ﬁf'ﬁ_EsSalud

DOI:10.26722/rpmi.2018.32.81

Revista Peruana de Medicina Integrativa
‘ ISSN: 2415-2692

Determinacion de fitoconstituyentes y evaluacion de la actividad
catartica en el extracto hidroalcoholico de fuphorhia huachanhana

(huachangana)

Daniel Nafiez?, Luis M. Félix?, Walter Rivas* Maribel Mendoza?, Ernesto R. Torres>.

Informacion del articulo Resumen

Historia del articulo Objetivo. Determinar los fitoconstituyentes del extracto hidroalcohdlico de Euphorbia huachanhana (Klotzsch
Recibido: 25/06/2018 & Garcke) Boiss (huachangana) y evaluar su actividad catértica. Materiales y métodos. Se elabord un extracto
Aprobado: 18/07/2018 hidroalcohdlico con etanol al 70% (70:30) del tubérculo fresco de Euphorbia huachanhana (Klotzsch & Garcke)

Boiss (huachangana), el cual fue analizado mediante un perfil fitoquimico cualitativo y el uso de espectroscopia
UV/V y espectroscopia infrarroja (IR). Se tuvieron 36 ratones albinos, distribuidos en seis grupos de seis cada

Autor corresponsal uno: Grupo |, suero fisiolégico 0,9%); Grupo ll, control positivo (sendsido 250 mg/kg), y Grupos llI, IV, V y VI
Walter Rivas Altez (experimentales) a los que se les administro el extracto hidroalcohdlico de Euphorbia huachanhana (Klotzsch
wrivas0307 @gmail.com & Garcke) Boiss (EH) a dosis 200 mg/kg, 400 mg/kg, 600 mg/kg y 800 mg/kg. Se evalud la actividad catértica

mediante la frecuencia de defecacién y el porcentaje de motilidad intestinal con administracién de carbén
Financiamiento activado al 10%. Resultados. Se evidencié la presencia de flavonoides, compuestos fendlicos, carbohidratos,

taninos, esteroides, azlicares reductores, aminoécidos y antraquinonas. Mediante espectroscopia UV/V se tuvo
una banda de absorcién de 290 nm lo que corresponde a una antraquinona; por espectroscopia infrarroja
(IR) se evidencio la presencia de grupos hidroxilo y carbonilo. La mayor frecuencia de defecacién (7,7 por
hora) y el mejor transito intestinal (92,3%) fueron encontrados en el grupo que recibié EH a 200 mg/kg, estas
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Ninguno diferencias fueron significativas en comparacion al grupo blanco (p<0,05). Conclusiones. Se encontrd, como
molécula de interés, la presencia de una antraquinona con grupos funcionales hidroxilo y carbonilo; asimismo,
la administracion del extracto hidroalcohdlico de Euphorbia huachanhana (Klotzsch & Garcke) Boiss a dosis de

Citar como 200 mg/kg ofrecid los mejores resultados en actividad catértica. Sin embargo, el disefio utilizado no permite

Nafiez D, Félix LM, Rivas W, Mendo-  establecer que la presencia de estas moléculas son la causa directa del efecto catértico observado.
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Abstract
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Objective. To determine the phytoconstituents of the Euphorbia huachanhana (Klotzsch & Garcke) Boiss
(huachangana) tuber hydroalcoholic extract and to evaluate its cathartic activity. Materials and methods.
An hydroalcoholic extract was elaborated with 70% ethanol (70:30) using fresh tuber of Euphorbia
huachanhana (Klotzsch & Garcke) Boiss (huachangana). That extract was analyzed for its phytochemical
profile, and by UV/V spectroscopy and infrared spectroscopy (IR) to search some bioactive molecules.
Thirty-six albino mice were distributed in six groups of six each one: Group I, 0.9% saline solution; Group I,
Positive Control (Sennoside 250 mg/kg); and Groups Il IV, V and VI (Experimental) to which hydroalcoholic
extract of Euphorbia huachanhana (Klotzsch & Garcke) Boiss (EH) were administered at doses 200 mg/kg,
400 mg/kg; 600 mg/kg and 800 mg/kg. The cathartic activity was evaluated by frequency of defecation
and percentage of intestinal motility with administration of 10% activated carbon. Results. Presence of
flavonoids, phenolic compounds, carbohydrates, tannins, steroids, reducing sugars, amino acids and
anthraquinones was evidenced. An absorption band of 290 nm was observed by UV / V spectroscopy and
infrared spectroscopy (IR), which corresponds to an anthraquinone, and the presence of hydroxyl and
carbonyl groups was evidenced. The highest frequency of defecation (7.7 per hour) and the best intestinal
transit (92.3%) were found on group which received EH at 200 mg/kg, these differences were statistically
significant in comparison to the 0.9% saline solution group (p<0.05). Conclusions. The presence of an
anthraquinone with hydroxyl and carbonyl groups was found as a molecule of interest. Additionally, the
administration of Euphorbia huachanhana (Klotzsch & Garcke) Boiss hydroalcoholic extract at a dose of
200 mg / kg gave the best cathartic activity. However, this experimental design does not allow establishing
that the presence of these molecules are the direct cause of the observed cathartic effect.

Keywords: Gastrointestinal motility; Animal Experimentation; Euphorbiaceae/analysis; Euphorbiaceae/
therapeutic use (Source: MeSH).
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Introduccion

La constipacion o estrefimiento se define como la
disminucion de la frecuencia normal de la deposicién, con
o sin dificultad para realizar esta actividad [*'. Se estima que
afecta a aproximadamente al 14% de la poblacién mundial,
siendo mas comun en mujeres, personas mayores de 65
afios, o personas con un bajo estatus socioeconémico .
Los casos de constipacion mayormente se clasifican como
primarios, dentro de los cuales se pueden identificar tres
subtipos: funcional, de transito retardado o de desérdenes
defecatorios, asociados con la percepcion de defecacidn
incompleta debido a patologias como la enfermedad de
Hirschsprung, la estenosis anal, disfuncién del suelo pélvico,
céncer o prolapsos B4,

Dentro de las causas asociadas a los dos primeros subtipos,
se ha encontrado ausencia de contracciones propulsoras
en el colon, lo cual puede ir ligado tanto al aumento como
a la disminuciéon de las contracciones segmentadas. Por
ende, cualquier alternativa terapéutica que promueva
la regulacion del transito intestinal podra ser util para
el manejo de estos casos Pl Actualmente, el manejo
terapéutico de estos casos se basa en cambios en el estilo
de vida, promoviendo la actividad fisica y el consumo de
liquidos, fibras y de medicamentos procinéticos, o con
efecto laxante ¢,

La Euphorbia huanchahana (Klotzsch & Garcke) Boiss
(huachangana), pertenece a la familia Euphorbiaceae las
cuales producen una gran diversidad de sustancias quimicas,
incluyendo los aceites de tung y de ricino. Aunque muchas
de estas plantas son purgantes, incluso venenosas en algunos
casos, los frutos y las raices tuberosas son comestibles y son
parte importante de la alimentacion de algunas poblaciones .
Euphorbia huachanhana es una hierba anual que cuando
se la rasga o secciona, segrega latex de consistencia espesa,
muy adherente, que se endurece rapidamente adquiriendo
un color amarillento . Estudios previos han reportado su
uso medicinal en comunidades de Ayacucho !y de Cusco ',
mientras que en la investigacion de Salazar et al. se reporta
que en comunidades de Cajamarca se prepara mediante el
cocimiento de la raiz triturada con leche caliente, para ser
usada como antiparasitario 4.

A pesar de ello, no se han encontrado estudios que evalten
los posibles efectos bioldgicos de esta especie en modelos
animales (in vivo). Por ello, los objetivos de la presente
investigacion fueron determinar los fitoconstituyentes
del extracto hidroalcohdlico del tubérculo Euphorbia
huachanhana (Klotzsch & Garcke) Boiss (huachangana) y
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evaluar su actividad catartica en ratones albino machos
jovenes (Mus musculus).

Materiales y métodos

Material vegetal

La recoleccién del tubérculo Euphorbia huachanhana
(Klotzsch & Garcke) Boiss (huachangana) se realizo en el
anexo de Vichavichay, provincia Castrovirreyna, region
Huancavelica, durante el mes de mayo del afio 2009

Preparacién del extracto hidroalcohélico "%

La muestra fue llevada a un ambiente ventilado libre de
contaminantes en el laboratorio de investigacion de la
Universidad Privada Norbert Wiener (UPNW), se seleccioné
2000 g de tubérculos frescos enteros en buen estado, que
fueron macerados en etanol al 70% (70:30), durante siete
dias. Al término de este periodo se filtr6 el macerado
con papel de filtro 4 y se llevd hasta sequedad a 40 °C
obteniendo la cantidad de 100 g de extracto seco.

Estudio de los fitoconstituyentes

El estudio fitoquimico se realizd con la finalidad de
determinar los diferentes metabolitos primarios vy
secundarios del extracto seco, solubilizando la muestra
en metanol ™3, Se evalud la solubilidad del extracto seco
utilizando 1 mL de los solventes: agua destilada, etanol,
metanol, n-butanol, acetato de etilo, cloroformo, acetona,
éter de petrdleo y n-hexano, de acuerdo a su polaridad 14,

Andlisis cromatogrdficos y de espectroscopia

Para la ejecucién de la cromatografia en capa fina se utilizd
silica gel G 60 como sistema de solvente, revelandose con
el reactivo de Borntrager. Seguidamente, para lograr el
aislamiento de componentes de importancia biologia, se
realizd un aislamiento por cromatografia en capafinaaescala
preparativa. Para ello, se conté con un espectrofotometro
GENESYS 10S UV/visible y un espectrofotémetro IR MEDIO
SPECTRUM 100, Marca Perkin Elmer.

Animales de experimentacion

Se emplearon 36 ratones albinos (Mus musculus) con
un peso promedio de 20-25 g de 04 semanas de edad,
adquiridas y certificadas como exentas de patologia alguna
por el Instituto Nacional de Salud (INS). Se colocd un ratéon
por jaula, a temperatura ambiente (22 + 5 °C), con ciclo de
luz/oscuridad de 12 h. Recibieron alimentacion balanceaday
agua ad libitum durante diez dias. Todos los procedimientos
que abarcaron a los animales fueron conducidos de acuerdo
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con el protocolo aprobado por el Comité de Etica de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos.

Determinacion de la accion catdrtica (laxante) y motilidad
intestinal

Los animales de experimentacion fueron divididos en seis
grupos de seis ratones, de acuerdo a la intervenciéon que
recibieron: Grupo I: Blanco (suero fisioldgico 0,9%); Grupo
II: Control Positivo (sendsido 250 mg/kg), y Grupos llI, IV, V
y VI (experimentales) a los que se les administrd el extracto
hidroalcohdlico de Euphorbia huachanhana (Klotzsch &
Garcke) Boiss a dosis 200 mg/kg, 400 mg/kg, 600 mg/kg y
800 mg/kg. Las intervenciones antes mencionadas fueron
administradas por via oral " Se midi6 la frecuencia de
defecacion cada hora, durante las cuatro primeras horas
posteriores a la administracién de las intervenciones.

Transcurridas las 4 h, se administré carbdn activado al 10%;
pasados 30 min, se sacrificd a los animales por dislocacion
cervical, realizdndose diseccion tipo laparotomia para
extraer el intestino delgado, desde la porcion pildrica hasta
el colon; en ese momento, se midid la distancia recorrida
del carbdén activado. Finalmente se midié la motilidad
gastrointestinal en porcentajes [motilidad Gl (%)] mediante
el uso de carbdn activado a los 30 min, en cada grupo con el
uso de la siguiente ecuacion.

Distancia recorrida por carbdn activado

Motilidad Gl (%) = x 100%

Longitud total del intestino delgado

Andlisis estadistico

Los datos recolectados fueron digitados en una base de datos
elaborada con el programa Microsoft Excel 2016 ©. Se utilizd
estadistica descriptiva, donde los datos fueron mostrados
mediante el uso de frecuencias absolutas y relativas
(porcentajes), en el caso de variables cualitativas y a través
de medidas de tendencia central y de dispersion (promedios
y desviacion estandar) en el caso de variables cuantitativas.
Para establecer diferencias entre los porcentajes de motilidad
intestinal y los grupos de estudio se usara la prueba ANOVA
para dos factores con medidas repetidas. Se considerara
como estadisticamente significativo un valor p menor de 0,05.

Resultados

El extracto hidroalcohdlico de Euphorbia huachanhana
(Klotzsch & Garcke) Boiss, mostrd una alta solubilidad en
metanol, mientras que tuvo solubilidad parcial en etanol y
agua (Tabla 1).

Tabla 1. Prueba de Solubilidad del extracto hidroalcohdlico de
Euphorbia huachanhana (Klotzsch & Garcke) Boiss

Solventes Solubilidad

Agua destilada +
Metanol ++
Etanol +
n-butanol -

Acetato de etilo -

Cloroformo -

Acetona -

Eter de petrdleo -

n-hexano -

(-) Insoluble; (+) poco soluble; (++) soluble.

Por otro lado, durante el andlisis fitoquimico del mencionado
extracto, se encontraron flavonoides, taninos, carbohidratos,
esteroides, grupos aminos libres y antraquinonas, y azicares
reductores.

La cromatografia en capa fina a escala preparativa permitid
aislar la fraccién 1 (F1), que presentd color rojo violaceo
a luz natural y fluorescencia amarilla bajo UV - 365 nm,
intensificdndose dicho color al ser revelado con el reactivo
de Borntrager. Esta fraccion fue sometida a un analisis
espectroscopico con luz UV/V, en donde se identificd una
banda de 290 nm, entre las longitudes de 260 — 300 nm, lo
que confirma la presencia de una antraquinona (Figura 1).

Tabla 2. Metabolitos primarios y secundarios presentes en el
extracto hidroalcohdlico de Euphorbia huachanhana (Klotzsch
& Garcke) Boiss

Metabolitos primarios y

Reactivos secundarios Resultados
AICL1% Flavonoides +
Shinoda Flavonoides +
FeCl, 1% Compuestos fendlicos +
Gelatina 1% Taninos +
Molish Carbohidratos +
Fehling AzUcares reductores +
Dragendorff Alcaloides -
Mayer Alcaloides -
Popoff Alcaloides -
Liebermann-Bouchard Esteroides +
Wagner Alcaloides -
Ninhidrina Grupos aminos libres +
Borntrager Antraquinonas +

Leyenda: ausencia (-) presencia (+)
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Figura 1. Espectro UV/V de la fraccién 1 (F1) aislado utilizando como solvente MeOH (longitud de onda 200-800 nm).

En este andlisis espectroscdpico de IR se reportan absorciones
entre 3200 cm-1 -3600 cm-1 que indican la presencia de
alcoholes; a 2850 cm-1 — 2970 cm-1 grupos alcanos, y los
grupos carboniloa 1610 cm-1-1680 cm-1, por debajo de 1500
cm-1 es la regién de las huellas dactilares, que confirman la
presencia de los grupos funcionales (Figura 2).

En la determinacion de la frecuencia de defecaciones, se
encontraron diferencias significativas entre los grupos de

estudio (p<0,05), con un mayor promedio de defecaciones
en el grupo que recibié extracto hidroalcohdlico de
Euphorbia huachanhana (Klotzsch & Garcke)
en dosis de 200 mg/kg (7,7 deposiciones/hora); en

Boiss

comparacion con el grupo control (7,2 deposiciones/
hora), y las dosis de 400, 600 y 800 mg/kg (5,2; 4,7y 1
deposiciones/hora, respectivamente) (Figura 3).
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Figura 2. Analisis espectroscépico de infrarrojos en la fraccion 1 (F1) del extracto hidroalcohdlico de Euphorbia huachanhana (Klotzsch

& Garcke) Boiss
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Figura 3. Promedio de deposiciones por hora y grupo de estudio. Sen: senésido; EH:
extracto hidroalcohdlico de Euphorbia huachanhana (Klotzsch & Garcke) Boiss.
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Tabla 4. Accidn catartica del extracto hidroalcohdlico de Euphorbia huanchahana (Klotzsch & Garcke) Boiss seguin grupos de estudio

y sujetos de experimentacion

EH 200 mg/

Grupo

Blanco

1 56 55 98,2 45 30 66,6 52 42 80,7
2 53 42 79,2 50 36 72,0 53 47 88,6
3 48 45 93,7 47,5 35 73,6 56 47 83,9
4 56 56 100,0 46 21,5 46,7 48 45 93,7
5 49 45 91,8 47 32,5 69,1 52 45 86,5
6 57 32 91,2 48 22 45,8 52 48 92,3
Media 53,2 45,8 92,3 47,2 29,5 62,3 52,2 45,7 87,6
Desv. St. 3,9 8,9 7,3 1,7 6,3 12,7 2,5 2,2 4,9

Med 1= longitud total del intestino delgado; Med 2= longitud recorrida por el carbdn activado; Desv. St= desviacidn estandar.

En la determinacién de la actividad sobre la motilidad
gastrointestinal, se encontrd que el grupo que recibid el extracto
hidroalcohdlico a dosis de 200 mg/kg, tuvo un porcentaje de
motilidad intestinal de 92,3% + 7,3%, muy superior a lo mostrado
por el estandar (sendsido 200 mg/kg). Estas diferencias fueron
estadisticamente significativas (p<0,001); sin embargo, al
realizar la comparacidn por pares, no se encontro diferencias
entre el grupo experimental y el control (p=0,753) (Tabla 4).

Discusion

La prueba de solubilidad demuestra que el extracto
hidroalcohdlico de Euphorbia huachanhana (Klotzsch
& Garcke) Boiss. contiene constituyentes quimicos de
naturaleza polar, lo cual se ve favorecido con el uso de un
solvente como el etanol. Altemimi et al. *® refieren que este
tipo de solventes promueven la caracterizacion fitoquimica
de componentes con multiples efectos bioldgicos como los
fenoles.

Gracias al andlisis espectrofotométrico se determind una
fraccion de interés (F1) en donde se demostrd la presencia
de antraquinonas. Estas moléculas son definidas como
quinonas que poseen dos anillos fendlicos asociados a
su estructura tipica, esta estructura contribuye con sus
propiedades redox, lo que le da potencial antioxidante 7.,
Las antraquinonas, ademads, poseen otros efectos bioldgicos
como la inhibicidn de la proliferacion de células tubulares,
disminucion del crecimiento fungico y la modulacién de
reaccion inflamatoria por medio de la inhibicion parcial de
la ciclooxigenasa &%),

Asimismo, estos componentes son conocidos por su
importante papel en la generacion de efectos tipo laxante
(o catarticos), Darroz et al. » postulan tres posibles
mecanismos de accion: 1) La estimulacién directa de
contraccién en el musculo liso intestinal; 2) Inhibicion de
reabsorcion de agua por la inactivacion de la bomba de
Na+/K+/ATPasa; y 3) Inhibicion de canales de cloro.

Si bien el disefio experimental utilizado no permite asociar en
formacausalla presenciade antraquinonasy el efecto catartico
encontrado en la administracién del extracto hidroalcohdlico
de Euphorbia huachanhana (Klotzsch & Garcke) Boiss;
la revision bibliografica ha permitido encontrar que este
efecto es comun a otros miembros del género Euphorbia.
Hare et al. ?! hallaron que el uso de extractos acuosos de
hojas de Euphorbia hirta, en dosis de 100 a 1000 mg/kg,
producian una disminucion de la motilidad intestinal (medida
como los efectos en frecuencia de defecacion) en ratones
albinos. En forma similar, Ashok el at. 22 encontraron que la
administracién de raices pulverizadas de Euphorbia fusiformis
Buch.- Ham. Ex D. Don en dosis de 130 mg/kg y 260 mg/kg,
disminuian significativamente el tiempo de transito intestinal
en comparacion al grupo control, atribuyendo este efecto a un
antagonismo de los receptores D2 y 5-HT3, lo que estimularia
el vaciamiento gastrico. Por ende, el presente estudio confirma
un efecto que es comun en otras especies similares, pero en un
insumo que puede ser faciimente evaluado de forma local, lo
que facilitaria futuras investigaciones.

Este estudio experimental presenta multiples limitaciones; por
ejemplo, como se menciond previamente, se pudo aislar un
componente con potencial efecto bioldgico, pero el modelo
experimental no permitid establecer una relaciéon causal
entre este hallazgo y lo observado en la motilidad intestinal
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del modelo animal. En segundo lugar, al ser este un estudio
que puede ser calificado como preliminar, sus resultados no
pueden ser generalizados a la poblacion en general. Asimismo,
los resultados de esta investigacion no son suficientes para
permitir la extrapolacion de los efectos encontrados a seres
humanos. Sin embargo, demuestran que la Euphorbia
huachanhana (Klotzsch & Garcke) Boiss “huachangana”, es
una especie de interés para promover futuras investigaciones
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