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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue: Evaluar la actividad antiespasmédica y
broncodilatadora de los extractos de diferente polaridad de las hojas y tallos de
Trixis cacalioides (kunth) D. Don “lingo - lingo®. Los extractos de diferente
polaridad de las hojas y tallos de Trixis cacalioides (kunth) D. Don ‘;lingo -
lingo"; se obtuvieron: primero por maceracién y luego por reflujo, a los que
posteriormente se les realizé screening fitoquimico. El efecto espasmolitico de
los extractos de diferente polaridad se prob6 in vitro en ileon aislado de cobayo,
evaluandose el efecto de los extractos a una concentracién 500 mg/mL sobre
la motilidad espontdnea y la contraccién producida después de la
administracién de la acetilcolina al 0.1% e histamina al 0.1%. El efecto
broncodilatador se probd in vitro en cadena traqueal de cobayo con extractos
de diferente polaridad a una concentracion de 500 mg/mL, evaluandose la
relajacion del musculo liso traqueal el cual es sometido a sustancias
constrictoras como la histamina al 0.1% y acetilcolina al 0.1%. Como resultado
del presente trabajo; el extracto de tallos de la fraccién diclorometanica

presentd mayor actividad antiespasmédica y broncodilatadora.

Palabras claves: Trixis cacalioides, actividad antiespasmédica,' actividad

broncodilatadora, screening fitoquimico.



SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the bronchodilator and antispasmodic
activity of extracts of different polarity of the leaves and stems of Trixis
cacalioides (kunth) D. Don "lingo - lingo". The extracts of different polarity of the
leaves and stems of Trixis cacalioides (kunth) D. Don “lingo - lingo", were
obtained first by soaking and then reflux, which subsequently underwent
phytochemical screening. The spasmolytic effect. extrécts of different polarity
was tested in vitro on isolated ileum of guinea pig, evaluating the effect of the
extracts at a concentration 500 mg / mL on spontaneous motility and
contraction after the administration of acetylcholine produced 0.1% and
histamine 0.1%. The bronchodilator effect was tested in vitro in tracheal chain of
guinea pigs with extracts of different polarity at a concentration of 500 mg / mL,
evaluating relaxation of tracheal smooth muscle which undergoes constrictors
such as histamine 0.1% and Acetylcholine 0.1%. As a result of this study, the
extract stalks dichloromethane fraction showed greater bronchodilator activity

and antispasmodic.

Keywords: Trixis cacalioides, antispasmodic activity, bronchodilator activity,

phytochemical screening.
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Desde tiempos inmemoriales, los pueblos atesoran en su cultura. médica
el conocimiento de las propiedades curativas de muchas plantas. Hoy en
dia, no existe duda sobre. la importancia de las plantas y a pesar dei
desarrallo alcanzado por la sintesis quimica, éstas constituyen un arsenal
de sustancias biolégicamente activas. La Medicina tradicional actuaimente
recobra una posicion que parecia perdida después del surgimiento y auge
. de la industria quimico-farmacéutica que revolucioné con numerosos

medicamentos la terapéutica tradicional.

Teniendo como punto de partida la informacion etnobotéanica es que se
pracedid a iniciar el presente estudio con el abjetiva de analizar las
propiedades curativas atribuidas a la planta mediante los modelos

experimentales adecuados.

Por lo expuesto anteriormente se evaliua la especie Trixis cacalioides que
se desarralla en el distrito de Yauca del Rosario, Departamento de Ica;
que tradicionalmente se le atribuye propiedades antiespasmaédicas

intestinales y broncodilatadoras.

Los espasmos se consideran como una contraccién subita, violenta e
involuntaria de un mdsculo o grupo muscular.? A menuda el dolor

A procédente de una viscera espastica adopta la forma de célicos, con un
agravamiento hasta un grado acusada de intensidad para después
calmarse. Este'proceso persiste de un modo intermitente, una vez cada

varios minutos. Los ciclos intermitentes se deben a los periodos de



contraccién del muasculo liso .Por ejemplo: cada vez que viaja una onda
peristaltica a lo largo de un intestino espéstico hiperexcitable, se produce

un retortijon. J

Las enfermedades obstructivas de las vias .respiratori_as como asrﬁa,.
- EPOC, enfisema pulmonar, sindrome de distress respiratorio en adultos, e
insuficiencia respiratoria son de alta prevalencia en el pais, que ée
convierten cada vez mas en un azote para la poblacién, limitanda la
actividad 6otidiana. Las drogas que actuan sobre la motilidad bronquial
son broncaoconstrictoras o broncodilatadoras, pero como es evidente, solo
son de interés farmacolégico  las que dilatan los“ bronquios por su.
aplicacién clinica, ya que pueden utilizarse en el asma bronquial.4

La p'resente investigat:ién busca cbmprobar el efecto antiespasmadico y
broncadilatador de los diferentes extractos de hojas y 'tgllo's de Trixis

cacalioides (kunth) D. Don “lingo - lingo"
Para esto nos planteamos los siguientes objetivos:

Objet_ivo Generél

~

)

Evaluar la actividad antiespaérhédica y broncodilatadora de los
extractos de diferente polaridad obtenidds a partir de las hojas y tallos

de Trixis cacalioides (kunth) D. Don “lingo-lingd”\



Objetivos Especificos
¢ Obtencidn de los extractbs de diferente polaridad a partir de las hojas
y ftallos de Trixis cacalioides (Kunth) D.Don “lingo-lingo”, e
identificacién de los metabolitos secundarios presentes. |
¢ Determinar la actividad antiespasmédica y broncodilatadora de los
extractos de diferente polaridad obtenido§ a partir. de las hojas' y
tallos de Trixis cacalioides (kunth) D.Don “lingo-lingo” en d&rgano

aislado;



CAPITULO I

MARCO TEORICO



1.1 Trixis cacalioides (kunth) D. Don “lingo - lingo"

1.1.1 Familia Asteraceae

La familia asteraceae es la mas extensa de las dicotiledéneas con 1600
géneras y 24000 especies. Se distribuye en todos las cantin‘entes excepto
~en la Antartida. La familia es muy especiosa en zonas templadas
especialmente Rusia y Estados Unidos donde quiza se encuentra mas de
la mitad de sus especies. También se encuentra bien representada en

América tropical.

Es una Fémilia importante econémicéménte para ‘el hombre, debido a que
pueden ser usadas como alimentos, jardineria o plantas medicinales,
algunas de ellas son: la camomila (Sahtolina c_hamaecypaﬁssds), té de
roca (Jasania glutfnosa), alienta de tara y espina de pez (Achiilea
agératum y Achillea milefolium), hierba de renegado (Othanthus
maritimus), donceles (especies de Artémisia), caléndula. (Calendula

officinalis).
1.1.2 Género Trixis
Es un género de plantas perteneciente a la familia asteraceae.

- Comprende 37 especies predominantemente arbustivas, 16 de las cuales
crecen exclusivamente en México y América central, la especie Trixis
inula se encuentra distribuida en Colombia y Venezuela, y las 21 especies

restantes son de América del Sur.



El género fue descrito por Patrick Browne y publicado en The Civil Aand :
Natural History of Jamaica. La especie caracteristica es: lnula trixis L.

= Trixis inula Crantz.”

1.1.3 Clasificacion taxonomica

Una muestra de la eépec_:ie Vegetal fue llevada al Herbario del Museo
de Historia Natural de la Universidad Mayor de San Marcos, e
identificada por el Mag. Hamilton Beltran Santiago, investigador del
Departamento de 'Etnoboténica‘ y Botanica Econdmica, segun el
sistema de clasificacion de A. Cronquist. (1988), Se ubica en la

siguiente c;ategoria taxonémica. (Ver anexo 1):
DIVISION  : MAGNOLIQPHYTA
_CLASE  : MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE : ASTERIDAE
ORDEN ASTERALES.
FAMILIA  : ASTERACEAE
GENERQ : TRIXIS
ESPECIE : Trixis cacaliodes (kunth) D.Don

NOMBRE VULGAR: “lingo-lingo’



1.1.4 Sinonimia

A Trixis cacalioides también se le conoce como: lingo- lingo, coca

inca, inga, hierba linda, hierba dinga.®
1.1.5 Descripcién morfolégica

Arbustos de hasta 1’.'50 m de altura, hojés sésiles o cortamente
pecialadas; 2,5-7 cmde largo; 0,8-1,8 'cm4de ancho. Capitulos. en
pseudocorimbos, involucro cilindrico, 1 - seriado, formado por 5-6
bracteas. Flores blancés y amarillas, 5-7 par capitulo. Anteras con
colas glabras. Papus blanco o amarillo palido, persistente.
Inflorescencia en panicula terminal can pacas flores amarillas. °

1.1.6 Distribucion y Habitat

Se distribuye en Perd, Bolivia, Chile y en Argentina en las provincias
biogeogréficas. Se halla en suelos secos, en laderas de cerros,
pedregales, desiertos y salitrales, desde el nivel del mar hasta los 3000

m.s.m.®
1.1.7 Estudios Fitoquimicos y Usos populares
Trixis cacalioides (kunth) D. Don

Este arbusto que se desarrolla a lo largo de toda nuestra costa y parte de
la sierra, fue estudiado por primera vez en nuestra pais alrededar del afio
1950, aislandose de su raiz el acido pipitazoico, el cual se evalué y

comprobd su actividad purgante en el modelo de érgano aislado de asa



intestinal de cobayo; verificandose ademas, la presencia de grasas, ceras,
resinas, acidos organicos, celulosa y sales minerales.® También se evalué

y comprobé la actividad antiinflamatoria.'°

r

Usado popularmente como diaforético en Argentina.!!
Industriaimente se usa para la confeccion de parches o yesos. 2

No existen muchos estudios de la especie Trixis cacalioides a nivel
mundial, pera si existen reportes de 5 especies de este género de las 37

especies que existen.

Trixis paradoxa; esta especie fue recolectada en Pera‘y se identifico los
siguientes componentes: los triterpenos B—arﬁifina, acetato de lupeal y
.Iupeol, la cumarina pereflorina, el flavonoide xantomicrol y_el nuevo
sesquiterpena  trixal, "3 lactonas. sééquiterpénicas, y ésteres

sesquiterpénicos.'4

Trixis divaricata: Se han encontrado flavonoides, taninos, s trixikingolido
l1,'® saponinas, resinas y un alcaloide que causa pardlisis sensorial y
motora en animal’es.17 La esencia se caracteriza por la presencia
predominante de hidracarburas sesquiterpénicos (78.9%) y en ménor
proporcién por sesquiterpenos oxigenados (11.2  %); entre los
componentes sesquiterpenicos se identificd: B-Elemeno, B—Carioﬁlenq y
Germacreno D. Es usado popularmente como cohtraveneno en -

accidentes ofidicos y en artritis crénica.’® Se comprobé la actividad

9
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antiulcerogénica del extracto hidroalcohélico en ratas,'s con propiedades

diaforéticas, diuréticas,'” vulnerario, detersario y rubefaciente.!®
En la especie Trixis pallida, se identificaron trixannolides.?®

Se aislaron flavonoides y se determiné la actividad tripanocida en la

-

especie Trixis vauthieri '

En la especie Trixis inula se aislé aceites esenciales que contenian
sesquiterpénos, como germacreno, biciclogermacreno y en menor
proporcion el valenceno.® También se comprob6é la actividad

antiinflamataria y analgésica.?!
1.2 Muasculo liso

El masculo liso se encuentra predominantemente en las paredes de los
6rganos y tubos huecos y puede dividirse en seis grandes grupaos:

vascular, gastrointestinal, urinario, respiratorio, reproductivo y ocular.

El ‘musculno liso intestinal y bronquial es el musculo liso de unidad Unica,
denominada asi poque las células musculares individuales se contraen
como una sola unidad. Todas las fibras del musculo liso de unidad Unica
estan conectadas eléctric:_—\mente entre si, de moda que .un potenciél de
accién en una célula se propaga rapidamente a través de Ias uniones en

hendidura para hacer contraer a tada la capa del tejido.%

La contraccion del musculo liso puede estar estimulada por multiples tipos

de sefiales: sefiales nerviosas, estimulacién hormanal, distensién del

10



musculo y otros diversos estimulos; esto se debe a que la membrana del
musculo liso tiene muchos tipos de proteinas receptoras que pueden

iniciar el proceso contractil.z
1.2.1 Regulacién de la contraccion
1.2.1.1 Regulacién de la contraccién por los iones calcio.

El aumento de la concentracion citos()lica de Ca?* es la sefial para iniciar
la contraccién. El Ca?* entra en la célula desde el liquido extracelular y es
liberado desde ‘el reticulo sarcoplasmico. Sin embargé, como los
depésitos de Ca? en el muscula lisa san limitados, las cantracciones
sostenidas dependen de la enfrada continua de Ca®* desde el liquido
extracelular. La entrada de cantidades variables de Ca*" en la fibra
rhuscular crea contracciones cuya fuerza es graduada segtin la fuerza de
la sefial de Ca?*. El Ca* entra en la célula del misculo liso a través de los
canales de membrana abiertos por despolarizacién, estiramiento de la

membrana o sefiales quimicas.

La liberacion de Ca% desde el reticulo sarcoplasmico esta mediada

fundamentalmente par un receptor—canal activada por [Ps.

La liberacion de Ca?* citosdlico plasmaético inicia la contraccién a través de
la regulacién de lé miosina ATPasa. Los iones calcio se unen a la
calmodulina (CaM) y obedecen a la ley de accion de masas. El complejo
" Ca?*- calmodulina éctiva luego una enzima denominada cinasa de la

cadena liviana de miosina. Esta enzima aumenta la actividad de la

4
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miosina ATPasa, al fosforilar las cadenas de proteinas livianas eh_la
cabeza de miosina. Cuando la actividad de miosina ATPasa'es alta, la
unién de la actina y los ciclos de los buentes' cruzados aumentan la
tensiaon en el musculo. Por .lo tanto, la contraccién del muscula lisa esta

controlada fundamentalmente a través procesos reguladores ligados a la

miosina.??
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Figura N°01: Contraccion del musculo liso. (Adaptado de Libro Fisiologia

Humana. Un Enfoque Integrado. Autor: Silverthorn Unglaub Dee).
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1.2.1.2 Regulacion de la contraccion por sefiales quimicas:

La contraccién del. masculo liso estd controlada por distintas senales
quimicas que pueden ser inhibidoras o excitatorias. En general un
estimulo despolarizante hace que la célula tenga mayor probabilidad de
contraerse. (wLa hiperpolarizacién de una célula disminuye la prababilidad

de contraerse.

Un neurotransmisor puede tener diferentes efectos ‘en diferentes tejidos,
dependiendo a los receptores a los qué se une. Asi, tanto el
neurotransmisor como su receptor determfnan la respuesta de un musculo
liso a la estimulacién nerviosa. Los re_cep'tor_es adrenérgicos y colinérgicos
muscarinicos actuan a través de los sistemas de segundbs mensajeros

IPsy AMPc.

Los musculos lisos de los aparatos digestivo y respiratorio responden a

sustancias quimicas llevadas por la sangre a liberadas localmente.??

1.2.2. Masculo Iiéo intestinal
Se haﬁ identificado una docena o mas de sustancias neurotransmisoras
distintas liberadas por las terminaciones nerviosés de los diversos tipos de
neuranas entéricas, coma la acetilcdlina, que pravoca cantracciones; y la
noradrenalina casi siempre inhibe. |
Las fibras del sistema parasimpatico craneal (liberan acetilcaolina) inervan
en menor proporcién al intestino, alc';anzandq hasta la primera mitad.del

intestina grueso.?*
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En las células musculares lisas del intestino donde predominan los
re‘ceptores Ms, la activacion mu_scarini'ca estimula principalmente a la
proteina G, que desencadenan la activacion de la PLC, con Ia.
consiguiente produccién de IPs e IP4 (movilizacién de Ca 2 y de
diacilglicerol que activa a la PKC; generando asi la contraccién

muscular.®
1.221 Espasmos intestinales

El dolor célico abdominal es un sintoma que se manifiesta cuando los

musculos de los érganos digestivos se contraen de forma espasmadica.

Los espasmos son contraccioneé musculares involuntarias exageradas y
persistentes que puede afectar a los misculos estriades (voluntarios) y las.
fibras musculares lisas (involuntarias) de los érganos internos, este es el
caso ‘de ~los musculos de los bronquios (broncoespasmo o

broncoconstriccion) y del intestino (espasmo intestinal).?

Los espasmos también se pueden considerar como una contraccion

sUbita, violenta e involuntaria de un mdsculo o grupo muscular.?
1.2.2.1.1 Relajacion del musculo liso intestinal

El sistema simpatico inerva practicamente todas las regiones del tubo
digestivo, sin mostrar preferencia por las porciones cercanas a la cavidad
‘bucal y al ano, como sucede con el parasimpatico. Las terminaciones

nerviosas simpaticas liberan, sobre tado, noradrenalina, aunque también
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secretah pequenas cantidades de adrenalina. En general su estimulacion -
inhibe la actividad del tubo digestiva.2

Los receptores que se encuentran en el intestino son: a1, az, B1, 2%
1.2.2.1.2 Tratamiento farmacolégico:
Antagonistas colinérgicos y espasmoliticos:

a) Con estructura terciaria: Los alcaloides haturales atropina y
escopalaminag, y los sintéticas trimebutina y dicicloverinaL -

b) Con estructura cuaternaria: Los derivados de los alcéloides
naturales bromura de Abutilescop.ollamina, metilbromuro - de
,'homatrbpina,‘ bromur'o4 de metilescopolamina, metilbromur'o. de
actatropina, y las sintéticos atilonia y pinaveria que "pueden, ademas

reducir el movimiento de calcio.

Como espasmoliticos no anticoli"n.érgicos, de accién directa sobré fibra
" muscular lisa, se encuentran la papaverina y la mebeverina. Son
farmacos que relajan la fibra muscular lisa de la paréd.gastrointestinal
por un mecanismo directo, es decir, no mediado por receptorgs de
transmiéores actualménte' conocidos. Es posiblé_ quel actden
intracelularmente, interﬁrie'nda alguno de los procesos moléculares
relacionados cdh calcio, necesarios para broducir la contraccion

muscular. Por ello, su actividad inhibidora es amplia, sea cual fuere el

estimulo desencadenante de la contraccion o espasmo, y por
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consiguiente mas intensa que la de los farmacos estrictamente

-anticolinérgicos.

El farmaco prototipo es papaverina, cuya accién miorrelajante no se
limita al tubo digestivo, sina que actlia también a nivel de las vias

urinarias y vasos sanguineos. %

1.2.3 Muasculo liso bronquial
" El masculo liso de las vias aéreas es una célula mesenquimal habilitada
‘para ex’p,resaf una notable plasticidad fenotipica, cuya contraccion y
relajaf.ién estan sametidas a regulacién neurohoifmoﬁal y moduladas por
un .conjunt.o‘de mecanismos disefiados para funcionar -de hanera
integrada.?® | |
La mayor dehsidad de receptqres muscarinicos se encuentra.en Ié
musculatura lisa bronquial, en menor grado en los broﬁquiolos

proximales y estan ausentes en los distales.2
1.2.3.1 Broncoconstricciéon

Algunas fibras nerviosas parasimpaticas procedentés de Ios‘ nervios vagos
perietran en el parénquima. pulmanar, secretando acetildolina, ‘que al
activarse pfoduce una constricciéon (broncoconstriccion) leve a moderada
QQ 'ios bronqmolos. A veéés los nervias parasimpéticos son activados por
reflejbs que'se, 6riginan eh los pu|mohes. _La mayor parte de los mismos

comienza con irritacién de la membrana epitelial de las propias vias

16



respiratorias, iniciada por gases irritantes, polvo, humo de cigarrillos o

infeccién bronquial.®
1.2.3.1.1 Relajacién del musculo liso bronquial

El control directo dé los bronquiolos por las fibras nerviosas. éimpéti_cas es -
relativamente débil porque pocas fibras de este tipb penetran ha_éta las
porciones centrales del pulmén. Sin embargo, el arbol bronquial esta muy
_expﬁesto a la noradrenalina y adrenalina que se liberan hacia la sangre
'por la estimulacién simpatica de la médu'l‘a de las gléndulas suprarrenales.
Estas dos hormonas (especialménte la adrenalina, debido -a su maydr'
estimulacion de los receptores beta adrenérgicos) producen dilatacion del

arbal bronquial.3°

La estimulacion de los receptores adrenérgicos de las vias aéreas
pravoca relajacién de la musculatura lisa, inhibicion de la liberacién de
mediadores de las células cebadas e incremento del aclaramiento
mucaciliar.3!

- 1.2.3.1.2 Tratamiento farmacolégico:

Los broncodilatadores se pueden clasificar en dos grandes grupos en
funcion del mecanismo farmacoldgico que determina su actividad

relajadora:

Los antagonistas selectivos (broncodilatadores indirectos) bloquean el

efectd de los mediadores contractiles actuando directartiente sobfe Sué
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receptores correspondientes o inhibiendo la sintesis y liberacién del

propia mediador.

Los antagonistas funcionales (bfoncodilatadores directos) engloban todas
las sustancias que disminuye el tona del misculo lisa bronquial, sea cual
sea la naturaleza del estimulo contracturante. La relajacién se consigue
reduciendo la [Ca®*] o modiﬁcando la sensibilidad al Ca?* de las proteinas
contractiles de diversos modos, que incluyen entre otros, la activacion del
sistema mensajero de ‘hucleétidos ciclicos (AMPc y GMPc),' la inhibicién
de la degradacién de dichos nucledtidos y la modulacion de la actividad

o

de los canales idnicos de la membrana celular .2

Cuadro N° 01: Clasificacién de farmacos broncodilatadores?

.Antagonistas selectivos (broncodilatadores Antagonistas funcionales {broncodilatadores

indirectos) directos)

Antagonistas muscarinicos Agonistas de los adrenoceptores 32 .
|patropio Accién corta (salbutemol,terbutalina, ...)
Oxitropio Accién prdlongada (salmeterol formoterol)
110troplo AJONISIAS NO SIGCTIVOS 06 105 adrenoceplores 3

Antagonistas de los receptores de los

lecugotrienos(Lﬂ) g’ Isoproterenol
Montelukast Inhibidores no selectivos de las fosfodiesterasa
Zafiflukast Teofilina,aminofilina

Inhibidores de la 5-lipoxigenasa Inhibidores de las fosfodiesterasas lit/fV *
Zileutén Ariflo

Ago'.“sFas presméptlcos‘ c.on caqacnd?d para Inhibidores selectivos de la fosfosiesterasa IV
suprimir la neurotransmisidn colinérgica*
Agonistas de accién dual{adrenoceptores 2 y
receptores dopaminérgicos *)
Agonistas de los receptores colinérgicos M2 Sibenadet
Agonistas opioides . . Péptido auricular natriuretico *

' Prostaglandina (PG) E2 y agonistas det receptor PGE2
Activadores de los canales de K+*
Antagonistes de los cenales de Ca 2+*
Inhibidores de la proteincinasa C *
Anticalmodulinicos *
Oxido nitrico *

Nitratos, nitroprusiato sédico

Agonistas de los adrenoceptores a2

*Sin eficacia clinica comprobada.
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 CAPITULO I

PARTE EXPERIMENTAL
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2.1 Materiales
‘2.1.1. Materiales, reactivos y equipos

> Materiales biolégicos
.‘ Hojas.y tallds de Trixis cacalioides (Kunthi D.Doh.-“lingo—lingo”.
e Cobayos machos raza Hartley de 150-200 g
» Materiales de vidrio |
o Matraz
o Probeta
¢ Vaso precipitado
e Varilla
o Agitador
| o Frascosx3L
o Placa Petri
> Insumos
e Etanol de 96°
) .Agua Destilada
» Reactivos y Farmacos
e Acetilcolina
o Histamina
> Equipos
¢ Balanza analitica

e Cacinilla
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o Bombaal vacio

e Evaporador rotatorio Heildalp quelo laborota 4000
e Bafo de drgano aislado |

e Quimagrafo Speed Chart Far

o Bomba termostato (made in Hungary)

> Otrds

Papel de filtro

Equipa de diseccién

Soporte universal

Mascarillas

¢ Guantes
o Papel de aluminio
¢ Jeringas de 1 mL

¢ Hilode seda
2.2 Métodog y procedimientos
LZJ Estudio fitogquimico
2.2.1.1 Recoleccion de la muestra botanica.

El material vegetal Trixis cacalioides (Kunth) D. Don conocido como
“l.ingo-lingd’., fue recolectada por las autaras, en el distrita del Yauca del
Rosario, Provincia de Ica, Departamento de Ica, en el mes de mayo del

2013.



Figura N° 02: Trixis cacalioides “lingo-lingo” en su héabitat natural.

2.2.1.2 Seleccién, secado y conservacion de la muestra.

El material recblecfado fue limpiado, se separaron las hojas y tallos del
resto de la planta seleccionando las que se encontraban en buen estado,
des_echéndose las hojas y talios deterioradas y picadas. Se secaron bajo
sombra y a temperatura ambiente por un periodo de 15 dias (hojas) y 30

dias (tallos).

Posteriormente las hojas fueron trituradas groseramente utilizando un
maling, en caso de laos tallos estos fueron cortados con una tijera, ambos
fueron conservados en frascos color ambar herméticamente cerrados

" para su posterior estudio.
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2.2.1.3 Obtencién del extracto etandlico de hojas y tallos

Para la obtencién del extracto etandlico de_hojas se utiliz6 2356 g de
hojas secas y fragmentadas. La primera extracéién se realizd mediante la
técnica de. maceraciéon en frio durante 10 dias previa a'gitacic’>r.1,32 la
segunda extraccion fue mediante la técnica de reflujo por un tiempa de
4 horas, el solvente utilizado fue: etanol de 96° .Se reunieron los extractos
y se concentraron en un evaparador rotatoria (Heidolph madelo Laborota

-4000) a presién reducida.

Para la obtencién del extracto de tallos se utilizé 765 g de este material y
- se siguid el procedimiento antes mencionado (obtencidn del extracto

‘etandlico de hojas)
2.2.1.4 Fraccionamiento del extracto etanélico de hojas y tallos |

' Los extractos etandlicos de hojas y tallo; fueron disueltos en un volumen
de etanal: agua destilada (1:1), mediénte agitédén\hasta disolucién, esta
solucion ‘acuo-etanélica es trasvasada a una péra de bromo donde se
realiza una extraccién liquida - quuida hasta agotamiento con diversos_
'solventes de diferente polaridad como éter de petréleo, diclorometano y
~ agua destilada. Una vez obtenidos los ex_ftactos etéreo, diclorometanico'y

acuoso, se concentraron en un evaporador rotatorio (Heidolph modelo

Labarata 4000) (ver Flujograma 01).
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Extracto Etandlico de hojas
5 *
y tallos.

Agregar Et OH:H20(1:1)
Extraer con Etér

Fase Acuo-Etandlica Fase Etérea .,
Extraer con ~ |Secar Na2804
CH2Cl2(50 x 3) Concentrar
Fraccion Etérea- |
Fraccién Acuosa Fraccion Diclorometanica |
Filtrar Secar Na2504
Concentrar Concentrar
Fraccion Acuosa Fraccion Diclorometanica

*Se procedié por separado para la obtencién de los extractos de

diferente polaridad.

FLUXOGRAMA N°01: Método para la obtencién de los extractos de
diferente polaridad de hojas y tallos de Trixis cacalioides “lingo-

- lingo”
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2.2.1.5 Screening Fitoquimico ¥
- 2.2.1.5.1 Obtencion de Fracciones

Con el fin de detectar los metabolitos secundarios presentes en las hojas
y tallos de Trixis cacalioides “lingo-lingo’, se realizd una marcha
fitoquimica, basandose en la extraccion con solventes de diferente

polaridad.

x

El material s.eco y molido de hojas y tallos (50g), 'e colocan por separado
en un matraz al que se afiade 200 mL de etanal, se dejé mace-rar por 20
horas, bien cerrado a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo se
lleva a una extracc;ién por reflujo de 4 haras. Se filtra en caliente y ese .
fitrado se le denomina Fraccion A, de la cual se separa 2 mL para
realizar reacciones de identificacion. El resto se céncentra hasta

sequedad y presion reducida en una bomba de vacio a una temperétdra

" menor de 40° C.

Luego se extrae con 15 mL de HCI 1% (2x 20 ml), se filtra y se obtiene 2

partes:
a) Insoluble:

Se lava hasta pH neutro con agua destilada, seguidamente se disuelve
con 5 mL de diclorometano (CH2Cl), a bafia maria (37°C). Se seca can

sulfato de sodio anhidro, se filtra, este filtrado constituye la Fraccién B;
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b) Solucién Acida: Se alcalinizé con 3mL de hidréxido de amonio (NHs)
y se éxtrae con diclorometano (CH2Cl2) (2 x 25 ml). Se lava con agua
destilada, obteniendo dos fases:

> Fase Diclorometéhica: Se filtra y se deseca con Na>S04 anhidro,
obteniéndose la Fraccién C.

> Fase Acuosa: Se satura con 5 g de NaxSOq4 anhidré y se extrae con

| diclarametano: etanal (3:2) (2 x 25 mL), obteniéndase dos fases:

v' Fase Organica: (Diclorometanica - Etanélica). Se Ia\)a con solubién de
sulfato de sodio anhidro (10mL), seguidamente la fase organica se -
deshidrata con 1g de 'sqlfato de sodio anhidro. Se _filfra y esto
constituye la Fraccion D.

v Fase Acuosa: A esta se adiciona los residuos acuosos obtenidos del

| lavado de la fase organica esto constituye la Fraccion E.

Métodos de analisis. Deteccion de grupos funcionales y

metabolitos.3*

A cada una de las fracciones. obtenidas en la marcha fitoquimica
preliminar se la realizaron reacciones de identificacion de metabolitas

secundarios. (Ver flujograma 02)
FRACCION A

< Deteccion de taninos

e Reaccion de gelatina — cloruro de sodio

26.



La porcién de la Fraccién A seca, se disuelve en agua destilada y

se divide en tres porcianes:

1. A una porcion se le agrega NaCl 5%.
2. Alaotra gelatina al 1%.

3. A latercera se le adiciona gelatina-sal.

Es positiva la reaccion si precipita en la 3° o en la 2%y 3° Si

solamente acurre con la 1°, padria ser un falso pasitivo.

e Reaccién de cloruro férrico
En un tuba de ensaya se calocd 0.5 mL de la Fracqién Ay se agregd
una gota de la solucion de FeClz 1%. La reaccion es pdsitiva cuando
éparecen colares azul-negro, verde o azul verdoso,

< Deteccién de Aminoacidos |
« Reaccién de Ninhidrina
Sobres tiras de papel de filtro se colocé con una pipeta capilar:

= Blanco: solucion de Ninhidrina al 2% |
= Una gota de la Fraccion A +.una gota del reactivo Ninhidrina al

2%.

Luego del secado a temperatura ambiente las tiras de papel se
colocan en la estufa a 110 -120°C hasta la aparicién de un color en el
blanco. La reaccién es positiva si el papel de la muestra presenta un -

color azul violaceo.
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< Deteccién de flavonoides
¢ Reacciéon de Shinoda
En una placa de porcelana se vierten gotas de la Fraccion A 5

limaduras de Mg y 2 gotas de HCI concentrado.

La reaccion es positiva si dan coloracidn rojo, anaranjado y violeta.
FRACCION B

<o Detegcién de Esteroides y/o Triterpenos

e Reaccion de Liebermann-Burchard.
A la muestra seca disuelta con CH2Cls, se le afiade 5 gotas de
acida acético y 3 mL de anhidro acético / acido sulfirico (H2SQ4)
concentrado (50:1).
La reaccion es positiva si aparecen colores verde o azul violéceo_
(vias rojo o azul).

< Deteccion de An’traquinoné

* Reaccién de Borntrager.-' Sobre el résto de la Fraccién B se

agregén 5 mL de NaOH 5% y se agita suavemente. La reaccién es

positiva si la fase acuosa toma un color rojo.
FRACCION C

< Deteccion de Esteroides y/o Triterpenos
e Reaccién de Liebermann Burchard: Anteriormente descrita
(Fraccién B).

< Deteccién de Alcaloides:
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El resto de la fraccion C se evapora a sequedad y luego se agrega 2
mL de HCl 1% filtrar. Se realizan las reacciones de precipitacién de
Dragendorff, Mayer, Wagner.

La reaccion es positiva si aparece un precipitado.

FRACCION D

Se evaporé a sequedad y luego se agregé 2.5 mbL de etanol,

efectuandose las siguientes reacciones:

< Deteccion de flavonoides: Reaccién de Shinoda descrita
anter'iormeﬁté.
<+ Deteccion de Leucoantocianidinas y catequinas

e Reaccién de Rosenheim.- A 0.2 mL de la fraccién D se agregd 0.1
mL de HCI concentrado, se caliehta durante 10 minutos a 100°C.
Enfriar, luego se adiciona 2 mL de égua y 0.4 mL de alcohal amilicq,
agitar y obéervar el coloren la fase amilica.
Lé reaccién se considera positiva si aparece un color que va desde
rosado débil hasta carmesi oscuro.
Si es rojo indica presencia de antocianinas. Si es marrén indica
presencia de catequinas. |
< Detecdién de Estercides ylo  Triterpenos : Reaccién de
Liebermann Burchard |

< Deteccion de Alcaloides: Reaccién de Dragendorff, Mayer, Wagner.
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FRACCION E

< Deteccion de Flavonoides: Reaccion de Shinoda

< Deteccion de Leucoantocianidinas: Reaccian de Rasenheim

FRACCION F

A 1g de droga seca, agregar 20 mL de agua destilada, hervir durante 15
minutas, luego filtrar en caliente y completar a volumen (10mL). Enfriar y

esto constituye la Fraccion F.

< Deteccién de Saponinas: .
« Prueba de{espuma.- En dos tubos de ensayo se agita 2.5mL de
éxtracto por un minuto. Dejar réposar por 15 minutos y observar la
formacién de espuma. Se considera negativa la reaccion si la altura

de la espuma es menor a 5 mm.
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MUESTRA SECA Y.
MOLIDA SOgr
200mide
. etanol,reflujarx 4
Taninos : B - {horas, fitraren

e P T i T

© |calfente, lavar con
R gelatina _ etanoly itevara SOmL,
RFeCl3 -
Aminoacidos
R. ninhidrina
Aavonides T ,
R shinoda {concentrar con evaporador
rotatorio y extraer con HCI

e R i

e e

-] ' Extracto Etandlico

me | L

[. insowuete | { _sorucionAcioa |

Lavar con H20, filtrar, alcalinizar con
saqar,agregar Smlde NH40H extrercon

CH2C12, filtrar, secar . CH2CI2 (2%25mL) ¥
FRACCION 8 [FASE DICLOROMETANICA| [__FASE ACUOSA 1

Saturarcon
Na2sS04{0.1g de
sal anhidra),

. extraercon
Esteroides | _ |CH2CI12:£TOH(3:2)
R.liebermann Burchard X FRACCION: C
Quinonas
R.Bomtraguer

N AT R T e et it

secar (NaSO4) flitrar

e e

. | evaporara sequedad +
2mLHA 1%, filtar .

T o

Cardendlidos
Rkedde ___Evaporaddn 4mi " Filtrado
Esteroides - 2mLCHA3 Alcaloides
R liebermann Burchard

Fase diclorpmeténim—
etandlica

secar
NasO4

1l

FRACCION| | | : |

D Disolver en 2mL de EtOH FRACCION E 1

! —] Vool

Favonoide Leucoantodanidinas Cardendlidos  Esteroides Alcalgides Flavanoides 1
R. shinoda R rosenheim Amlloslactonas Triterpe nos R.Mayer - R. Shinoda

: : R.liebermann Burchard R. Wagner ’ Leuwantodarﬁdm

R.Hader R. Rosenhe im

FLUXOGRAMA N°02 Esquema de Marcha Fltoqulmlca.

Fase Acuosa remanent
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'2.2.2 Estudio farmacolégico antieépasmédico y broncodilatador

e Muestra en estudio: Extractos etéreo, diclororheténicoy acuoso de
- hojas y tallos. |

Material biolégico: En los modelos antiespasmédicos vy

b.roncodilatador se Ldilizaron cobayos albinos machos raza Hartley

~con peso de 150-200 g adquiridos del Instituto Nacional de Salud -
“Centra de praduccién de biolc’zgicos”.. Estos fueron alojadds en
grupos de 2 por jaula y acondicionados bor una semana, con libertad

. de comer y beber. Para los énsayos las animales se mantuvieron en

ayunas durante 24 horas, con acceso al agua.

¢ Equipos: Bafia de drgana aislado, marca PANLAB—LE 13206

. Liquido nutricio: Solucién Tyrode, solucién Krebs.

2.2.2.1 Determinacion de la actividad antiespasmédica en ileon

aislado de cobayos.*

Fundamento: Se basa en la capacidad de inhibir la motilid'ad'intestinal y

la contraccidon producida por agonistas de receptores a nivel del madsculo

liso de ileon aislado de cobayo. Los agonistas utilizados fueron la

acetilcolina e histamina.

Procedimiento: Se utilizaron cobayos (150-200 g) en ayunas con acceso

a agua. Cada cobayo fue sacrificado mediante un golpe en la nuca y

desangrado. Luego con una incisién de unos 10 cm en el abdomen se

* toma una porcién del intestina delgado préximas al ciego, esta porcién es
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colocada en placas Petri con solucién Tyrode a 37°C y oxigenado con una
mezcla de axigena (95%), didxido de carbana (5%).. La porcion de ileon a
USar, se lava con solucion- Tyrode con la finalidad de eliminar posibles

restos alimenticios de la luz intestinal.

Se tomé una porcion del intestino de 2 cm, aproximadaniehte y se
suspende en el bafio de érgano aislado marca PANLAB-LE 13206 (25 mL)
en una camara de manera que el .6rgano mante‘ngaAu'na temperétura
constante de ‘37°'C mediante la ¢irculacién de agua temperada entre las

paredes.

~ Figura N°03: fleon aislado de cobayos.
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¢ Induccion de la contraccion del musculo liso intestinal por la

acetilcolina.

R

La porcion de intestino (ileon) introducida en la solucién Tyrode se fija
mediante ganchaos e hilos a una palanca inscriptora. El érgano ademas de
estar en una solucién adecuada recibe una constante oxigenacién con el
dispositivo de burbujeo. El intestina se deja estabilizar por 20 minutos
registrandose sus movimientos en un quimégrafo hasta obtener la .gréfica
de un movimiento basal constante. Se afiade 0,1 mL acetilcolina al 0,1%,
después de 6 segundos se observa una contraccion s’ostehida en mm que
se considera como el 100 %, la que persiste sin modificacion (10 min)

(Figura N° 04).

e Evaluacién del efecto espasmolitico de los extractos sobre la

contraccién inducida por acetilcolina.

Se prpcede a probar los extractos: etéfeo, diclorometanico y acuoso de
hojas y tallos por separado a una concentracién de 500 mg/mL (Q,1 mL)
disueltos en el liquido nutricio (Tyrode), la cual se afiade 30 seg después
de iniciar la contraccion mé*ifna y se observa el descenso respectivo

(Figura N° 05).
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Figura N°04: Induccién de la contraccién del misculo liso intestinal

por acetilcolina.

S

BASAL % :
; i Ach 0,1%

¢
it
U

Figura N°05: Evaluacién del efecto espasmolitico de los extractos

sobre la contraccion inducida por acetilcolina
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¢ Induccién de la contraccién del musculo liso intestinal por

histamina.

La porcién de intestino (ileon) introducidé en la solucién Tyrode se fija
mediante ganchos e hilos a una palanca inscriptora. El érgéno ademas de"
estar en una solucién adecuada recibe una constante oxigenacién con el
disposiﬁvo de burbujeo. El intestino se deja estabilizar por 20 minutos
registrandose sus movimientos en un quimografo hasta obtener la grafica
de un hovimiento basal constante. Se aftade 0,1 mL de histamina 0,1% al |
bafio de 6rgano, después de 6 segundos se observa la contraccion
sostenida en mm que se considerd como el 100 %, la que persiste sin

modificacion (10 min) (Figura N° 08).

o Evaluacién del efecto espasmolitico de los extracto sobre la

contraccioén inducida por histamina.

Se procede a probar los extracfos: etéreo, diclorometanico y acuoso de
hojas y tallos par separado, a una concentracion de 500 mg/mL (0,1 mlL)
disueltos en el I'l’quido nutricio (Tyrode), la cual se anade 30 seg. Después

de iniciar la contraccién maxima y se observa el descenso respectivo.

 Cada ensayo se realiza por triplicado (n=3) y los resultados se expresan

en parcentajes de actividad antiespasmaédica. (Figura N° Q7).
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BASAL |
i Histamina 0,1 % ' i

Figura N°06: Induccion de la contraccion del misculo liso

intestinal por histamina.

30 seg ) Extractos 0.1 mL
6 seg @ |
[ Histamina 0,1% 1

Figura N°07: Evaluacion del efecto espasmolitico de los

extractos sobre la contraccion inducida por histamina.
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Figura N°08: Ejemplo de contraccién inducida por acetilcolina en
masculo liso de ileon aislado de cobayo. Dénde:

1: Estado basal del musculo liso.

2: Contraccion maxima ejercida por .acetilcolina después de
segundos. ‘

Figura N°09: Ejemplo de contraccién inducida por histamina en
musculo liso de ileon aislado de cobayo. Dénde:

1: Estado basal del musculo liso.

2: Contraccién maxima ejercida por Histamina después de
segundos. '
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2.2.2.2 Determinacién de la actividad broncodilatadora en cadena

traqueal cobayos. 367

FUNDAMENTO: Se determina la actividad broncodilatadora del extracto
activo mediante la evaluacién de la relajacion del muscula liso traqueal, el
cual es sometido a sustancias constrictoras como la histamina y

acetilcalina estos mavimientas san registrados en un quimagrafo.

: Procedimiénto: Se utilizaron cobayos (150-200 g) en ayunos. con acceso
a égua‘ Cada cobaya fue sacrificado caon golpe en la nuca y luegd sé
procedi6 a cortar la garganta tan cerca de la cabezé como sea posible. La
traquea se disécciona fuera del animal, se transfiere a una placa que
contiene solucién de Krebs y se corta transversalmente entre los
segmentos del cartilago, asi coma para dar un ndmero de anillos del
musculo traqueal. Varios de estos, por 1o general aproximadamente seis,
son unidos par medio de hilds, con el fin de farmar una cédena, y se
suspende en el bafio de érgano aislado (25l mL) en una camara, de’
manera que el érgana mantenga una temheratura canstante de 37°C,
mediante la circulacién de agua temperada entre las paredesly aireada
con una mezcla de axigeno (95%) y diéxida de carbona (5%). Un extrema '
de la' cadena es unido a un pésador fijo en el bafio y otro a una palanca

| de escritura sobre un tambor ahumado para registrar la relajacion del

musculo liso traqueal.
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Figura N° 10: Cadena traqueal de cobayos.

¢ Inducciéon de la contraccién del musculo liso bronquial por la

acetilcolina.

La porcibn de cadena traqueal se deja estabilizar por 20 minutos
registrandose sus movimientos en un quimaégrafo, hasta obtener la gréfica
de un movimiento basal constante. Se afade 0,;1 mL de acetilcolina al
0,1%, Qespués de 6 segundos se observa la contraccidon sostenida en mm
que se considera como el 100 %, la que persiste sin modificaciéon (10

min) (Figura N° 11).

o Evaluacion del efecto broncodilatador de los extractos sobre la

contraccién inducida por acetilcolina.

Se procedid a probar los extractos: etéreo, diclorometanico y acuoso de -

hojas y tallos por separado a una concentracion de 500 mg/mL disueltos
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en el liquido nutricio (Krebs), la cual se afiadi6 30 seg después de iniciar

la contraccidn maxima y se observa el descenso respectivo. (Figura N°

12).

J
BASAL  7°Ach 0,1%

Figura N° 11: Induccién de la contraccién del miusculo lise bronquial

por acetilcalina.

Extractos 0.1 mL

JHJ
ili Ach 0,1%

Figuré.N° 12: Evaluacion del efecto brdn_codilatédor de los extractos

sobre la contraccién inducida por acetilcolina.
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o Induccién de la contracciéon del masculo liso bronquial por '

histamina.

La porcién de cadena traqueal introdubida en la soluéién Krebs se fija
mediante ganchos e hilos en una palanca inscriptora. El 6rgano ademés
de estar en una solucidn adecuada recibe una constante oxigenacion con
el dispositivo de burbujeo. La cadena traqueal se deja estabilizar por 20
minutos registrandose sus movimientos en un quimégrafo hasta obtener la
grafica de un mavimiento basal constante. Se afiade 0,1. mL de histamina
0,1% al bafio de o6rgano, después de 6 'segundos se oObserva la
contraccion sostenida en mm que se cbnsidera como el ‘100 %, la que

persiste sin modiﬁcacién (10 min) (Figura N° 13).

e Evaluacion del efectp broncodilatador de los extracto sobre la

c,ontraccidn inducida por histamina.

Se procedid a probar los extractos: etéreo, diclorometanico y acuoso de
hojas y tallas por separado a una concentracién de 500 mg/mL, disueltos
en el liquido nutricio (Krebs), la cual se afiadié 30 seg después de iniciar

la contraccién maxima y se observa el descenso respectivo.

Cada ensayo se realiz6 por triplicado (n=3) y los resultados se expresan

en porcentajes de actividad broncodilatadora. (Figura N° 14).
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'BASAL

1
!
|
{
I
!
i
i
{

! Histamina 0,1%

Figura N° 13: Induccién de la contraccion del miisculo liso bronquial
g .

por histamina.

e e ——————p——————
(. 7 ,; 30 seg i Extractos 0.1 mL
: 6 seg; A
i |
|
i 3}
BASAL ¢
i } Histamina 0,1%

Figura N° 14: Evaluacion del efecto broncodilatador de los extractos

sobre la contraccién inducida por histamina.

43



Férmula para hallar el pdrcentaje de relajacion del musculo liso

intestinal y bronquial de cobaybs._

{ % de relajacién=X MLR x 100 |}
. xMC

| ruesteonrmasmerr BN

Dénde:
XMLR = Promedio del misculo liso relajadb (mm).

~ XMLC = Promedio de misculo liso contraido (mm)

Figura N° 15: Ejemplo de cohtracéién inducida por histamina en

" misculo liso de traquea aislada de cobayo, donde:
1: Estado basal del misculo liso.

2: Contraccion méxima ejercida por Histamina 0.1% después de 6

segundos.



Figura N° 16: Equipo de baiio de 6rganos marca PANLAB-LE 13206

del Laboratorio de Far\'macologia de la Facultad de Farmacia y

Bioquimica de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga de ica.
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' CAPITULO Illl: RESULTADOS
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‘CUADRO N° 02

METABOLITOS SECUNDARIOS IDENTIFICADOS EN EL EXTRACTO
ETANOLICO DE HOJAS Y TALLOS DE Trixis cacaliodes (kunth)
' D.Don “lingo-lingo™.

' METABOLITOS . RESULTADOS .
FRACCIONES SECUNDARIOS REACCIONES e
L , | HOJAS TALLOS ]
. __Flavonoides . Shincda ' + +
. Reaccion de
A - Aminocacidos Ninhidrina o + o +
Taninos __Cloruro férrico . + : =
" Triterpenos y/o Reaccion de
eszgm' desy Lieberman + .
B : ____Burchard ,
. - Reacciénde | _ _
‘ ] Antraguinonas Bomntrager .
Dragendorif - . =
Alcaloides ___Wagner i - ; -
(' ) ) ) rMayer - -
) .  Reacciéonde ! X
Trterpenas vio ¢ cperman 0« | s
L . : Burchard i ;
~__Flavonoides _Shinoda s +
Leucoantocianidi. o .o |
nas y/o . Rosenheim . B
caiequinas ; :
i ' Reaccién de .
. {
o Tn;z;g?;gzg.o Lieberman S - +
Burchard
___Dragendorif ‘- v
Alcaloides wagner - -
o nMayer f - I -
__Flavongides ___Shinoda
Leucoantocianidi. .‘, i ?
; ey feenge Lo
e s catequinas :
: : _ Prueba de
F Saponinas Espuma + +

(-) =Ausencia, (+) = Presencia -
Fuente: Datos de las autoras-Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de

Farmacia y Bioquimica de la U.N.ICA 2013
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(@

—

133 mm

T

(b)

W min
T : T
CDI\ITBACCION 8mm
{Histaming) £ RELYACION
Seg Extracto diclorcmstinico
Bmm e T

[BASAL (115 mm)
7 min

Histamina Basal Conlraccion
133mm - 15 mm = 1B8mm
B3mm 125 mm = 8mm

: ﬁ -

~_Exiracto Relajaciory Usando la fésmula de porcentaje de relajacion:
) '
Histamina Basal Contraccidn . . .
: % deRelajacion = XMLBX100 % deRelajacion = 96 x100
? . .

29mm Wom = B | e . XML | v
23 mm Wmm = Rmm Dénde: : |

3 -

\Y xﬁ .. X MLR = Promedio del misculo liso relajado (mm) = 56.47%

Extraclo Relajaciory
| X MLE = Promedio del mésculo liso contraido [mm)

Histamina Bal:sa! Corﬂrgccién 2 '
Mhnm S%im = Bwm
M mm 105 mm = Smm

i 3

Exlraclo Relajation

125mm

Gréfico N°D1: Pasos para hallar el porcentaje de relajacion. {a) Contraccion- Relajacion del misculo liso de ileon de cobayo. {b)Representacion de
Contraccion - Relajacion de musculo liso de ileon de cobayo.




CUADRO N°03

EFECTO ANTIESPASMODICO DE LOS EXTRACTOS DE DIFERENTE POLARIDAD DE HOJAS DE Trixls
cacalloides, SOBRE LA CONTRACCION PRODUCIDA POR ACETILCOLINA

' Grupo Porgentaje de

H ©
Experimental Concentracién n relajacion
Extracto Etéreo 500 mg/mL 3 21,83 %
Extracto
Diclorometanico 500 mg/mL. ) 3 19.06%
Extracto Acuoso : ' 500 mg/mL .3 . 52.53%

Fuente: Datos de las autoras-Laboratorio de Farmacologia de la Facuitad de

Farmacia y Bioquimica de la U.N.ICA 2013

CUADRO N°04

EFECTO ANTIESPASMODICO DE LOS EXTRACTOS DE DIFERENTE POLARIDAD DE HOJAS de Trixis
cacalioides, SOBRE LA CONTRACCION PRODUCIDA POR HISTAMINA ’

Grupo Porcentaje de

Experimental Concentracién n® relajacion
Extracto Etéreo 500 mg/mL 3 36,28%
Extracto
Diclorometanico 500 mg/mL 3 56.47%
Extracto Acuoso 500 mg/mL : 3 21.06% .

Fuente: Datos de las autoras-Laboratorio de Farmacologia de la Facultad de

Farmacia y Bioquimica de la U.N.ICA 2013
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60,00%
1s647%| | |
5000% | o | |52,53%
40,00%
_ 136,28% |
- | 30,00% H ' !
12000% | b 121,83%] | {21,06% |
19,06% ' :
w00% | 1 b |- t SR I
{ 3* R
.. 0,00% P ;
' Extracto Diclorometano  Extracto Etereo’ Extracto Acuoso
2 _ ' SR &1 Acetilcolina E1Hisfamina

Grafico N°02: Porcentaje de relajacion de los extractos de hojas, sobre la

contraccion inducida por acetilcolina e histamina en muasculo liso de ileon.
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CUADRO N°05

'EEECTO ANTIESPASMODICO DE LOS EXTRACTOS DE DIFERENTE POLARIDAD DE TALLOS
DE Trixis cacaljoldes, SOBRE LA CONTRACCION PRODUCIDA POR ACETILCOLINA.

2

Porcentaje de

. - o
Grupo Experimental . _ Concentracién ) n relajacion
Extracto Etéreo 500 mg/ml 3 15.00%

Extracto : .
Diclerometanico 3 500 mg/mL 3 18.60%
Extracto Acuoso ’ 500 mg/mbL 3 Negativo

Fuente: Datos de las autoras-Laboratorio de Farmacdlogia de la Facultad

" 'de Farmacia y Bioquimica de la U.N.ICA 2013

" CUADROQ N°06

EFECTO ANTIESPASMODICO DE LOS EXTRACTOS DE DIFERENTE POLARIDAD DE TALLOS
DE Trixis cacalioides, SOBRE LA CONTRACCION PRODUCIDA POR HISTAMINA

Grupo " Porcentaje de

Concentracion: . n°

Experimental relajacion
Extracto Etéreo 500 mgIle ) 3 30.00 %
Extracto B
Diclorometanico 500 mg/ml. 3 80.22%

Extracto Acuoso 500 mg/mL 3 Negativo

Fuente: Datos de las autoras-Laboratorio de Farmacologia de la Facultad

de Farmacia y Bioquimica de la U.N.ICA 2013

51



'\ 90,00%

i
1
1
)
i
§
i
i
t
!
i
i
t
i
3
i
!
e

| 80,00%

80,22% :
70,00% ‘

60,00%

50,00%

40,00% -

30,00% S
. : 30,00%
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. ElAcetilcolina LI Histamina

L

Grafico N°03: Porcentaje de relajacion de los extractos de tallos,

sobre la contraccién inducidg por acetilcolina e histamina en
musculo liso de ileon.

[

|"“""‘~%:.~_ J—

Figura N°17: Contraccion - Relajacion del misculo liso del ileon
.aislado de cobayo inducido por Histamina, donde:

1: Estado basal del misculo liso
2: Contracciéon maxima ejercida por la Histamina al 0.1%.

3: Adicidn del extracto Diclorometanico 500 mg/mL de tallos.
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CUADRO N°07 -

EFECTO BRONCODILATADOR DE LOS EXTRACTOS DE.DIFERENTE POLARIDAD DE HOMS
DE Trixls cacalloldes, SOBRE LA CONTRACCION PRODUCIDA POR ACETILCOLINA

Grupo . o Porcentaje de
Experimental (:oncenttaclbl.m n relajacion
Extracto Etéreo 500 mg/mL ‘ 3 43.67%
Extracto . o
Diclorometanico 500 llngl ml ] 3 55.70%
Extracto Acuoso 500 mg/mL ‘ 3 19.43%

Fuente: Datos de las autoras-LaboratOrio de Farmacologia de la Facuitad

de Farmacia y Bioquimica de la U.N.ICA 2013

CUADRO N°08

EFECTO BRONCODILATADOR DE LOS EXTRACTOS DE DIFERENTE POLARIDAD DE HOJAS
DE Trixis cacalloides, SOBRE LA CONTRACCION. PRODUCIDA POR HISTAMINA

 Grupo ' L - o  Porcentaje de
Experimental ) - Concentracion n relajacion
Extracto Etéreo ) 500 mg/mL 3 58.35%
Extracto '
Diclorometanico 500 mg/mL : 3 70.80%
Extracto ' .
Acuoso 500 mg/mL 3 22.50%

Fuente: Datos de las autoras-Laboratorio de Farmacologia de la Facuitad

de Farmacia y Bioquimica de la U.N.ICA 2013.
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Grafico N°04: Porcentaje de relajacion de los extractos de hojas,
sobre la contraccion inducida por acetilcolina e histamina en

musculo liso de traquea.
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CUADRO N°09.

+ EFECTO BRONCODILATADOR DE LOS EXTRACTOS DE DIFERENTE POLARIDAD DE TALLOS
DE Trixis cacalloides, SOBRE LA CONTRACCION PRODUCIDA POR ACETILCOLINA

Grupo

. . . Porcentaje de
(-] b
Experimental o Conggntraclén n relajacion
Extracto Etéreo - 500 mg/mL 3 22.90%
Extracto ) ' ) o
Diclorometanico : 500 mg/mL. ’ 3 16.60%
Extracto Acuoso 500 mg/mL . 3 Negativo

Fuente: Datos de las autoras;Laboratolio de Farmacologia de la Facultad '

de Farmacia y Bioguimica de la U.N.ICA 2013

CUADRO N°10

EFECTO BRONCODILATADOR DE LOS EXTRACTOS DE DIFERENTE POLARIDAD DE
TALLOS DE Trixis cacalloides, SOBRE LA CONTRACCION PRODUCIDA POR HISTAMINA.

Grupo

: ° Porcentaje de
Experimental Concentracion 0 relajacion
Extracto Etéreo ' . 500 mg/mL 3 92.31%
Extracto ' .
Diclorometanico 500 mg/mL _ 3 . 104.68%
Extracto .
Acuoso | 500 mg/mL 3 . Negativo

Fuente: Datos de las autoras - Laboratorio de Farmacologia de la Facultad

de Farmacia y Bioqhimica de la U.N.ICA 2013
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Grafico N°05: Porcentaje de relajacion de los extractos de tallos, sobre la
contraccién inducida por acetilcolina e ‘histamina en musculo liso de
traquea.

Figura N°18: Contraccién - Relajacién del musculo liso traqueal
.aislada de cobayo, inducido por Histamina, donde:

1: Estado basal del muisculo liso.
2: Contraccién maxima ejercida pbr‘ Histamina.al 0.1%.

3: Adicién del extracto Diclorometanico 500 mg/mL de tallos.
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CAPITULO IV: DISCUSION
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La marcha fitoquimica rﬁuestra la presencia de flavonoides,
leucoantocianidinas, catequinas, grupos aminos libres, triterpenos y/o
esteroides, Compuestos fendlicos y saponinas. (Ver cuadro' 02). La.
informacidn recogida ségt]n estudios etnofarmacolégicoé, farmacolégicos,_
toxicolégicos y fitoqﬁimicos, realizados en el género -Trixis describe
algunos de “ sus cbmpon_entes quimicos, tales como: flavonoides,
‘taninos, 'S trixikingolido 111,16 saponihas, resinas y un alcaloide que causa
pardlisis sensorial y motora en animales,'” aceites esenciales que
contienen sesquiterpénos, como germacreno, bic’icloger‘macreno. y

valenceno.?

Existe referencia de actividad antiulcerogénica,’® antiinflamatoria y
analgésica.?! En la especie Trixis cacalioides, se comprobé la actividad
purgante atribuido al &cido pipitazoico de la raiz,® efecto antiinﬂamatorio

de sus hojas,'® y su uso popular como diaforético.!!

No sé “ha ‘encontrado referencias .de estudio de las activi'dades
antiespasmédica y broncodil_atadora de esta espécie, se ha tratado con
| los medios disponibles de aclarar qué parte de .Ia planta y tipo »de extrapto

tendria el efecto '.antiespasmédico Ay broncodilétador analizando su
comportamiento_ 'sobre"el musculo. liso intestinal '(‘ileon) vy brqnqdial

(traquea) de cobayo‘s.‘

En la evaluacion de la actividad antiespasmaédica con el método de ileon

. aislado de cobayo, el extracto diclorometanico de hojas v tallos de lingo-
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lingo (Trixis cacalioides), a una concentracion final de 2 rﬁg/mL’fue capaz
de relajar el musculo liso del intestino, frente al efecto. contractil de
histamina 0.1% donde se obseNa unaméyor actividad de relajacién que -
corresponde a 56.47% (hojas) y 80.22% (tallos) (Verl gréfico 02 y 03),a

diferencia de los demas extractos.

De manera similar se -evalué el efecto broncodilatador con el método de
cadena tréqueal aislacyia‘ de cobayo, donde se pudo observar que el
extracto diclorometanico de hojas y tailos, a concentracion final dé 2
mg/mL (en el bafo de 6rgano aislado) produjo una mayor actividad de
relajacion ‘con un 70.80% (hojés) y 1.04.'68% (talioé) frente' al.efectc.)

contractil de histamina 0.1% sobre el tejido bronquial (Ver grafico 04 y 05)

Los resultados nos demuestran que los extractos presentaron diferentes
gomportamientos, demostrando una potencia considerable el extracto
diclorometanico de -tallos en - las aCtivic_iades antiespasmadica y )
broncodilatadora frente a histamina; a diferéncia del extracto acuoso de
tallos que tiene un ‘efecto negativo. La explicacién a este efecto
contradictorio de dicho extracto seria que posiblemente contienen

principios activos estimulantes del masculo liso intestinal y traqueal.

El efecto relajante sobre el musculo liso intestinal y bronquial, atribuida a
la especie Trixis cacalioides, valida su accion relajante sobre el misculo
liso intestinal y bronquial, referida en la medicina popular y que

corresponde con lo hallado experimentaimente. Hay que tener en cuenta
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| vque el efecto variara, dependiendo del extracto que se use ya que puede
causar un efecto de hormesis, produc;iendo una ac:,tividad contractil, como
sucede con el extracto acuoso de tallos.®

A .pa’rtir de los resultados obtenidos a nivel ﬁtbduimico se podria
- establecer que los meta-bolitos responsables de .las actividades

‘demostradas son: Ids‘ﬂavonoides, triterpenos y saponinas, .ya que'se ha
~ encontrado informacién bibliografica ‘donde se les atribuye la actividad
ahtiespasmédica y bro;codilatadora, por ejemplo; el flavonoide hispidulina
inhibe la contraccién de la traquea indu¢ida por histamina.39 Es necesaria
la continuacion de la invesﬁgacién para identiﬁéar exactaménte qué tipo

de flavonoides, triterpenos y saponinas son los responsables de dichas

actividades.
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1. Los metabolitos secundarios presentes en las hojas y tallos de
Trixis cacalioides (kunth) D. Don lingo- lingo de acuerdo al
tamizaje fitoquimico preliminar son: flavonoides, grupos fendlicos,
aminoAacidos, triterpenos y/o esteroides: catequinas y saponinas.

2. Los extractos ‘de diferente polaridad -bbtenidos a partir de las

~ hojas y tallos de Trixis cacalioides (kunth) D. Don “lingo¥ lingo”
presentan actividad antiespasmédica y broncodilatadora.

3. El extracto diclorometanico de tallos (2 mg/mL) frente a‘ la
histamina, presentd mayor actividad . antiespasmoédica y
-broncodilatadora cuyos porcentajes de relajacion fueron: 80.22 %

104.68% respectivamente.
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1. Se recomienda aislar y caracterizar estructuralmente los
metabolitos secundarios presentes en el éxtrécto diclorometénico.
para luego evaluar el efecto antiespasmédi.co y broncodilatador que
pueda tener cada‘ uno de estos y con ello establecer la relacion
estructura - efecto. |

2. Efect’uar. estudios toxicolégicos para uha mejor evaluacién de la
investigacion. | |

3. Continuar con las investigaciones ﬂtoqun’micés y farmacolégicas

para ' validar los efectos de las propiedades - medicinales

mencionadas en la presente investigacion. -
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