de impulsos
nerviosos de las neuronas pre a las postganglionares, en los ganglios del
sistema nervioso auténomo. A nivel del sistema nervidso parasimpatico
también media la transmisién entre la neurona postganglionar y el érgano
efector. Ademas, es el mediador de la transmisién nerviosa de la placa motora
terminal.

Se encuentra en las neuronas motoras de la espina dorsal, en las neuronas
pre'gang‘lionares del SNA y en las neuronas postganglionares del SNP. Los
receptores colinérgicos se dividen en nicotinicos y muscarinicos (Katzung BG,
2007).

2.2.9.1 RECEPTORES NICOTINICOS:

Son proteinas pentaméricas compuestas de subunidades heterdlogas: hay
varios subtipos, de estos, los del sistema nervioso central existen también
como pentameros, pero compuestos por subunidades a, b, g y d; y cada sub-
unidad parece estar codificada por genes diferentes. El receptor nicotinico de ia
ACh consta de cinco subunidades ordenadas alrededor de un pseudo eje de
simetria.

Se han identificado al menos dos tipos de receptores nicotinicos: los N1
presentes en los ganglios del sistema nervioso auténomo, y los N2 en la placa
terminal muscular.

Se unen a los canales i6nicos, son mas rapidos y generalmente excitatorios, se
bloguean por el curaré y se estimulan por la nicotina y la acetilcolina.

Actia mediante despolarizacién directa de la membrana postsinaptica, al
activar canales de sodio. Las sinapsis nicotinicas colinérgicas acttan en las ‘
uniones neuromusculares en ciertos ganglios y en lugares centrales del
sistema nerviosos central. El receptor nicotinico de la acetilcolina es el receptor
de neurotransmisién mejor caracterizado.

La exposicion continuada de receptores nicotinicos a agonistas lleva a una
disminucion de la respuesta, incluso aunque la concentracion de agonistas
disponible al receptor no varie. La pérdida de respuesta por una exposicién
previa al agonista se llama desensibilizaciéon (Katzung BG, 2007).
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2.2.9.2 LOS RECEPTORES MUSCARINICOS
Constituyen el tipo predominante de receptor Colinérgico en el cerebro, donde
parece hallarse involucrados en la memoria y aprendizaje; se ha reportado que
estos receptores estan involucrados en los trastornos afectivos, como
depresién y mania. Estos receptores son glucoproteinas pertenecientes a una
super familia de glucoproteinas receptoras cuyas funciones estan mediadas por
interaccion con proteinas G. Se han detectado 5 subtipos de receptores
muscarinicos, de estos los mas conocidos son el My y el Ma.

Se unen a la proteina G, son mas lentos, son excitatorios o inhibitorios, son
bloqueados por la atropina y estimulados por la muscarina, pilocarpina y
acetilcolina.

Parecen actuar a través de GMP ciclico como segundo mensajero, las sinapsis
muscarinicas se hallan en el mﬂsculo liso, musculo cardiaco, ganglios y
muchas otras regiones del sistema nervioso central, los receptores
muscarinicos superan a los nicotinico en nimero, en un factor de 10 a 100.

En cuanto a los receptores muscarinicos, hay que decir que el receptor
nicotinico es mas semejante a otros canales ibnicos asociados a Iigandos (ej. el
receptor del GABA) que al receptor muscarinico. El receptor transduce su sefal
a través de las membranas por interaccién con proteinas adheridas a GTP
(Katzung BG, 2007).

SIST. S~ _ POSTGAN ‘
SIMPATICO E | f - NICOTINICO

MUSCARINICO

HISTAMINA

Figura N° 08: Inervacion de la musculatura lisa del ileon (Barastegui AC, 1976).
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2.2.10.1 BANO DE ORGANO (Chéavez S. JD y Sucari M. FM, 2009)

Se denomina asi al conjunto de materiales necesarios para realizar
experiencias en 6rganos animales. En realidad, son varios elementos que
constituyen un sistema que intenta reproducir las condiciones fisico-quimicas
fisiologicas necesarias para que el 6rgano résponda.

Los fendmenos homeostaticos en el 6rgano aislado tiene un nivel menos
elevado que en el organismo entero, ya que en la mayoria de las regulaciones
reflejas se suprimen y solo quedan los fendmenos nerviosos, atribuibles a los
plexos intramurales existentes, sin embargo, se observa la existencia de
mecanismos de autorregulacion, cuya importancia no debe ser ignorada.

En lo que concierne a la experimentacion farmacologica, es importante anotar
que el drgano aislado se encuentran en condiciones muy diferentes a las del
organo in situ en cuanto a los aportes nutritivos y muy especialmente a lo
referente a las posibilidades de recuperacion frente a las diversas formas de
estimulo a las que pueden ser sometidos. |
La temperatura inferior a la temperatura 6ptima, aumenta el tiempo de latencia
y la duracién de las respuestas en la fibra muscular lisa.

Entre los factores quimicos mas importantes, debemos destacar la composicién
de los medios con que se pretende nutrir al 6rgano durante la experiencia y
sobre todo el balance de los iones sodio, potasio, calcio y el equilibrio acido-
basico, estos factores también pueden acarrear modificaciones en la
reactividad de los diferentes 6rganos.

lgualmente es importante mantener un pH 6ptimo y concentraciones de
oxigeno y anhidrido carbodnico adecuadas en el medio de cultivo. Finalmente
debe tenerse en cuenta gue los diferentes érganos que pueden ser utilizados
en exberimentacién farmacoldgica estan constituidos por tres clases diferentes
de tejido muscular: liso, estriado y cardiaco; que al cumplir una funcion
particular nos indican el tipo de estudio que sobre ellos podemos realizar.

El equipo para Organos aislados comprende un conjuntdo de materiales
necesarios para realizar experiencias en 6rganos en animales.

En realidad, son varios elementos que constituyen un sistema que intenta
reproducir las condiciones fisico-quimicas fisiolégicas necesarias para que el
6rgano responda.
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TRANSDUCTOR REGISTRADOR

ACOPLADOR!
AMPLIFICADOR |

—

BANO DE ORGANO

Figura N° 09: Esquema de los elementos necesarios para la realizacién de un experimento en
organo aislado (Penzo F., 2003).

Copa de Tejido, es un vaso de cristal de volumen fijo (25 ml), en el que se
dispone la pieza de tejido mediante un sistema de sujecién (varilla). Esta copa
se llena de solucion nutricia y se sitia inmersa en el bafio propiamente dicho.
Recibe una entrada para aireacioén y una conduccion regulable para el medio
de incubacién; para cambiar esta solucién se recurre a un rebosamiento de la
copa y drenaje inferior 0 vaciado. En cualquier caso se debe comprobar que el
llenado de la copa se efectua siempre al mismo nivel.

Los extractos se administran con una pipeta o una jeringa en el interior de la
copa. El volumen de solucién del extracto afadido total no debe ser superior al
10% del volumen total de la copa. |
Aireacion, se realiza a través de conducciones adecuadas, regulables, a partir-
de aireadores (aire) o botellas de gas (oxigeno o carbégeno, que contiene 95%
02 y 5% CO,). Habitualmente se utiliza carbégeno, salvo en caso de mayor
requerimiento metabdlico (masculo esquelético) en el que se utiliza oxigeno.
Cuando el medio contiene NaHCO; como tampodn, conviene utilizar
carbbdgeno, ya que el oxigeno puro haria perder CO; y el pH se elevaria hasta
valores mayores de 8, con el consiguiente deterioro de la actividad del 6rgano.
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Foto N° 02: Bario de 6rgano de 25 mL Foto N° 03: Bafo de o6rgano en
de volumen, se observa et conducto funcionamiento con érgano montado y
de oxigeno. suministro de oxigeno.

Temperatura, el control de la temperatura se realiza mediante un bafio maria
con un termostato, el cual circula alrededor de la copa de tejidos. Se debe

evitar administrar las disoluciones de los extractos adn frias.

Foto N° 04: Termostato que regula la
temperatura del Bafo de 6rgano a 37°C.

Solucién salina fisiologica, se entiende por solucién salina fisioldgica (SSF),
aquella disefiada para mantener la viabilidad del 6rgano aislado.

Diferentes preparados exigen distintas SSF de acuerdo a las caracteristicas de
cada uno. El principio que determina la composicién de la SSF es la
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aproximacién artificial a las condiciones fisio|c’>gicés del entorno en que -se
encuentra dicho é6rgano o tejido cuando forma parte del organismo.

Se deben, pues, tratar de respetar los siguientes parametros:

Composicidn electrolitica

Fuente de energia (metabdlica)

Osmolaridad

Temperatura

pH |

Tensidén mecanica

vV V V VYV VYV V

» Presion parcial de O, y CO;

Como fuente de energia se utiliza la dextrosa y mas raramente otros sustratos
COmo sucrosa 0 aminoacidos.

Sistema de registro, esta dotado de ampilificador y registrador. Los cambios
de tensidn, es decir la contraccién o relajacién del musculo liso del preparado
utilizado, deben ser adecuadamente amplificados a fin de obtener un registro
que se pueda medir. El transductor isométrico permite la traduccion de los
cambios en la tensién mecanica originados por la contraccién del masculo liso,
en cambios de corriente eléctrica, que posteriormente seran aumentados por
un amplificador al que va conectado.

Este a su vez envia su sefal a un registrador. La sefal llega a un ordenador,
que gracias al programa Chart for Windows, (versién 5), registra en la pantalla
la actividad mecanica del musculo (la sefal eléctrica se transforma en un

mensaje digital que comprende el ordenador).

MUSCULO TRANSDUCTOR  —— AWMPLIFICADOR REGISTRADOR

Figura N° 10: Ruta seguida por la sefial en el equipo de érgano aislado (Barastegui AC, 1976).

2.2.10.2 VENTAJAS DE LA UTILIZACION DEL ORGANO AISLADO: (Guia
de los Trabajos Practicos. Escuela Luis Razetti, 2006)
» Posibilita la cuantificacién precisa de la respuesta o efecto (se elimina la
interaccién con otros érganos y sistemas).
> No hay fendmenos reflejos (neuronal) o retroalimentacién humoral.
» No hay influencia de la farmacocinética (no obstante, el metabolismo de
la droga puede estar presente).
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» Conocimiento exacto de la concentraciéon del farmaco sin interferencias
de procesos de acceso y disposicion.
2.210.3 INCONVENIENTES DE LA UTILIZACION DE UN ORGANO
AISLADO:
(Guia de los Trabajos Practicos. Escuela Luis Razetti, 2006)

Aungue se corresponde con la accién de un farmaco, la informacién no siempre
se puede extrapolar al organismo entero.
Existé una gran variedad de 6rganos y tejidos que se pueden trabajar “in vitro”,
midiendo por ejemplo, la capacidad contractil de éstos (utero, intestino delgado,
musculo esquelético, conducto deferente, corazén y vasos sanguineos,
estomago, musculo liso de las vias aéreas).
Sin embargo la técnica exige una gran minuciosidéd y un correcto montaje dell
preparado. A pesar de intentar mantener las condiciones fisiologicas, debemos
tener en cuenta que el 6rgano va a estar en un medio artificial.
2.2.10.4 SISTEMA POWERLAP (Chavez S. JD y Sucari M. FM, 2009)
PowerLab es un sistema integrado de hardware y software disefiado para
registrar, mostrar y analizar los datos experimentales. El sistema consta de una
unidad de grabacion PowerLab y programas de software (como Chart y Scope)
que se ejecutan en la computadora que estd conectada al PowerlLab. El
Powerlab es capaz de hacer sus propios célculos y realizar muchas tareas
‘durante el registro de datos.
Una vez que el PowerlLab transfiere los datos a la computadora, estos estan
disponibles para su visualizaciéon, manipulacion, impresion, almacenamiento y
recuperacion.
Chart junto con el PowerLab, tienen la capacidad de registrar graficos,
dependiendo de su hardware, puede grabar hasta 16 canales
simuitaneamente, con velocidades de hasta 200 000 muestras por segundo.
Chart permite gran flexibilidad en mostrar los datos. Puede cambiar las lineas,
horizontal y vertical, dividir la pantalla, cambiar el tamafno de cada uno de los
canales de mostrar u ocultar los canales.
Se pueden ver las tendencias generales en la grabacion, o un pequefio vistazo
a la seccion de datos en gran detalle.
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Chart ofrece una amplia gama de céiculos y hace mas féacil extraer los
parametros y estadisticas de los datos. Puede medir cantidades absolutas o
relativas y calcular, almacenar y exportar mas parametros con el DataPad.
Puede vincular el grafico de datos o cuadro de datos a otras aplicaciones que
el apoyo de vinculos como Microsoft Excel.

Puede combinar aritméticamente datos en diferentes canales, sin problemas,
estos pueden ser realizados durante la toma de muestras o después de la
grabacion, dependiendo de sus requisitos. También puede utilizar la ventana
del espectro para analizar las componentes de frecuencia de sus datos.

2.2.11 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

Algesia: Disminucién de la respuesta al dolor, estado en que se interpreta
(percibe) que los estimulos dolorosos duelan.

Algésico: Sustancia que produce dolor.

Analgésico: Sustancia (sintética o natural) que mitiga el dolor.
Antinocicepcion: Respuesta neural baja 6 nula frente a una injuria tisular.,
Contorsion: Es la contraccion de la musculatura abdominal junto con una
elongacion de las extremidades posteriores.

Espasmolitico: Que suprime o cura los espasmos 0O contracciones
involuntarias persistentes de un musculo o grupo muscular.

Espasmégeno: Ocasiona que el musculo se contraiga de manera intermitente,
dando como resultados el espasmo.

Estimulo nocivo: Un estimulo nocivo es el que dafia los tejidos normales.
Efecto analgésico: Evalua la capacidad de un extracto vegetal para evitar la
transmision del dolor al SNC, o disminuir sensaciones primarias (tacto,
vibracion, etc).

Método: Modo ordenado de obrar o hablar; orden que se siguen en las
ciencias, principios para aprender una ciencia o arte.

Nociceptor: Un receptor preferenciaimente sensible para un estimulo nocivo o
Nocicepcion: Es la respuesta neural que aparece tras la injuria tisular. Implica
la transmision y procesamiento de la informaciéon sensorial relacionada a la
injuria y sus respuestas reflejas medibles.

manejo y uso de procedimientos.
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CAPITULO I1I:
MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES
3.1.1 MATERIALES BIOLOGICOS
Muestra vegetal:

> Se utilizd 150g del cormo subgloboso de la especie Peperomia
veérruculosa Dahlstedt ex AW. Hill. (Uchuy papa).
Animales de experimentacion:

» 15 ratas macho de la especie Rattus norvegicus de 3 meses de edad
con peso de 300+50g.

Procedentes del bioterio de Ia Universidad Catblica Santa Maria (anexo
N° 03)

» 20 ratones de la especie Mus musculus de 3 meses de edad con peso
de 25+5g. |
Procedentes del bioterio del Instituto Nacional de Salud (anexo N° 02).

3.1.2 MATERIALES DE LABORATORIO

- » Tubos de ensayo de 10 ml. » Pipetas pasteur (Pirex)
(Pirex) » Gradillas
» Vasos de precipitados 20, » Baguetas (Pirex)
50 150ml. (Pirex) » TermOmetros digital
» Embudos (Pirex) | (Termostat)
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» Probeta de 100 mi. (Pirex)
» Pizetas
» Mortero (Porcelana)

3.1.3 REACTIVOS

» Agua destilada

> Etanol 70°

> Etanol 96°

> Bencina

» Reactivo de Benedict

» Reactivo Acetato de Cobre
» Reactivo de Mayer

» Acido clorhidrico ©,1% y 5%
» Hidréxido de Sodio al 20%.

> Hidroxido de Potasio al |

20%.
» Solucidn de ninhidrina al
1%.

> Fiolas 25, 100 y 250 ml.
(Pirex)
» Placas Petri (Pirex)

» Limaduras de magnesio.

» Cloruro férrico al 1%.

» Cloroformo p.a. (Merck)

» Acido sulfurico © p.a.
(Merck)

» Acido picrico p.a. (Merck)

» Eter etilico p.a. (Merck)

» NaCl p.a. (Merck)

» KClI p.a. (Merck)

» NaHCO; p.a. (Merck)
» Mg Cl; p.a. (Merck)

» CaCly p.a. (Merck)

» NaH,PO4 p.a. (Merck)
» Glucosa

3.1.4 FARMACO PATRON
ANALGESICO: Indometacina Tab. 25 mg.
ESPASMOLITICO: Atropina 1mg/ml i.v.

3.1.5 INDUCTORES
ALGESICO: Acido acético glacial al 3%
ESPASMOGENO: Bromuro de Acetilcolina 226.11 p.a.

3.1.6 EQUIPOS E INSTRUMENTOS
> Balanza analitica sensible al 0.001 gr.
» Balanza para pesar ratas (OHAUS Pioner)
» Bafo maria con termostato (Termotrionic)

AAAAA

> Cocina eléctrica
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>» Estufa 100°C

» Equipo de érgano aislado (PanLab Model N° TRI201)

3.1.7 MATERIALES DE CAMPO

> Libreta de campo

> Bolsas de papel

» Camara fotografica.
» Cuaderno de apuntes
> Lapiceros

> Etiquetas

3.1.8 MATERIALES DE GABINETE

» Computadora

» Bibliografia especializada
» Fotocopias

» Papel bond A4

3.1.9 OTROS

» Algodén

» Barbijo

» Gorros

» Guantes estériles

» Frascos viales

» Cinta masking.

» Jeringas tuberculina 1 ml
» Jeringas de 5y 10 ml.

» Molino de granos

Y V V V V V

vV V V ¥V ¥V V V V¥V V¥

Cordel

Aireador

GPS o Altimetro

Hojas de papel periddico
Plumones de tinta indeleble.
Cartén cartulina

Frasco de vidrio oscuro.
Soporte universal

Gasa

Crondémetro

Equipo de diseccidn

Hilo de sutura negra N° 3
Regla de 10 cm.

Jaula para ratones

3.1.10 LUGAR DE EJECUCION DEL TRABAJO DE TESIS

» Recoleccion de la especie en estudio realizada en la comunidad de
Janac Chuquibarhba, distrito de Lamay, Provincia de Calca, durante los
meses de Febrero a Marzo del afio 2010,

» Pruebas preliminares y efecto analgésico in vivo, realizadas en los
laboratorios de farmacobotanica y farmacologia de la UNSAAC, durante
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los meses de Mayo a Julio del afo 2010.

» Efecto espasmolitico ex vivo fue realizada en el laboratorio de
farmacologia de la Universidad Catélica de Santa Maria de Arequipa en
los meses de Agosto a Setiembre del afio 2010.

3.2 DISENO METODOLOGICO
3.2.1 TIPO DE ESTUDIO

» Determinacion del efecto analgésico in vivo del extracto
hidroalcohdlico al 70% de Peperomia verruculosa Dahlstedt ex A.W.
Hill. (Uchuy papa) én animales de experimentacion.
Estudio de tipo correlacional que determina el efecto analgésico in vivo con el
extracto hidroalcohélico al 70% de Peperomia verruculosa Dahlistedt ex A W.
Hill. (Uchuy papa) en ratones Mus musculus, previa contorsion inducida con
acido acético al 3%. |
Disefio: Cuasi-experimental Unicamente con grupo control y sin pre-prueba.

G - Y Oy
G2 X Y 0.
Gs X2 Y 0,
G4 Xs Y Oq4
Gs XY Os

Leyenda:

Gy, Gz; Gs, Gs4, Gs: Grupos que constan de 04 ratones macho Mus musculus, a los que se les
administraron solucion fisioldgica, Indometacina, extractos 12.5 mg/Kg, 25 mg/Kg y 50 mg/Kg
respectivamente.

Y: Inductor de contorsidn (Acido acético glacial 3%, 0.25 mL (intraperitoneal).

-; Control (Solucidn fisioiégica 0.5 ml via oral). '

X4: Patrén (Indometacina 10mg/Kg por peso via oral).

X;: Extracto hidroalcohdlico al 70% de Peperomia verruculosa Dahistedt ex A.W. Hill. (Uchuy
papa) 12.5 mg/Kg via oral.

Xs: Extracto hidroalcohélico al 70% de Peperomia verruculosa Dahlstedt ex A.W. Hill. (Uchuy
papa) 25 mg/Kg. via oral.

X4: Extracto hidroalcohélico al 70% de Peperomia verruculosa Dahlstedt ex A.W. Hill. (Uchuy
papa) 50 mg/Kg. via oral.

04, Oy, O3, '04, Os: Medicidn del nimero de contorsiones abdominales que presenta el animal

de experimentacion.
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» Determinacion del efecto espasmolitico ex vivo del extracto

hidroalcohdlico al 70% de Peperomia verruculosa Dahistedt ex AW.
Hill. (Uchuy papa) en animales de experimentacion.

Estudio de tipo correlacional que determina el efecto espasmolitico ex vivo con

el extracto hidroalcohdlico al 70% de Peperomia verruculosa Dahistedt ex AW.

Hill. (Uchuy papa) en segmentos contraidos de ileon de ratas macho Rattus

norvegicus, por induccién con acetilcolina.

Disefio: Cuasi-experimental con pre-prueba, post-prueba y grupo control.

G O Z - 0,
G 03 Z Xi O4
Gs Os VA X2 O
Gq Oy 4 Xs  Og
G 0 z Xs O

Leyenda: ,
G4, Gy, Gs, Gy, Gs: Grupos que constan de 03 segmentos de ileon de ratas macho Rattus
norvegicus, los cuales recibieron el siguiente tratamiento: solucion fisioldgica, atropina,
extractos de 50 yg/mL, 100 pg/mL y 200 ug/mi.

04, O3, Os, Oy, Og: Medicién de la contracci6n inducida del ileon de rata.

Z: Inductor de contraccién (Acetilcolina a dosis acumuiativa).

-: Control (Sin estimulo).

Xi: Patron (Atropina 10 m).

Xz: Extracto hidroalcohélico al 70% de Peperomia verruculosa Dahistedt ex A.W. Hil. (Uchuy
papa) 50 pg/mL

Xs: Extracto hidroalcohélico al 70% de Peperomia verruculosa Dahlstedt ex A.W. Hill. (Uchuy
papa) 100 ug/mL

X,: Extracto hidroalcohélico al 70% de Peperomia verruculosa Dahistedt ex A.W. Hill. (Uchuy
papa) 200 pg/mL _

Oz, Oy, Og, Og, O40: Medicitn de la contraccién del ileon de rata inducido con acetilcolina.
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3.2.2 VARIABLES
3.2.21 VARIABLES IMPLICADAS
3.2.2.1.1 VARIABLE INDEPENDIENTE

Dosis del extracto hidroalcohélico al 70% de Peperomia verruculosa
Dahistedt ex A.W. Hill. (Uchuy papa) en animales de experimentacion.
Definicion conceptual: Es la cantidad de extracto disuelto en solucidn
fisiolégica o agua destilada administrado por via oral, dosificado por kilogramo
de peso corporal del animal de experimentacién (Villar del Fresho AM.,1999).
Definicioén operacional

Naturaleza : Cuantitativa
Escala de medicién : Razén
Unidad de medida : mg/ml
Medicion : Directa

Instrumento de medida : Balanza analitica de precisién 0.001 g.
Procedimiento: La dosis a administrar se obtuvo de acuerdo al peso el
animal a ensayar luego se peso el extracto y se diluyd con clorurd de sodio
0.9%', obteniéndose tres concentraciones diferentes (Lock U., 1994 y Villar del
Fresno AM., 1999). |

3.2.2.1.2 VARIABLE DEPENDIENTE

A. Efecto analgésico
Definicién conceptual.- Ausencia de .doior en respuesta a estimulos que
normalmente provocarian dolor. Sustancia (sintética o natural) que inhibe las
reacciones del cuerpo a estimulos dolorosos o percepcion de dolor (Nagle
Hitner, 2007).
Definicién operacional

- Naturaleza : Cuantitativa
Escala de medicion : Razdn
Unidad de medida : Nimero de contorsiones abdominales.
Medicion - !lndirecta

Instrumento de medida : Observacion
Procedimiento : El extracto, la sustancia de referencia y el vehiculo

se administraron por via intraperitoneal, 30 minutos antes de la induccién de
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dolor, cada animal se aisla en una caja y se observa el numero de
contorsiones abdominales que realiza el animal durante 20 minutos (Collier
HDJ,1968, CYTEC,1995).

B. Efecto espasmolitico
Definicién conceptual.- Farmaco u otro tipo de agente que previene o rompe
los espasmos de la musculatura lisa, como por ejemplo la del utero, el tubo
digestivo, intestino o el aparato urinario (Mosby, 2000).
Definicién operacional

Naturaleza : Cuantitativa

Escala de medicién : Razén

Unidad de medida : Disminucién de la contraccion.
Medicion : Indirecta

Instrumento de medida : Equipo amplificador y transductor isotérmico.
Procedimiento: Placas petri con solucion de Tyrode, oxigenado con

segmentos de 2 cm de ileon de rata; estos segmentos de ileon se introduce en

.......

amplificador y transductor isométrico, el que dara lectura de la contraccion del
6érgano (Chavez S. JD y Sucari M. FM, 2009).
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Cuadro N° 01: Resumen de variables

DEFINICION | VARIABLE
OPERACIONAL ¢ v , N i
INDEPENDIENTE DEPENDIENTE
Extracto
hid | Jfi
! r;a c:hc;l;;o de v Efecto Efecto
‘ eperomi ~ analgésico in espasmolitico ex
- verruculosa Dahlstedt | vivo vivo
' ex A.W. Hill.

NATURALEZA Cuantitativa | Cuantitativa Cuantitativa
ESCALA DE Razén Razoén Razén
MEDICION
"UNIDAD DE | mg/mL Namero de Disminucion de

MEDIDA contorsion contraccion
MEDICION Directa " Indirecta indirecta

INSTRUMENTO | Balanza analitica de Observacion | Equipo amplificador
DE MEDIDA precision 0.001 g y transductor

isométrico

" EXPRESION | mg/mL | % de inhibicién [ % de disminucion de

FINAL ' de la contraccion
contorsion

3.2.2.2VARIABLES NO IMPLICADAS
3.2.2.2.1 VARIABLES INTERVINIENTES
A. De la muestra vegetal

Tiempo de recoleccion
Estadio de crecimiento
Altitud de recoleccion
Temperatura de secado
. De la extraccién

Tipo de extraccién

Solvente, concentracion de solvente
Temperatura de maceracion

Tiempo de maceracion

Agitacién periddica de la maceraciéon

: Enero a Marzo

: En floracién

: 3800 m.s.n.m.

: Temperatura ambiente 13°C.

X Hidroalcohélica

: Alcohol de 70%

: Temperatura ambiente 13°C.
- 15 dias.

: Cada 24 horas.



C. De los animales de experimentacion
Sexo: Variable en sujeto nominal macho, en este estudio se utilizaron
ratas macho de la espécie Rattus norvegicus y ratones macho de la
especie Mus Musculus.
Peso: Variable de sujeto que se define como la masa que presenta cada
unidad experimental el peso promedio de los sujetos de experimentacion
es de 25 + 5g. (ratones) y de 300 + 50g. (ratas).
Edad: Variable de sujeto cuya definicion es el tiempo trascurrido desde
el nacimiento de la unidad experimental hasta el momento de la
experimentacion.
Lugar de crianza: Los ratones y las ratas fueron criados en un ambiente
con ventilacibn adecuada y una temperatura promedio de 20° C.
manteniendo buenas practicas de higiene.

D. Del ambiente '
Temperatura ambiente de iaboratorio a la que se realizaron las distintas

pruebas. La temperatura promedio es de 13° C.

3.2.2.2.2 VARIABLES SUBJETIVAS

En la presente investigacidn se trabajé cumpliendo las exigencias a simple
ciego.

3.3 CRITERIOS DE SELECCION

3.3.1 DE LA MUESTRA VEGETAL

CRITERIOS DE INCLUSION

Se recolectd plantas integras de Peperomia verruculosa Dahistedt ex A\W.
Hill,, en floracion libres de hongos, polvo e insectos.

CRITERIOS DE EXCLUSION
Se excluyeron las muestras vegetales que presentan las partes aéreas

danadas o contaminadas con hongos, polvo, insectos, manchas, etc.

3.3.2 DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyeron ratones albinos machos Mus musculus de tres meses de edad,
con peso promedio de 25 £+ 5 gr, para la evaluacién del efecto analgésico in

vivo inducido por acido acético glacial al 3%.
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Se incluyeron ratas albinas machos Rattus norvegicus de tres meses de edad,
con peso promedio de 300 + 50 g, para la evaluacién del efecto espasmolitico
ex vivo inducido por acetilcolina.

3.4 PROCEDIMIENTO DE LA INVESTIGACION

Ubicacion y recolecciéon de .

planta en estudio

Identificacién botanica

A
Pruebas de solubilidad

e

' ”l preliminares |
S

\_ S

Pruebas /In vivo

Figura N° 11: Flujograma de la Investigacion (Elaboracion propia).



3.4.1 OBTENCION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO

Recoleccidén.- La especie vegetal en estudio Peperomia  verruculosa
Dahlstedt ex A.W. Hill. (Uchuy papa), fue recolectada en la Comunidad de
Janac Chuquibamba, Distrito de Lamay, Departamento de Cusco, a 3800
m.s.n.m. en el més de febrero del 2010; en su estado silvestre, en bolsas de papel

periédico.

Foto N° 05: Zona de recoleccién a Foto N° 06: Proceso de recoleccidn y
3800 m.s.n.m. limpieza, sobre los a 3800 m.s.n.m.

Seleccidén.- El material fue cuidadosamente seleccionado, tomando en cuenta
que las partes aéreas (hojas, tallos, flores) estén enteras y libres de particulas
dé polvo, manchas, insectos u hongos. Se procedié a la separacién de las
partes aéreas y raiz, para Iograr un adecuado secado del cormo subgloboso
se cortaron en pequenos trozos.

Desecacién.- Se realizd en una mesa con papel periddico, en ambiente
sombreado y ventilado.

Molienda.- Una vez obtenida la muestra seca se prdcedié a la molienda en un
molino de granos (Marca Corona).

‘Maceracién.- Molida la muestra se procedi6 a macerar en etanol al 70% con
agitacion cada 24 horas por un periodo de 15 dias a temperatura ambiente,
realizando tres extracciones hasta agotamiento (5, 10 y 15 dias), y los filtrados
obtenidos fueron concentrados a sequedad a 37 °C para finalmente obtener el
extracto seco.
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3.4.2 PORCENTAJE DE HUMEDAD ’
La determinaciéon de la humedad se realizé por triplicado en placas Petri
conteniendo 10 gramos de muestra fresca trozada, las cuales fueron
introducidas a la estufa a una temperatura de 40°C hasta la conseguir un peso
constante; para luego determinar _el porcentaje de humedad mediante la

~ siguiente férmula:

M1-M2
Mi

%H = X100 ...... Ec. 01

Donde:

%H = Porcentaje de Humedad
M1 = Peso de muestra fresca
M2 = Peso de muestra seca

Foto N° 08: Muestra seca del cormo
subgloboso de Peperomia

Foto N°I 07: Proceso de secado del

cormo subglo icad s
Co0 subgloboso, picado en estufa & - Jerrucuiosa Dahistedt ex AW. Hill

(Uchuy papa), por triplicado.

3.4.3 PORCENTAJE DE RENDIMIENTO

Se pes6 50g del cormo subgloboso de Peperomia verruculosa Dahlstedt ex
AW. Hill. (Uchuy papa), previamente secas y molidas, se sometid a
maceracion con etanol al 70%; se realizaron 4 extracciones por agotamiento
cada 8 dias. El porcentaje de rendimiento de extraccién se calculé mediante la
siguiente relacién: | |

%E = %{ x 100 ......Ec. 02

Donde:
% E = Porcentaje rendimiento.
Pf = Peso final (extracto seco).
Pi = Peso inicial (muestra molida).
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Foto N° 09: Filtrado del Foto N° 10: Separacién del
extracto hidroalcohélico al 70% extracto hasta agotamiento.

3.4.4 PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Para realizar las pruebas de solubilidad se tomé aproximadamente 10 mg del
extracto en diferentes tubos de ensayo y luego se le agregé 1 mi de solvente
de diferentes polaridades, ordenados en forma descendente del mas polar al
menos polar, asi determinar la naturaleza disolutiva de los extractos, mediante
agitacion aproximadamente por 2 minutos, a temperatura aproximada de 15°C
(temperatura ambiente) y a 40 °C. ’

Cuadro N° 02
Solventes para las pruebas de solubilidad

SOLVENTES

Agua destilada Acetona

Cloruro de sodio al 0.9% Cloroformo

Metanol Eter etilico
Etanol al 40% Benceno

Etanol al 50% Hexano

Etanol al 70% Eter de petréleo
Etanol al 96% Bencina

Acetato de etilo

Fuente: Elaboracién propia
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3.4.5 ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO
Se realizé la marcha fitoquimica para la determinacién de metabolitos,
secundarios en el extracto seco mediante reacciones quimicas especificas de

caracterizacion.
Cuadro N° 03
Prueba del Analisis Fitoquimico Cualitativo
METABOLITO REACTIVO
SECUNDARIO
Azucares reductores Benedict
Glucosidos Benedict modificado
Alcaloides Dragendorf y Mayer
Aminoacidos . Ninhidrina
Flavonoides Shinoda
Compuestos fendlicos Cloruro férrico
Taninos Gelatina-sal
| Saponinas Prueba de la espuma |
Esteroides y triterpenoides Lieberman y Bourchad |
Quinonas Borntrager

Fuente: Elaboracion propia

Para la preparacién de los reactivos y el procedimiento a seguir (anexo N° 05).

.}Mu”
>‘ ‘L ;}.

Foto N° 11: Marcha fitoquimica cualitativa de
Peperomia verruculosa Dahlstedt ex AW. Hill
(Uchuy papa)
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3.4.6 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Por este método se hace una descripcion morfoldgica de la droga, para lo cual
se tomé una determinada cantidad del extracto del cormo subgloboso, una vez
tomada la muestra se procedié a realizar los ensayos de andlisis sensorial, es
decir comprobar todos aquellos pardmetros que captan los érganos de los
sentidos como el gusto, olfato, vista y tacto; una vez realizada la evaluacion se
registraron todas las observaciones. Estas caracteristicas con frecuencia son
fugaces, puesto que las influencias exteriores son capaces de alterarlos y
borrarlos totaimente. (Palacios V. J., 1997 y Harrison T.J., 1984).

Foto N° 12: Observamos las caracteristicas organolépticas del extracto
de Peperomia verruculosa Dahlistedt ex AW. Hill. (Uchuy papa)

3.4.7 EFECTO ANALGESICO

3.4.7.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Los extréctos, la sustancia de referencia y el vehiculo se administra por via oral
(v.0.), en un volumen de 0.5 mL, 30 min antes de la inyeccién intraperitoneal
(i.p.) de 0.25 mL de una solucién acuosa de acido acético de 3%. El farmaco
patrén es la Indometacina a una dosis de 10 mg/Kg via oral (v.0.). Los
extractos se ensayan a diferentes dosis: 12.5, 25 y 50 mg/Kg via oral (v.0.).
Siempre que sea posible se utiliza el agua como vehiculo. Inmediatamente
después de la administraciéon del agente algésico, cada animal se aisla en una
caja individual para observar el nUmero de contorsiones abdominales que
presenta el animal durante 20 min. (Collier HDJ,1968 y CYTED, 1995).

NCc - NCp

%Inh = NCc

x 100 ...... Ec. 03
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Donde:

%Inb = Porcentaje de inhibicion de la contorsion
NCc = Numero de contorsiones del grupo control
NCp = Ndmero de contorsiones del grupo probiema

Foto N° 13: Administracién intraperitoneal Foto N° 14: Administracién por via oral
de acido acetico al 3%, 0.25 mg/Kg de del extracto, Indometacina y solucion
peso. fisiologica 0.5 mg/mL

Fundamento: El fundamento de esta técnica consiste en la induccion de
dolor en el raton, mediante la inyeccién de acido acético al 3% VIV
Intraperitoneal que produce una baja de pH, causando el dolor.

-Foto N° 15: Contorsién provocada por la inyeccién
intraperitoneal de 0.25 mL/kg de una solucién de acido
acético al 0.3%. '

3.4.7.2 PROCEDIMIENTO

a. PREPARACION DE SOLUCIONES

Preparacion de acido acético glacial al 3%.

Tomar 0.3 mL de acido acético glacial al 99.9% de pureza y aforar a 10 mL con

agua destilada. Del cual se le administra a cada ratdn por via intraperitoneal de
0.25 mL.

1
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Foto N° 16: Acido acético
glacial al 3%, aforado a fiola
de 10mL.

e |

Preparacion de diluciones del extracto (ver anexo N° 12)

SRRy

Para 50 mg/Kg: Se procede a pesar 5.2 mg del extracto hidroalcohélico de
Peperomia verruculosa Dahistedt ex AW. Hill. (Uchuy papa) en una fiola de 5
mL y se afora con solucion fisiologica, de tal modo que se administra por via
oral 0.5 mL a cada animal.

Para 25 mg/Kg: Se procede a pesar 2.7 mg del extracto hidroalcohdlico de
Peperomia verruculosa Dahlistedt ex A W. Hill. (Uchuy papa) en una fiola de 5
mL y se afora con solucién fisiolégica, de tal modo que se administra por via
oral 0.5 mL a cada animal.

Para 12.5 mg/Kg: Se procede a pesar 1.45 mg del extracto hidroalcohdlico de
Peperomia verruculosa Dahlstedt ex AW. Hill. (Uchuy papa) en una fiola de 5
mL y se afora con solucién fisiolégica, de tal modo que se administra por via

oral 0.5 ml a cada animal.

Foto N° 17: Diluciones del extracto de 50, 25 y 12.5
mg/Kg de peso del extracto de Peperomia verruculosa
Dahlistedt ex A.W. Hill. (Uchuy papa).

Preparacién de Indometacina 10mg/Kg
Se pesa 0.96 mg de Indometacina 25 mg y aforar a 5 mL. Del cual se

administré a cada ratén por via oral 1.25 mL.
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Foto N° 18:; Calculo y preparaciéon de la
solucién de Indometacina 10 mg/Kg de
peso.

b. PREPARACION DE LOS ANIMALES
Se utilizaron ratones macho, con un peso comprendido entre 2515 g, que han
permanecido en ayunas durante un periodo de 12 horas previo al experimento.

Foto N° 19: Registro del peso de Foto N° 20: Marcado del ratéon para
ratones por cada grupo experimental. diferenciar  de cada grupo
experimental.

Foto N° 21: Formacién de cada grupo, con animales de
experimentacion.
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3.4.8 EFECTO ESPASMOLITICO

3.4.8.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

La porcién de ileon asi obtenida se conserva en una placa petri que contiene
solucién de Tyrode a 37 C° de temperatura. Se toma el corte aproximado de 2
cm. de longitud, procediéndose a la eliminacion del tejido superfluo y limpieza
intraluminal (Pascual et al., 1999).

A continuacion se colocaran dos puntos opuestos de sujeciéon donde el extremo
distal se fija a la varilla y el proximal se acopla a un transductor isométrico a
través de un gancho metalico atado al transductor con hilo de sutura seda
negra trenzada N° 03, ajustado con la correspondiente tension (Pascual et al.,
1999). Para el montaje de la preparacion se ha utilizado un bafio de érgano con
una copa con capacidad para 25 mlL. que se llena de solucion Tyrode, se
burbujea con un aireador y se mantiene a la temperatura constante de 37 °C

(Cherbut et al., 1996).
DCc - DCp

%Dism.Cont.= x 100 ...... Ec. 04
DCc
Donde:
% Dism. Cont. = Porcentaje de disminucién de contracciones
DCc = Disminucién de contraccion del grupo control

DCp = Disminucién de contraccién del grupo problema

Foto N° 22: Limpieza y eliminacién del Foto N° 23: Montaje del ileon en un

tejido superfluo del ileon, en solucién de bafio de oérgano de 25 mL,
Tyrode, a 37°C y suministro de aire. oxigenado.

Se debe tener en cuenta ciertos parametros en el Chart antes de empezar las
lecturas, primero elegir en el menu de programacién un solo canal de lectura,
buscar la velocidad de muestreo adecuada en nuestro caso se trabaj6é con la
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velocidad 1s/sample, Iuiego elegir la amplitud que sera de 50 mV, en escala
vertical unipolar o bip‘Llar dependiendo del requerimiento, y una escala
horizontal de 1:1.

La preparacion se deja estabilizar por 20 min. Una vez conseguido una linea
basal estable, podemos afadir al bafio las sustancias que provoquen la

contraccion o relajacion de la musculatura lisa (Cherbut C. et al., 1996).
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Foto N° 25: Estabilizacion de 20 min antes de afiadir el extracto o farmaco.

Al contraerse el ileon este| tira del transductor con una fuerza que se transforma

en una sefal eléctrica. Después de ser ampliada por el amplificador, podremos
observar en la pantalla del ordenador una subida o bajada de la linea basal

(Cherbut et al., 1996).
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Foto N° 26. Tra'nsductor isométrico, 27: Adicién directa del

Foto N°
ubicado en la| parte superior del extracto o patrén al bafio de érgano
bafio de 6rganq. donde esta montado el ileon.

Se hicieron pruebas aﬁédiendo concentraciones del extracto hidroalcohdlico,
luego lavando el tejido (ileon) antes de adicionar la siguiente concentracion,
pero no se obtuvo buené:s resultados con este procedimiento, puesto que las
contracciones espontaneas (mV) disminuia considerablemente, por lo cual se
decidié cambiar el tejido l)ara cada concentracion utilizada.
FUNDAMENTO: Consiste en la induccién de contracciones de un segmento de
ileon, especificamente la capa muscular del ileon que es la musculatura lisa,
con la dosis acumulativg de acetilcolina, que interacciona con los recetores
muscarinicos -(Ms). Dese|ncadena una serie de procesos, que conducen a un
incremento de Ca*? intracelular provocando la contraccion del musculo liso.
3.4.8.2 PROCEDIMIENTO

a. PREPARACI()J\I DE SOLUCIONES:

Solucién de Tyrode (para 500 mL de solucién)

NaCl 49

KCI 0.1g
CaC!zl 0.1g
MgCIz| 0.05¢g
NaHzi!‘:’O4 0.025g
NaHCO; 05¢
Gluco‘sa 05¢g
H.O diestilada C.S.p. 500 mL

55



Foto N° 28:. Pesado de los reactivos Foto N° 29: Preparacién de
para la preparaci¢n de la solucién de 500 mL solucién de Tyrode
Tyrode. con agua destilada
Preparacion de Acetilcblina 2x102M
Para 10 mL de soluciéllr se pesa 0.045222g de ACh (PM = 226.11) y aforar
hasta 10 mL con Solucién de Tyrode.
Para afadir la acetilcolina al bafio de érganos, la copa debe tener un volumen

de 20 mL.

Foto [N° 30: Diluciones de acetilcolina de 2x10? a 2x107

Preparacion de las diluciones de los extractos.
Se procede a pesar LO mg del extracto hidroalcohdélico de Peperomia
verruculosa Dahlstedt el AW. Hill. (Uchuy papa) en una ficla de 10 ml y se
afora con solucién TyrodL, de tal modo que se tendra una concentracion igual a
1 mg/mL. |

A la copa de tejido se le agregan volimenes de 0.05, 0.1 y 0.2 mL de la

solucion obteniéndose concentraciones de 50, 100 y 200 ug/mL de extracto.

56



Foto N° 31: Diluciones de extracto hidroalcohdlico
de 50, 100 y 200 pg/mL

Preparacién de Atropina 10 M (PM = 289.37)

Se toma 0.29 ml de Atropina 1mg/1mL y se afora a 10 mL con agua destilada,
del cual obtenemos10™'M. ,

De esta solucion 10" M, se toma 1 mL y se afora a 10 mL, asi sucesivamente
hasta llegar a la 10™* M. El cual es usado como patrén.

b. PREPARACION DE LOS ANIMALES
Se utilizaron ratas macho, con un peso comprendido entre 2501+50 g, que han
permanecido en ayunas durante un periodo de 24 horas previo a su sacrificio.
Se sacrifican mediante un golpe en la cabeza (Pascual et al., 1999).

5 /

; |
Foto N° 32: Registro de peso de Foto N° 33: Equipo de diseccién para
las ratas remocion del paquete intestinal y

extirpacién del ileon.
Se accede a la masa intestinal por diseccion de la piel y de la musculatura de fa
pared anterior del abdomen. Se identifica el ileon y se extrae un segmento de
una longitud aproximada de 2 cm., despreciandose 1 cm. mas distales (unién
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ileocecal) por poseer una gran cantidad de receptores alfa-adrenérgicos
excitadores (Pascual et al., 1999).

Foto N° 35 Identificacion del ileon vy Foto N° 34. Diseccion de la piel y la
~extirpacion, para luego introducirlo a la musculatura de la pared anterior del
solucién Tyrode oxigenada para su limpieza. abdomen.

349 DE LA ESCALA DE VALORACION DE LOS EFECTOS
‘FARMACOLOGICOS ANALGESICO Y ESPASMOLITICO

Cuadro N° 04: Criterios de valoracion del efecto farmacolégico del
extracto hidroalcohélico al 70% de Peperomia verruculosa Dahlstedt ex
A.W. Hill. (Uchuy papa)

| CRITERIOS DE | % DE EFECTO
VALORACION FARMACOLOGICO

Muy efectivo 75% - 100%

Efectivo 50% - 75% I
Medianamente _ - 25% - 50%

Poco efectivo 1% - 25%

No efectivo 0%

Fuente: Propia 2010

3.4.10 TECNICAS DE ANALISIS Y PROCESAMIENTO DE DATOS

Los datos obtenidos en cada uno de los indicadores del efecto analgésico y
espasmolitico, seran procesados mediante el paquete estadisticoSPSS.13.0
(Stadistical Package for Social Science), analisis de varianza de (ANOVA) y
jerarquizacion de DUNCAN.
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CAPITULO IV:
ANALISIS Y DISCUSION DE
RESULTADOS

4.1 DE LAS PRUEBAS PRELIMINARES
4.1.1 DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD

- TablaN° 01
Porcentaje de humedad del cormo subgloboso de Pep_eromia verruculosa
Dahlstedt ex AW. Hill. (Uchuy papa)

Numero de | Pesodela muestra|  Pesodela | % de
determinaciones j fresca (g) ' muestra seca (g) humedad
1 T ] 6.12 T 3879
2 b 10 6.32 1 3%w72
Promedio del porcentaje de hurﬁedad S 38.5611.732 |

Fuente: Datos experimentales.
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Interpretacién y discusion:

En la Tabla N° 01, el porcentaje de humedad fue de 38.56%, es relativamente
bajo. Las pruebas se realizaron por triplicado, de acuerdo al método
gravimétrico. '

Es importante conocer el porcentaje de humedad para el proceso de secado,
permitiendo interrumpir los procesos de degradacion producidos por las
enzimas o fermentos, también impide el desarrollo de microorganismos y las
reacciones de oxidacion e hidrélisis, que pueden dafar las caracteristicas

organolépticas del extracto seco.

4.1.2 DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO

Tabla N° 02
Porcentaje de rendimiento del extracto hidroalcohélico al 70% de
Peperomia verruculosa Dahlistedt ex AW. Hill. (Uchuy papa)

‘ ‘ % de
Peso inicial (g) "Peso final (g) - extraccion -
50 } 8.7 17.4

Fuente: Datos experimentales.

Interpretacion y discusion:

En la Tabla N°® 02, el porcentaje de rendimiento fue de 17.4 %, es importante la
determinacién del porcentaje de rendimiento; puesto que éste determina la
cantidad de planta pulverizada necesaria para obtener el extracto |
hidroalcohdlico y la cantidad necesaria de muestra a recolectar para la
investigacidon, también permite hacer comparaciones del porcentaje de
rendimiento con solventes de diferente polaridad y otras especies.
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4.1.3 DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Cuadro N° 05: Caracteristicas organolépticas del extracto hidroaicohélico

al 70% de Peperomia verruculosa Dahlstedt ex AW. Hill. (Uchuy papa)

| ] ; EXTRACTO
- CARACTERISTICAS | HIDROALCOHOLICO
Color |  Pardooscuro
| (rlr)lvor ', Suigéneris
'Sabbr o ; - ‘}Amargb
Aspecto N | Uniforme
Consistencia |  Blanda

Fuente: Datos experimentales obtenidos en ficha (ver anexo N° 06)

Interpretacién y discusion:

El extracto seco obtenido por maceracion con etanol al 70% es de color pardo
oscuro, de aspecto uniforme, sabor amargo, olor suigeneris, de consistencia
blanda, resultados semejantes a los obtenidos por (Chavez et al., 2009); estas
caracteristicas son de importancia. para la identificacion del extracto, muy
inherentes y particulares para cada tipo de especie sostenido por (Moscoso G.,
2002). '
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4.1.4 DE LAS PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Cuadro N° ¢6: Pruébas de solubilidad del extracto hidroalcohdlico al 70%

""" PRUEBAS DE SOLUBILIDAD
SOLVENTE T° AM1B7|°ECNTAL: 40°C
Mﬁ%gua destilada | o+ .+ T
Solucion fisiologica ' +++ -+ 4
Metanol | e 4 -
Etanol al 40% + 4+ - ++ -
Etanol al 50% ++ + 44
Etanol al 70% o+ + o+ +
Etanol al 96% o+ t T4
Acetato de etilo I
Acetona j +-- .' + -
“Cloroformo 5 4o : + -
Fteretilico - | - ) R
'Benceno - 1 .
Hexano b - I D
 Eter de petroleo | T | S
‘Bencina —- ‘ o

Fuente: Datos experimentales obtenidos en ficha (ver anexo N° 07
Leyenda: '

> (+++) :Muy soluble

> (++-) :Soluble _
> (+--) :Parcialmente soluble
> (---) Insoluble

Interpretacién y discusion:

A temperatura de 40°C, las pruebas de solubilidad del extracto hidroalcohdlico
no tuvieron ninguna diferencia considerable en comparaciéon con las pruebas
de solubilidad a temperatura ambiente.

De las pruebas de solubilidad del extracto seco hidroalcohdlico se evidencia
que es altamente soluble en solventes polares principalmente en agua, a
diferentes concentraciones de etanol-agua y suero fisioldgico; siendo

parcialmente soluble e insoluble en solventes apolares.
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4.1.5 DEL ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO

Cuadr_o N° 07: Analisis fitoquimico cualitativo del extracto hidroalcohdlico -

al 70% de Peperomia verruculosa Dahlstedt ex AW. Hill. (Uchuy papa)

<

ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO

naftoquinonas)

 METABOLITO SECUNDARIO REACCION/ PRUEBA | RESULTADOS |
o Azucarés reductbres ‘Egenedict o
o HC! 1% Reflujar NaOH | )
Glucédsidos 1% Benedict -
Alcaloides Dragendorf _ +-
Aminoacidos Ninhidrina ---
Flavonoides (flavonas e isoﬂaVonas) Shinoda + + -
Compuestos fendlicos FeClz 1% +++
Taninos | Gelatina— NaCl 1% ---
Saponinas indice de espuma ---
Lactonas: a,B-insaturada Baljet +++
. L : Lieberman-Bourchad. ---
Esteroides y triterpenoides Salkowski .-
Quinonas (antraguinonas y Borntrager e

~ Fuente: Datos experimentales obtenidos en ficha (ver anexo N° 08)

Leyenda: _
> --- ~ : Ausencia de metaboiito
» +-- : Leve presencia de metabolito
» o+ . Moderada presencia del metabolito
> +++ : Intensa presencia del metabolito
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Interpretacion y discusion:

El Cuadro N° 06, por reacciones de caracterizacion especificas se determiné la
presencia de matabolitos secundarios, tal como se muestra en el cuadro, la
intensa presencia de compuestos fendlicos y lactonas (a,B-insaturada),
moderada presencia de alcaloides, flavonoides (flavonas e isoflavonas) y
quinonas (antraquinonas y naftoquinonas), ademas de una leve presencia de
esteroides y triterpenoides, corroborandose la presencia de alcaloide,
triterpenoides y flavonoides como dihidroflavonoles e isoflavonas en (Guillermo
N. et al., 2002), flavonoides y compuestos fenoélicos afirmado por (Lorente LD,
2006), son capaces de inhibir las contracciones del ileon, inducida tanto
eléctricamente como farmacolégicamente.

Los compuestos fendlicos y flavonoides presentan actividad antialérgica,
antiinflamatoria, analgésica y capacidad antioxidante.

Por otro lado los alcaloides, triterpenoides y compuestos fendlicos presentan
actividad analgésica y cicatrizante (Blanco N., 2006). No obstante, (Galvez et
al., 1995) sostiene que los flavonoides no ejercen, solo un efecto preventivo en

modelos de diarrea aguda, sino también en modelos de diarrea cronica.
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4.2 DEL EFECTO ANALGESICO

Tabla N° 03
Efecto analgésico in vivo del extracto hidroalcohélico al 70% de Peperomia
verruculosa Dahlstedt ex AW. Hill. (Uchuy papa) sobre la contorsion
abdominal inducida por acido acético al 3% en ratones albinos.

N p e e e o e e g £ s e map e e oy e =
1
i
!

! 1 B o ;
1 ; i r intervalo de - 1
| i

! | confianza parata '

‘ Media . .. | " media al 95%

! GRUPOS DE e . ; Desviacion . Error ., ARG .

' COMPARACION No° - (contor.swnes tipica tipico - Minimo : Maximo ;

- abdominales) . ; - _— i

_ ; 1 | Limite Limite

| i inferior superior -

‘ Patrén 4 45 2.4 1.2 0.7 8.3 2.0 7.0

1 Extracto 12.56 mg/kg 4 8.8 ‘ 57 2.9 -0.4 17.9 20 14.0

1{ Extracto 25 ma/kg 4 1.8 2.1 10 -05 5.0 0.0 40

f Extracto 50 mg/kg 4 1.5 1.7 0.9 -1.3 4.3 0.0 3.0
Control 4 9.0 4.2 2.1 2.2 15.8 6.0 15.0

Fuente: Procesamiento estadisticos de datos experimentates 2010.

En la tabla N° 03 se aprecia el efecto analgésico in vivo del extracto
hidroalcohdlico al 70% de Peperomia verruculosa Dahistedt ex. AW. Hill.
(Uchuy papa) sobre la contorsién abdominal inducida por acido acético al 3%
en ratones albinos, donde en promedio se tienen los siguientes resultados,
aplicando el patréon (Indometacina), los ratones presentaron 4,5 contorsiones
en un periodo de 20 minutos, mientras que con el extracto de 50 mg/kg
presentd cerca de 1,5 contorsiones, mostrando mejor efecto analgésico que la
Indometacina, asi como el grupo control (blanco), donde se observaron en
prbmedio de 9 contorsiones en 20 minutos.
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Tabla N° 04
Andlisis de varianza (ANOVA) del efecto analgésico in vivo del extracto
hidroalcohélico al 70% de Peperomia verruculosa Dahlstedt ex A.W. Hill.
(Uchuy papa) sobre la contorsién abdominal inducida por acido acético al

3% en ratones albinos.

‘; I ] 7 T

55 | . it i

4 Suma de 1 Media ! 1 .

ANOVA | cuadrados i ol | cuadratica | F } Sig.
__ 4 e | i 1
Inter-grupos J 212.300 . 4 i B53.075 - 4.157 0.018
Intra-grupos 191.500 15 12.767
Total  403.800 | 19 ;
i . . 1 B

Fuente: Elaboracién propia 2010

Leyenda:

gl = Grados de libertad

F = Distribucién de Fischer

Sig. = Significancia: p<0,05 (significativa) y p<0,01 (muy significativa)

En la tabla precedente se aprecia la comparacion del efecto analgésico
aplicando el ANOVA (Analisis de Varianza), donde con un nivel de significancia
de 0.018 se concluye que existen diferencias significativas entre los grupos de

comparacion.
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Tabla N° 05
Prueba de DUNCAN del efecto analgésico in vivo del extracto
hidroalcohélico al 70% de Peperomia verruculosa Dahlstedt ex A.W. Hill.
(Uchuy papa) sobre la contorsién abdominal inducida por acido acético al
3% en ratones albinos.

B - Duncan® ——‘—_J
T . Subconjunto para alfa = 0.05
Grupos de comparacién i N ) RS
- Extracto 50 mg/kg | 4 1.500
~ Extracto25mglkg | 4 1.750
_ Patron 4 - 4.500
|  Extracto 12.5 mg/kg 4 8.750
[ Control .4 9.000
5 Sig. | 0278 0.111

Fuente: Eiaboracion propia 2010.
En la tabla N° 05, se aprecia los resultados posteriores al ANOVA, para
conocer el orden jerarquico del efecto analgésico del extracto hidroalcohdlico al
70% de Peperomia verruculosa Dahistedt ex. AW. Hill. (Uchuy papa),
obteniendo finalmente que el extracto de 50 y 25 mg/kg se encuentran en un
mismo grupo con el patrén, mostrando estadisticamente el mismo efecto
analgésico, mientras que el extracto de 12.5 mg/kg y el grupo control '(blanco)
mostraron un efecto analgesico menos efectivo.

Se muestra la prueba de Duncan para los niveles medios del numero de
contorsiones abdominales de Mus musculus, a los 20 minutos, agrupados en
subgrupos homogéneos, se observa que existen diferencias significativas en el
numero de contorsiones, siendo marcadas para el grupo patrén y los extractos
de 50 y 25 mg/kg; mas al observar que los valores son positivos se trata de la

disminucion del nimero de contorsiones abdominales.
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Figura N° 12: Media del efecto analgésico in vivo del extracto hidroalcohélico al 70% de
Peperomia verruculosa Dahlstedt ex A W. Hill. (Uchuy papa) (Fuente propia 2010)

Interpretacién y discusién:

Analizados los resultados obtenidos, después de administrar el extracto
hidroalcohdlico a 70% de Peperomia verruculosa Dahistedt ex AW. Hill.
(Uchuy papa), a ratones albinos Mus musculus por via oral, y evaluar el efecto
analgésico, considerando la disminucién de contorsion, teniendo como farmaco
patrén a la Indometacina, vemos que hay significancia estadistica del efecto
analgésico en relaciéon con el grupo que no recibié extracto o farmaco (control),
evidenciado con el analisis de varianza ANOVA, el efecto de los extractos con
dosis de 50 mg/Kg, seguido de 25 mg/Kg; siendo mejor el extracto de 50
mg/Kg, de lo que este andlisis estadistico realizado apoya a la hipétesis del
trabajo planteado. Los antecedentes bibliograficos demuestran .que el efecto
analgésico obtenido, se encuentra en el rango de concentracion efectiva de
25-250 mg/Kg, obtenido por (Fernandez D. et al. 2010 y Ledén N. et al. 1996),
a diferencia de (Mufioz C.E., 2009) que lo obtiene a la dosis de 100 mg/Kg y el
efecto analgésico periférico semejante al obtenido por (Barzaga F., 2005,
Buznego R.et al., 2005 y Llanio, M. et al. 2003). |
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Tabla N° 06
Media del nimero de _contorsiones abdominales y porcentaje de
inhibicién respecto al grupo control

GRUPO CONTORSIONES || % DE INHIBICION
ABDOMINALES
Indometacina 10 mg/Kg [ j[' 1
Extracto 12.5 mg/Kg Y 8 '“'“2‘;25 T
‘h_. Extracto 25 mg/Kg TE* | { B 80.55 j
Extracto 50 mg/Kg 1. 5 : 83.33

— G | o ] _ )

FUENTE: Tratamiento estadistico de datos experimentales

i —
60% / \
/ N\
o %\ / I
o — N\ \

20% \ / YA Y
10% N\ /. 7?
0% —————————GN - f

Patrén Control 50 mg/Kg 25mg/Kg 12.5 mg/Kg

% de inhibicién

Figura N° 13: % de inhibicién de contorsién abdominal de los grupos de estudio frente al patron
(Fuente propia 2010).
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4.3 DEL EFECTO ESPASMOLITICO

TABLA N° 07
Efecto espasmolitico ex vivo del extracto hidroalcohdlico al 70% de
'Peperomia verruculosa Dahlstedt ex A.W. Hill. (Uchuy papa) sobre las
contracciones inducidas por acetilcolina en ileon de rata.

I Intervalo de
confianza para la
GRUPOSDE || . |l Desviacié || Error media al 85% . .
comparacion|f N || Media | “nigica || tipico 1 Minimo | Maximo
Limite Limite
inferior superior i
Patron 13 134 040 011 109 1.58 0.90 2.50
- ! ‘; W - 5 - P —
50 pg/mL 13 } 4.43 182 % 050 { 333 | 553 1[ 222 8.30
100 pg/mL 13 267 100 ; 028 207 3.28 1.57 488
’———__"____"'——'_——‘ - 1 “ _ _:. e ——y
200 pg/mL 12 [ 477 }[ 1.88 054 | 357 | 596 l[ 2.47 8.61
Al I ) _J R |
Control 11 331 064  0.19 289 | 374 2.44 424
Total | 62 | 3.28 1.78 023 | 283 ! 373 i 0.90 8.61

Fuente: Procesamiento estadisticos de datos experimentales 2010

En la tabla N° 07, se aprecia el efecto espasmolitico in vivo del extracto
hidroalcohdlico al 70% de Peperomia verruculosa Dahlstedt ex AW. Hill.
(Uchuy papa) sobre la contraccion del ileon de rata inducida por acetilcolina,
donde en promedio se tienen los éiguientes resultados, aplicando el patrén
(Atropina), los 6rganos presentaron una amplitud de contracciéon constante de
1,34 contracciones en periodos de tiempo de 3 minutos, mientras que con el
extracto de 100 pg/mL presentaron cerca de 2,67 siendo este extracto el que
mas se aproxima al grupo patrén.

70



Tabia N° 08
Analisis de varianza (ANOVA), del efecto espasmolitico ex vivo del
extracto hidroalcohdlico al 70% de Peperomia verruculosa Dahistedt ex

A.W. Hill. (Uchuy papa) sobre las contracciones inducidas por acetilcolina

en ileon de rata.

Fuente: Elaboracién propia 2010

Sumade | ~ Media || )
ANOVA cuadrados ] gl J(cuadrética [ F ]r Sig.
= ) — )
Inter 97.416 l[ 4 ( 24.354 T[ 14.373 ‘Fo.ooo
grupos ( | |
: 477****1 I | G .J R S
Intra- 96.583 57 1694 t |
grupos | | ; ;
— Total || 193.999 et l | ’l[f' 1}
. ]

En la tabla precedente se aprecia la comparacién del efecto espasmolitico aplicando el
ANOVA (Andlisis de Varianza), donde con un nivel de significancia de 0.000 se

concluye que existen diferencias muy significativas entre los grupos de comparacion.
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Tabla N° 09
Prueba de DUNCAN del efecto espasmolitico ex vivo del extracto
hidroalcohdlico al 70% de Peperomia verruculosa Dahistedt ex A.W. Hill.

(Uchuy papa) sobre las contracciones inducidas por acetilcolina en ileon
de rata.

b

Duncan

Grupos de [ 1 Subconjunto para alfa = 0.05 ‘
comparacién y s : 3

— Patron 13 J 1338 WL f
100 pg/mL | 13 T
— Control || 11 L r 3313 L
S | EUE e e e
50 pg/mL | 13 - 4427
200 pg/mL "[ 12 ‘r ‘L ‘L 4765 |
I RS S

Sig. - 1.000 0.226 ~0.521

Fuente: Elaboracion propia 2010

En la Tabla N° 09, se aprecia los resultados posteriores al ANOVA, para conocer el
orden jerarquico del efecto espasmolitico del extracto hidroalcohdlico al 70% de
Peperomia verruculosa Dahistedt ex A.W. Hill. (Uchuy papa), obteniendo finalmente
que el extracto de 100 ug/mL. se encuentra mas cerca del efecto espasmolitico del
grupo patrén, sin embargo el grupo control mostré estadisticamente el mismo efecto
espasmolitico que el extracto de 100 pg/mL.
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Figura N° 13: Media del efecto espasmolitico ex vivo del extracto hidroalcohélico al 70% de

Peperomia verruculosa Dahlstedt ex AW. Hill. (Uchuy papa) sobre las contracciones inducidas
por acetilcolina en ileon de rata.

Interpretacién y discusion:

Analizados los resultados obtenidos, después de administrar el extracto
hidroalcohdlico a- 70° de Peperomia verruculosa Dahistedt ex AW. Hill.
(Uchuy papa), al bafio de érganos con ileon de ratas macho Rattus norvegicus,
y evaluar el efecto espasmolitico, considerando la disminuciéon de amplitud de
contraccién, teniendo como farmaco patrén a la Atropina, vemos que no hay
significancia estadistica del efecto espasmolitico en relaciéon con el grupo que
no recibié extracto o farmaco (control), evidenciado con el analisis de varianza
ANOVA, siendo éptimo el efecto con la dosis de 100 pg/mL, este analisis
estadistico realizado apoya a la hipétesis del trabajo planteédo. Los
antecedentes bibliograficos demuestran que el efecto espasmolitico obtenido,
es similar a _la investigacion realizada por (Alba R. etal, 2009 y Ruiz S., et al.,
2004). También demostraron efecto relajante frente a la acetilcolina (Bigovic
D.,2010 y Sadraei H., 2008).
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Figura N° 14. % de efecto espasmolitico sobre las contracciones de los grupos de estudio
frente al patrén (Elaboracién propia 2010). . .
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44 DE LA ESCALA DE VALORACION DE’ LOS EFECTOS
FARMACOLOGICOS ANALGESICO Y ESPASMOLITICO

Cuadro N° 08: Criterios de valoracién del efecto Analgésico

7 % : : -t
DOSIS - DE INHIBICION : CRITERIO DE
EVALUADA DE LA VALORACION
- CONTORSION ¢
E 22.22% Poco efectivo
g 8333% | Muyefectivo |
Indometacina f 50% Medianamente |

Fuente: Propia 2010

En el cuadro N° 08, las dosis de 25 y 50 mg/Kg, se conoce que el % de
inhibicién de la contorsién es 80.55 y 83.33 % respectivamente, superandoa al
efecto de la Indometacina y en el criterio de valoracién se ubican entre los muy
efectivos. |

Cuadro N° 09: Criterios de valoraciéon del efecto espasmoliticb

~1 % DE DISMINUCION | _ CRITERIO DE
DOSIS . DE CONTRACCION | VALORACION
EVALUADA | | I
50 yg/mL 64% I FEfectivo
100 pg/mL 77% | ~ Muy efectivo
200 pg/mL 2% ~ Efectivo
Atropina | 80% Muy efectivo

Fuente: Propia 2010

En el cuadro N° 09, la dosis de 100 pg/mL, tiene como % de disminucion de
contraccién 77%, aproximandose al patrén Atropina, ubicandose entre los muy
efectivos. |
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'CONCLUSIONES

1. Se determiné que el extracto hidroalcohdlico de Peperomia verruculosa
Dahlstedt ex A W. Hill. (Uchuy papa), presenta efecto analgésico sobre la
contorsion abdominal de ratones Mus musculus, inducido con acido acético,
y efecto espasmolitico sobre la contraccibn de ileon de rata Rattus
norvegicus, inducido con acetilcolina, por lo tanto de acepta la hipotesis.

2. En las pruebas preliminares se reportd lo siguiente: un porcentaje de
humedad correspondiendo al 38.56%, porcentaje de rendimiento de 17.4%,
en la marcha de solubilidad se observé que es altamente soluble en
solventes polares y en el estudio fitoquimico cualitativo mostro la presencia
en gran cantidad de compuestos fendlicos y lactonas, seguido de alcaloides,
flavonoides y quinonas del extracto hidroalcohdlico de Peperomia
verruculosa Dahlstedt ex AW. Hill. (Uchuy papa).

3. El extracto hidroalcohdlico de Peperomia verruculosa Dahistedt ex AW. Hill.
(Uchuy papa), administrado por via oral en ratones Mus musculus, a
distintas dosis de 12.5, 25 y 50mg/kg, evidencia que el extracto de 25 y 50
mg/kg, presentan mayor efecto analgésico sobre la contorsion abdominal,
inducida con acido acético.

4. El extracto hidroalcohdlico de Peperomia verruculosa Dahlstedt ex A.W. Hill.
(Uchuy papa), administrado sobre el ileon aislado de rata Rattus norvegicus,
a distintas dosis de 50, 100 y 200ug/mL, demostré que el extracto de
100ug/mL, presenta alto efecto espasmolitico sobre el ileon contraido,
inducida con acetilcolina. |

5. Se determind que el extracto hidroalcohdlico de Peperomia verruculosa
Dahlstedt ex AW. Hill. (Uchuy papa), administrada a la dosis de 25 y 50
mg/kg,' inhibe la contorsién abdominal en 80.55 y 83.33%, superando a la
Indometacina que lo hace en 50% y se ubica en los muy efectivos.

6. Se determin6é que el extracto hidroalcohdlico de Peperomia verruculosa
Dahistedt ex AW. Hill. (Uchuy papa), administrado a la dosis de 100 ug/mL,
inhibe la contraccion del fleon aislado en 77%, aproximandose a la atropina
que lo hace al 80% y se encuentra entre los muy efectivos.
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SUGERENCIAS

A los investigadores:

1. Obtener un extracto acuoso o una tintura de Peperomia verruculosa
Dahlistedt ex AW. Hill. (Uchuy papa), para poder realizar estudios in
vivo, con el fin de evaluar su el efecto espasmolitico en otras formas de

extraccion polar.

2. Realizar pruebas de fraccionamiento de metabolitos secundarios
responsables del efecto analgésico y espasmolitico del extracto
hidroalcohdlico de Peperomia verruculosa Dahistedt ex AW. Hill.
(Uchuy papa).

3. Realizar pruebas de toxicidad aguda y crénica, para luego realizar
estudios clinicos para valorar cuan interpolable es el efecto
espasmolitico de la especie en estudio, en relacion al ileon aislado de

Rattus norvegicus.

4. Realizar ensayos que determinen la forma farmacéutica del extracto
hidroalcohdlico de Peperomia verruculosa Dahlstedt ex AW. Hill.
(Uchuy papa), con el fin de utilizar el efecto farmacolégico demostrado

en la presente investigacion.

5. Realizar instalaciones de semilleros para la protecciéon y conservacion

de la presente especie en extincion.
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ANEXQOS

ANEXO N°01: Identificacion Botanica de la especie en estudio

| UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

;\:9\2':1' \LPO PDPSJ\?L . . GUDDeA’?éINWﬂSHARlA + MUSEG INKA
VSO0 « Av. wture N° 733 - Yekéfonos: 228661 -
FAX: 238156 - 238173 - 222512 222 B30 233375 -2 : 3_2)?;: . m:@ggg;g ;f:;‘;: a0
T " SEIRALTRLETONICA: 20825210 S0 eniimo i Cuseo « Tetfonas: 277145 - 177246
+ RECTORADO . LOCAL CENTRAL +  COLEGIO “FORTUNATO L. HERRERA™
Calle Tigre N* 127 Plaza de Annas ¥/n Av. De b Coltura N* 721
Teldfones: 22227¢ - 224801 - 224131 - 254398 Teléfanos: 22157 - 225721 - 224015 ~Estadio Universitario™ - Telsfono: 227192

LA QUE SUSCRIBE DIRECTORA DEL HERBARIO VARGAS (CUZ)

CERTIFICA

Que, la Bachiller: LOPEZ ALIAGA DROSCO, GILDA LEONOR, de la Carrera
Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas,
Fisicas, Matematicas, Farmacia e Informatica de la Universidad Nacional de
San Antonio Abad del Cusco; ha presentado al Herbario Vargas (CUZ) una
muestra botanica herborizada para su detemminacion.

Dicho material ha sido sometido a una diagnosis en base a claves
taxontmicas, analisis morfolégico, filogenético y comparacién con muestras
existentes en el herbario; de la que se, desprende que el material analizado
corresponde a la especie Peperomia verruculosa. Siendo su posicién
taxonémica de acuerdo al Sistema de Clasificacion de Arthur Cronquist (1981)

Reino : Vegetal
Divisién : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Subclase : Magnolidae
Orden : Piperales
Familia : Piperaceae
Género : Peperomia
Especie : Psepsromia venucuiosa Dahistedt ex AW, Hill.
N. vulgar : Pisco-papa, uchuy-papa, pinchinchu-papa.

Se le expide, la presente certificacidon de determinacion de la especie para los
fines que viera por conveniente

Cusco, Abril de 2010

Arch/HV CUZ
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ANEXO N°02: Certificado sanitario de los ratones

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

T F— 5 P Y ».-w«f%

CERTIFICADO SANITARIO N° | 2232010 |

Productc @ Ratén albing LoteN®  ° M=40-2010

Especie . Mug masculus Cantidad : 60

Cepa : Balb/c/CNPB ' Edad  : 30a34dias
| Peso : 0a2dg Sexo 1 Machos

Boletade : 004-12985 G.R. 022307 Destine  : Gilda Leonor Lopaz Aliaga
Venta N° Orogco - Cuzeo

Fecha 1 280810

El Médica Veterinario, que suscribe, Arturo Rosales Ferndnder,  Coordinador de Bioteria
Certifica, que flos animaies arriba descritos se  ehcuentran en  buenas
condiciones sanitafias » . .

*Referencia : PR.T-CNFB-153, Procedimiento para el ingreso, Cuarentena y Cantrol
Sanitario para Animales de Experimentacién.

Chonillos, 28 ds Setiambre dal 2010
{Fecha de emisidn dal centificado)

‘ M.V. ArturafRosales Fernénd
NOTA : £| Binterio no se hace C.MV.P 1588
responsable por e astade de
los snimales, uha vezr que
éstos egresan del mismo.

L.
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ANEXO N°03: Constancia de adquisicion de ratas

; ﬁ_‘é S BSISRA0 o 5ISNISIG I3 ucsmBrucsoedupe (9 httphwwwucsmedope S0 Apda 1350
e ARFQUIPA - PERT
&
CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE COORDINADOR DE LABORATORIOS DE LA
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA, DEJA CONSTANCIA
QUE: LA SRTA. GILDA LEONOR LOPEZ ALJIAGA OROSCO, HA
ADQUIRIDO DEL BIOTERIO DE LA UNIVERSIDAD CATOLICA 15
RATAS, DE RAZA WISTAR NOVERGICUS, SIENDG  SU
CLASIFICACION SISTEMATICA LA SIGUIENTE:

Reino: Anima)

Phylum: Chordata
Sub-phylum: Vertchrata o Craniata
Super-clase: Gnathostomita
Clase: Mamiferos
Sub-clase: Theria
Infra-clase: Eutheria
Orden: Rodentia
Sub-Orden: Myomorpha
Familia: Wistar norvegicus
Génerg: Wistar

Especie: Rattus norvegicus

SIE EXPIDE LA PRESENTE CONSTANCIA A SOLICITUD DE LA
INTERESADA, PARA LOS FINES QUE CONVENGA.

AREQUIPA, 2010-10-22
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ANEXO N°04: Constancia de uso del Equipo de 6rganos aislados

Pm{ Universidad Catolica de Santa Maria

T B (51540251210 (51540251213 U= uosm@uosm.edupe (8 http/iwww.ucsmedupe A3 Aptdo. 1350
"ch—* v AREQUIPA - PERU

CONSTANCIA

N0.0GOS

EL QUE SUSCRIBE COORDINADOR DE LABORATORIOS DE LA
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA, DEJA CONSTANCIA
QU’E:

LA SENORITA GILDA LEONOR LOPEZ ALIAGA
OROSCO, EGRESADA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS FiSICAS,
MATEMATICAS, FARMACIA E INFORMATICA DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO, HA DESARROLLADO
SU TRABAJO DE INVESTIGACION TITULADO “EFECTO
ANALGESICO IN VIVO Y ESPASMOLITICOS IN VITRO DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Peperomia
verruculosa Dahlstedt ex A.W. Hill. (UCHUY PAPA) EN
ANIMALES DE EXPERIMENTACION” EN LO REFERENTE AL
EFECTO ESPASMOLITICO IN VITRO UTILIZANDO EL EQUIPO DE
ORGANOS AISLADOS EN FL LABORATORIO H-203 DE LA
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA, EN £L PERIODO DEL
18 AL 22 DE OCTUBRE.

SE EXPIDE LA PRESENTE CONSTANCIA A SOLICITUD
DE LA INTERESADA, Y PARA L.OS FINES QUE CONVENGA.

Arequipa, 2010-10-22 i £ EATOA U SAXTA HARSA

.auz[{z ﬂ

MWLYo (.s_‘...w»-«t"' ARSI
e B8 B¢ atipe e abuergs e hovtneres
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ANEXO N°05: Preparacion de los reactivos para el screening fitoquimico

>
>
>

>

Ninhidrina.- 0,2 g de Ninhidrina en 100 ml de etanol.

Cloruro Férrico.-1 g de cloruro férrico en 100 ml de agua destilada.

Solucién de Gelatina - Sal.- Se prepara una soluciéon de NaCl al 10 %, luego
gelatina al 1% en solucién acuosa, mezclar ambas soluciones de voilimenes
iguales.

Shinoda- Se usa limadura de magnesio mas gotas de acido clorhidrico
concentrado.

Liebermann - Burchard.- Se emplea gotas de anhidrido acético mas gotas de
acido sulfurico concentrado.

Borntrager.- Se emplea solucién de hidréxido de sodio al 10 %.

Dragendorff.- 8 g de Bi(NOs); . 5H20 en 20 ml de acido nitrico (d=1,18 g/mL) y
27,2 g de Kl en 50 mi de agua. Mezclar las 2 soluciones y dejar en reposo
durante 21 horas. Decantar y completar a 100 mL.

Mayer.- 1,35 g de HgCl, en 50 mL de agua. Agregar 5 g de Kl a la solucion y
diluira 100 mL.

PROCEDIMIENTO A SEGUIR EN LA IDENTIFICACION.

>

Azucares Reductores: Reaccion de Benedict.

A 0.5mL de extracto diluido agregar 0.2mL de reactivo de Benedict. Se somete
a ebullicion por 5 minutos y se deja enfriar. La formacion de un precipitado rojo
ladrillo indica positivo para aztcares reductores.

Glucésidos: Reaccién de Benedict Modificado.

A 200 mg de extracto seco agregar 2mL de HCI al 1% y reflujar por 5 minutos,
enfriar, neutralizar con NaOH al 1 % y realizar la reaccion de Benedict. La
formacion de un precipitado rojo ladrillo indica positivo para glucésidos.
Aminoacidos: Reaccion de Ninhidrina.

A 0.5mL del extracto seco disuelto acidificado (HCI 1%) calentar por 5 minutos
en baio de agua a ebullicién. Coloraciones rojizas, violetas 0 amanillas indican
prueba positiva.

Compuestos Fenélicos: Reaccién con FeCl3 (1% en H20)

Se toma una cantidad de extracto y se reparte en 5 lunas de reloj, afiadiendo
unas gotas de agua destilada. Se deja un testigo y se adiciona una gota de
cloruro férrico en el segundo, dos en la tercera y asi sucesivamente hasta
llegar al quinto. Coloraciones verdes a marrén para derivados de catecol y

coloraciones azuladas para derivados de piragalol.
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Flavonoides: Reaccién de Shinoda

A una cantidad de extracto se le agrega un trozo de magnesio y unas gotas de
acido clorhidrico concentrado. Coloracion amarilla a roja bara flavonas y
flavonoles, rojo a magenta para flavananoles, rojo, magenta, violeta y azul para
flavanonas, no dan coloraciones isoflavononas, chalconas y auronas.
Flavonoides: Prueba del Amoniaco

En una tira de papel filtro se coloca una gota de extracto disuelto. Se seca y se
expone a los vapores de amoniaco. Coloracion amanilla para flavonas,
flavonoles y xantonas, amarrillo-rojo para chalconas y auronas, naranja para
dihidroflavononoles, incoloro-naranja para dihidroflavonas y azul para
antocianinas.

Taninos: Reaccion Gelatina (1g) - NaCl (10mg) (100 mL H20)

A 0.5 ml de extracto agregar 3 a 5 gotas de la solucion gelatina sal. Formaciéon
de precipitado indica prueba positiva. | |

Alcaloides: Reaccién de Dragendorff

Se toma 0.5mi de la solucién acida del extracto y agregar 2 a 3 gotas de
reactivo de Dragendorff. La formacién de un precipitado o coloracién roja indica
prueba positiva para alcaloides.

Alcaloides: Reaccién de Mayer

Se toma 0.5 ml del extracto acuoso y agregar 2 a 3 gotas de reactivo de Mayer.
La formacién de un precipitado blanco o blanco amariliento indica prueba
positiva para alcaloides.

Saponinas: Indicé Afrosimétrico o de la Espuma

En un tubo de ensayo se colocan 0.5 g de extracto y se le agrega 10ml de
agua. Se agita vigorosamente por 30 segundos y se deja en reposo durante 15
minutos. Se considera positivo si la espuma sobrenadante tiene una altura
mayor a 5 mm.

Triterpenos - Esferoides: Reaccién de Liebermann-Burchard

Se coloca aproximadamente 0.5 ml de extracto; y se agrega 2 a 3 gotas de
reactivo de Liebermann-Burchard. Una co!dracién azul o verde para esferoides,
" rojo, rosado o violeta para triterpenos y amarillo palido para esferoides o
triterpenos saturados. '
Quinonas: Reaccion de Borntrager |

El material seco y pulverizado se macera en benceno por 24 horas. 5m! de
extracto bencénico se agitan con 2.5mi de NaOH al 10%. Coloracién roja de la

capa alcalina para antraquinonas.
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ANEXO N°06: Ficha de datos de la recoleccion de la especie

Nombre comun

Distrito/localidad

Altitud

Habitad

Naturaleza

' Parte recolectada

' Fecha de recoleccion

Peso total de planta recolectada

' Nombre de Recolector

Fuente: Referencia tomada del Herbario Vargas (CUZ) - UNSAAC
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ANEXO N°07: Ficha de recoleccion de las caracteristicas organolépticas
' del extracto

EXTRACTO

) . HIDROALCOHOLICO
CARACTERISTICAS » _

' Color

Olor

' Sabor

 Aspecto

- Consistencia

Fuente: Referencia tomada de (Chavez S. y Sucari M. 2009)
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ANEXO N°08: Ficha de recoleccion de datos de las pruebas de solubilidad

PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

“SOLVENTE . | T°AMBIENTAL: 17°C :
- Agua destilada * '

Solucion fisiolégica

- Metanol

Etanol al 40%
Etanol al 50%
Etanol al 70%
Etanol al 96%

- | Acetato de etilo
- Acetona

Cloroformo

- Eter etilico

Benceno

- Hexano
Eter de petroleo
- Bencina '

Fuente: Pruebas de solubilidad

Leyenda:
> (+++) :Muy soluble
> (++-) :Soluble
> (+--) :Parcialmente soluble
» (---) :insoluble
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ANEXO N°9: Ficha de recoleccion del analisis fitoquimico cualitativo

'ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO

COMPONENTES

" REACCION/ PRUEBA

'RESULTADOS

Azucares reductores

~ Benedict T

Glucosidos HCI 1% Reflujar NaOH 1% |
: . Benedict
Alcaloides Dragendorf
Aminoacidos Ninhidrina
‘Flavonoides  (flavonas e} Shinoda
- isoflavonas) ; :
Compuestos fendlicos “FeCh1%

' Taninos

Gelatina — NaCl 1%

Saponinas

Indice de espuma

Lactonas: a,B-insaturada

Baljet

Esteroides y triterpenoides

~ Lieberman-Bourchad

Salkowski
Quinonas  (antraquinonas y Borntrager
naftoquinonas)
Aldehidos y otros grupos| Fehling
reductores

Anillos aromaticos

Formaldehido- H,SO4

Dobles enlaces olefinicos

| Permanganato de potasio |

. Fuente: Screening fitoquimico
Leyenda:
) S
> +--

> ++-
> +++

. Ausencia de metaboilito

. Leve presencia de metabolito

: Moderada presencia del metabolito
. Intensa presencia del metabolito
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ANEXO N° 10: Ficha de recoleccion de datos del efecto analgésico

GRUPO | TIEMPO | INDUCCION | CONTROL PATRON EXTRACTO | EXTRACTO | EXTRACTO | OBSERVACION N° de |
(min) Acido acético Solucién Indometacina DOSIS 1 DOSIS 2 DOSIS 3 contracciones y
3% fisioldgica mg/Kg mg/Kg mg/Kg estiramientos
(20 min)
Gl |1
2
3
4
G2 |1
2
3
4
G-3 |1
2
3
4
G4 |1
2
3
4
G5 1
2
3
4

Fuente: Elaboracién propia.
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ANEXO N° 11: Ficha de recoleccion de datos del efecto espasmolitico

GRUPOS RATAS INDUCTOR PATRON [ EXTRACTO | EXTRACTO | EXTRACTO | log | Contraccién{g) | Contrac- % Efecto
Acetilcolina | Atropina | 50mg/mi 100mg/mi 200mg/ml [C1] Basal (E/Emax) x
100

G-1 1
2
3
G-2 1
2
3
G-3 1
2
3
G4 1
2
3
G-6 1
2
3

FUENTE: Elaboracion propia.

FECHA: .......ccoiiviieeee.

Lugar: Laboratorio de Farmacologia de la C.P. de Farmacia y Bioquimica-UCSM
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ANEXO N° 12: Calculo de dosis de extracto para los animales de

experimentacion

Extracto de 50mg/Kg: para ratén de 26g de peso en promedio.
' 50 mg ----- 1000g
X ——————— —-26¢g
X =1.3mg x4 =5.2 mg de extracto para 5 mL
Por lo tanto el volumen administrado a cada animal es 1.25 mL

Extracto de 25 mg/Kg: para ratén de 27g de peso en promedio.
25 mg ----- 1000 g

X=0.67mg x4 = 2.7 mg de extracto para 5 mL
Por lo tanto el volumen administrado a cada animal es 1.25 mL

Extracto de 12.5 mg/Kg: para ratén de 29 g de peso en promedio.
12.5mg ----- 1000 g
X mmmmmmmeee 29¢g
X =0.36 x 4 = 1.45 mg de extracto para 5 mL
Por lo tanto el volumen administrado a cada animal es 1.25 mL

indometacina 10mg/Kg: para ratén de 24 g de pesb en promedio.
10 mg ----- 1000 g
X —mmermeee - 24 g
X =0.24 x4 = 0.96 mg de extracto para 5 mL
Por lo tanto el volumen administrado a cada animal es 1.25 mL

95





