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El objetivo fue determinar el efecto modulador de la ereccion por el
extracto metandlico de Jatropha macrantha Mull Arg. “huanarpo macho” en
ratas con induccion de disfuncién eréctil. Se colect6 hojas y tallos en el distrito
de Vilcashuaman, departamento de Ayacucho para obtener el extracto
metandlico, la marcha fitoquimica identific6 fenoles, taninos, lactonas,
cumarinas, triterpernos, flavonoides, alcaloides, catequinas; confirmandose
presencia de flavonoides mediante técnicas cromatograficas UV. Se realizé la
separacion de compuestos por cromatografia en capa fina, obteniéndose
fracciones purificadas mediante cromatografia a escala preparativa utilizando
diversos sistemas de solventes, se elucido estructuralmente mediante técnicas

espectrofotométricas los diferentes tipos de flavonoides.

Se hallo la dosis letal (DLso) de 1357mg/Kg en ratones; evaluandose el
comportamiento sexual a 100, 200 y 300 mg/kg, suero fisiolégico como control
y sildenafilo citrato 5 mg/kg. Lograndose un mejor efecto de frecuencia de
monta dosis dependiente comparativamente al grupo control y al sidenafilo
(p<0,05); que permitid determinar la dosis efectiva media (DEM) de 157.1
mg/Kg, porcentaje de variacion de 71.11; 95 % y 75 ; 100% de efecto para
200 y 300 mg/Kg de huanarpo, constituyendo el parametro mas importante.

El nivel plasmatico de oxido nitrico en plasma tuvo valores de 4.75;
5.32, y sidenafilo 6.25 umol/mL, porcentaje de variacion; efecto (32.4, 39.2;
82.66, 100) a 200 y 300 mg/Kg siendo un efecto dosis dependiente (p<0,05),
igual en 6rganos aislados a 50,100 y 300 ug/ml y los de L-arginina 300 uM,
acetilcolina 30uM, epinefrina u/ml y sildenafilo (Viagra)(3.2 x 10~ mg/ml).
Experimentalmente se ha demostrado un marcado efecto modulador de la
ereccion del pene por influencia del extracto metandlico en ratas con induccién

de disfuncioén eréctil.

Palabras clave: Jatropha macrantha Mdull. Arg. “huanarpo macho”;
comportamiento sexual, plasma, 6rgano aislado, disfuncion eréctil.

ABSTRACT



The objective was to determine the effect modulator of the erection for
the extract metandlico of jatropha macrantha Mull Arg. "huanarpo macho” in
rats with induction of erectile disfuncion. Collect you leaves and shafts of the
district of Vilcashuaman, department of Ayacucho to obtain the extract
metandlico, the march fitoquimica | identify fenoles, tannins, lactonas,
cumarinas, triterpernos, flavonoides, alkaloids, and catequinas; confirming is
witnessed of flavonoides by means of technical cromatograficas UV, to go,
being carried out the separation of having composed by cromatografia in fine
layer, obtaining you fractions purified by means of cromatografia to scale
preparativa using diverse systems of solvents, being elucidated structurally by
means of technical spectrofotométricas the different flavonoides types.

Lethal dose (DL50) was of 1357mg/Kg in mice; being evaluated the
sexual behavior to 100, 200 and 300 mg/kg, control and sildenafilo citrato 5
mg/kg. being Achieved a better effect of frequency of it mounts dependent dose
comparatively to the group control and the sidenafilo (p <0,05); what allowed to
determine a dose effective stocking (DEM) of 157.1 mg/Kg, percentage of
variation of 71.11; 95% and 75; 100 effect% for 200,300 mg/Kg, constituting the

most important parameter.

The plasmatic level of | oxidize nitric in plasm he had values of 4.75 and
5.32, and sidenafilo 6.25 umol/ml, variation percentage and effect (32.4,39.2;
82.66, 100) to 200 and 300 mg/Kg being an effect dependent dose (p<0,05),
the same as in isolated organs to 50,100 and 300 ug/ml and those of L-arginina
300 uM, acetilcolina 30uM, epinephrine u/ml and sildenafilo (Viagra)(3.2x10
mg/ml). Experimentally a marked effect modulator of the erection of the penis
has been demonstrated by influence of the extract metandlico in rats with

induction of erectile disfuncién.

key Words: Jatropha macrantha Mdll. Arg. "huanarpo macho"; sexual behavior,

captures, isolated organ, erectile disfuncion.

RESUMO



O obijetivo foi determinar o modulador de efeito da erecdo para o extrato
metandlico de jatropha macrantha Mull Arg. "huanarpo macho" em ratos com
inducdo de disfuncion erétil. O colecione folhas e cabos do distrito de
Vilcashuaman, departamento Ayacucho para obter o extrato metandlico, a
marcha fitoquimica, seu identifico fenoles, taninos, lactonas, cumarinas,
triterpernos, flavonoides, alcal6ides, e catequinas; confirmando flavonoides por
meio de técnicas cromatograficas UV, sendo levado fora a separacdo de ter
composto atraveés de cromatografia em camada, obtendo fracbes purificaram
por meio de cromatografia escalar preparativa que usa diversos de solventes,
sendo elucidado structurally por meio de técnicas spectrofotométricas os tipos
de flavonoides diferentes.

A dose letal (DL50) de 1357mg/Kg em ratos; sendo avaliado o
comportamento sexual a 100, 200 e 300 mg/kg, soro fisiolégico como controle
e citrato de sildenafilo 5 mg/kg. sendo Alcancado um efeito melhor de
frequéncia disto monta dose dependente comparativamente ao controle de
grupo e o sidenafilo (p <0,05); o que permitiu determinar uma dose meia efetiva
(DEM) de 157.1 mg/Kg, porcentagem de variacdo de 71.11,95%; 75,100 de

efeito para 200,300 mg/Kg, constituindo o parametro mais importante.

O nivel plasmético de mim oxido nitric em plasma ele teve valores de
4.75 e 5.32, e sidenafilo 6.25 umol/ml, porcentagem de variacdo e efeito (32.4,
39.2; 82.66, 100) para 200 e 300 mg/Kg que sédo um efeito dose dependente (p
<0,05), igual a em érgéos isolados 50,100 e 300 ug/ml e esses de L-arginina
300uM, acetilcolina 30uM,u/ml de epinephrine e sildenafilo (Viagra)(3.2x10
®mg/ml). Experimentalmente um modulador de efeito marcado da erecdo do
pénis foi demonstrado por influéncia do metandlico de extrato em ratos com

inducéo de disfuncién erétil.

Palavras chave : Jatropha Macrantha Mdull. Arg. "huanarpo macho”;

comportamento sexual, capturas, 6rgao isolado, disfuncién erétil

|.-INTRODUCCION

La especie humana posee cualidades especificas que le distinguen del



resto de los animales: la conciencia, el lenguaje y la convivencia social, que
permiten tener sensaciones y satisfacciones que derivan de la relacion sexual,
asi como de sus consecuencias reproductivas, una vez que el desarrollo
endocrino y el sistema nervioso central han madurado lo suficiente y ha
recibido la informacion del medio social sobre el modo de satisfacerla, en
dependencia de la cultura social donde se desarrolle el hombre (Garcia,
2005)*.

Sin embargo, existen una serie de trastornos sexuales que afectan a
muchos hombres a nivel mundial. Asi, tenemos la disfuncion eréctil, que es la
incapacidad repetida de lograr o mantener una ereccidén lo suficientemente

firme como para tener una relacién sexual adecuada.

En estudios realizados en Estados Unidos se estima que entre los
hombres de 40 a 70 afios este problema ocurre hasta en un 52%. El grado de
disfuncién varia desde leve a severo (Oshima, 2003)2. La disfuncion eréctil, es
causada por una alteracion de la relajacion del muasculo liso corporal. Esta
alteracion puede ser causada, en parte, por el 6xido nitrico insuficiente (NO) la
sintesis en el “nervio del pene” como consecuencia de una pérdida de
terminaciones nerviosas del cuerpo cavernoso nitrérgicas o por un descenso de
regulacion de la expresion o actividad de la NOS neuronal (nNOS), el 6xido
nitrico es un potente vasodilatador y puede inhibir la agregacion plaquetaria
(McCCall TB,1989)%. Dentro de la microvasculatura, regulacion de la
neurotransmision, en la defensa del sistema inmune natural y la ereccién

peneana (Moncada, 1991; Knwoles,1992) *°.

La medicina tradicional de nuestro pais, tiene numerosas plantas
medicinales beneficiosas para la salud humana y animal; conocimiento que
deriva de las experiencias empiricas efectuadas por pobladores de la basta
rigueza que tiene nuestro pais y hoy mas que nunca se requiere aportes
cientificos y experimentales de maximo rigor, descartando usos tradicionales
qgue no tienen sentido, permitiendo a su vez transferir el conocimiento popular
al ambito cientifico para su analisis, evaluacion y aplicacion. Es a partir de la
conquista espafiola a mediados del siglo XVI que se ha podido tener
informacion documentada sobre los usos de los nativos andinos y amazonicos

a las plantas medicinales, gracias a la importante labor de los cronistas de la
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conquista espafiola. Uno de ellos, el Jesuita Bernabé Cobo escribié en el siglo
XVII su libro “ Historia del Nuevo Mundo” ha mostrado al mundo diversas
plantas y los diferentes usos, muchos de ellos medicinales (Gonzales, 2006)°.

El aislamiento y conocimiento estructural de compuestos de plantas,
podria dar lugar a disefar reacciones para producir derivados semisintéticos, o
pautas para la sintesis. Es entonces de gran importancia localizar y aislar los
principios activos de las diferentes partes de las plantas o extractos y probarlos
con ensayos biologicos de profundidad. Es asi que alcaloides como el jatrofano
y la maitasina aislados de la jatropha macrohiza, presentan accion antitumoral,
diterpenos como la taxodina aislada de taxodium distichum, jatrofona de
jatropha gossypifolia, la gnidicina de gnidia lamprahatha también accion
antitumoral, y flavonoides con actividades sobre la fragilidad capilar
(biflavonoides del género citrus; rutina y derivados), dilatadoras de coronarias
(proantocianidinas de cataeguas, arnica y gingko), espasmoliticas(glicésidos de
apigenina), antihepatotdxicos (silimarina de silibum), fungitoxinas (isoflavonas
como lupinus) (Lock de Ugaz, 1994)’.

En este sentido, se toma como modelo de estudio a la Jatropha
macrantha “huanarpo macho” nativa originario del Peru utilizado por nuestros
antepasados para mejorar la disfuncién sexual eréctil. Por ello se plantearon
los siguientes objetivos: 1) Determinar la naturaleza quimica de los extractos
utilizando técnicas cromatograficas y espectrales; 2) Elucidar la estructura
quimica de algunos metabolitos secundarios del extracto metanolico del
huanarpo macho: 3) Conocer el efecto sobre el comportamiento sexual del
extracto metanolico de Jatropha macranta “huanarpo macho” en ratas
inducidas a disfuncion eréctil; 4) Evaluar y comparar los niveles plasmaticos de
oxido nitrico en ratas con disfuncion eréctil que reciben el extracto metanolico
de Jatropha macranta “huanarpo macho”; 5) Evaluar la actividad vasodilatadora
in Vitro del extracto metandlico del huanarpo macho en érganos aislados del
cuerpo cavernoso del pene de rata; 6) Determinar la dosis letal 50 (DLso) por el

método de dosis limite.



Il.- GENERALIDADES
2.1. Antecedentes generales:

Desde la época de los incas se atribuye al “huanarpo” propiedades
afrodisiacas; asi Juan de Santa Cruz Pachacuti Yampi “Relacion de
Antigiedades deste Reyno del Pird”, en “Tres Relaciones de Antigledades
Peruanas”. (Publicada por el Ministerio de Fomento-Madrid-1879) manifiesta de
Sinchi Roca: “este desventurado Sinchiruca dicen que siempre entendid en
regalarse, el cual dicen los mandoé buscar chutarpu uanarpu para acostumbrar
en la fornicaciones, y asi es sabido “vacan guest” que los indios iban con
aquellos presentes” (Lastre, 1951; Valdizan y Maldonado, 1922) &°.

El “huanarpo macho” es una planta conocida desde nuestros

ancestros, con hojas bellas y la particular forma del fruto que semeja la
morfologia sexual interna masculino y femenina, lo que ha despertado nuestro
interés por su estudio y aplicacion con una adecuada dosificacion (Ochoa,
1995)%°.
Actualmente esta creencia subsiste, debido al mal uso que de esta planta
hacen los seudos curanderos, los que incluso aparece en muchos tratados,
llegando a ser considerados como sinonimo de promiscuidad, etc. (Ochoa,
1995)%°.

2.2. Clasificaciéon taxonémica:

Division : Angiospermae

Clase : Dicotyledonea

Sub clase : Choripetalae

Orden ; Geraniales

Familia : Euphorbiaceae

Género : Jatropha

Especie : Jatropha macrantha

Nombre vulgar : “Huanarpo macho” “urco huanarpo” “Guanarpo”

Fuente: (Valdizan y Maldonado,1922; Soukop, 1982)%!, (Constancia del

Herbarium Huamanguensis).
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Figura N°01 : Vista de las hojas y tallos de Jatropha macrantha “huanarpo macho”

2.2.1. Descripcion botanica de la especie  Jatropha macrantha.

Arbusto mediano (1,5 a 2 m de altura) con flores rojas. Es autoctona del Pert y
puede ser encontrado en abundancia dentro del valle fluvial del Marafion en la
Amazonia y en el departamento de Puno. Las partes que se utilizan del
huanarpo son los tallos jévenes; que se parece a la anatomia de un hombre y
ha sido usado desde muchos siglos atras en la medicina tradicional para
realzar la funcién sexual masculina (Oshima, 2003)°. Raiz: Conoidea o
pivotante, se caracteriza por tener pocas raices secundarias y corteza de
regular espesor. Tallo: Arbusto ramificado con ramas extendidas, algunos
pueden ser de un metro de altura, presenta ramas carnosas visiblemente
marcados por los callos de las cicatrices del peciolo caido. Los tallos llegan a
ser mas gruesos hacia la base. Hojas: De 10-12 cm. de ancho y de 9-10 cm. de
largo, profundamente cordado en la base, pentalobado, los I|6bulos
ampliamente ovados mas o menos imbricado, agudo, aserrado, estipulas
glanduliformes, cimas cortamente pedunculados. Las hojas son caducas, en el
periodo seco las hojas son tempranamente parduscas y pegajosas como la
savia de la rama carnosa. Flores: pequefias de color rojo escarlata y
capitulados. Las bracteas  son pequefias foliAceas ovalada-lanceoladas de
aproximadamente 10 mm de largo. Los sépalos de las flores masculinas son
oblongo-ovalados, agudos, dentadas-glandulares, libres, de 4-5 mm de largo:
Los pétalos son de 2 cm. de largo, oblongo, obtusos, parecidos a las ufias y
libres. En el androceo presenta 10 estambres, con el exterior mas corto y el
interior monodelfo alargado. El ovario no tiene pelos en la superficie. Las
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inflorescencias son capituladas, de color escarlata, que aparecen tardiamente

durante el periodo seco (Belmonte, 2000;Mc Bride, 1951; Juarez, 1968)*%1314,

2.2.2. Distribucion geografica

Crecen entre los 1500 y 2600 m.s.n.m. no necesitan de suelo agricola, se
desarrollan en suelos aridos y semiaridos. En época de lluvia, el tallo y las
hojas se verdean intensamente y carecen de flores; en cambio en épocas de
sequia, el tallo se amarilla e inicia la floracién (Juarez, 1968)'. Lo encontramos
en las lomas de Lachay (Lima). “Abarcaba con sus brazos gruesos y lisos de
color gris las rocas y la arena en una forma tal que recordaba a un reptil”
(Malca, 1956)*. Este vegetal, constituye un recurso natural y es abundante en
las laderas de los valles de la Cordillera Occidental y Central; de igual manera,

en el lado Occidental de la Cordillera Oriental (Juarez, 1968)*.

2.2.3. Usos en la Medicina Tradicional.

El huanarpo macho usado en nuestra serrania como afrodisiaco y por tener
otras propiedades, se prepara en maceracion en aguardiente, como mordiente,
en infusién o quemando el tallo para absorber el humo. (Malca, 1956)*. Estas
plantas son casi desconocidas en la costa, pero muy conocidas y empleadas
en nuestra serrania y selva.

Usualmente para personas estériles, se recomienda la utilizacion de hierbas
en infusion, con la finalidad de recuperar la potencia sexual. (Ochoa, 1995;
Delgado, 1988)'%1¢,

Jatropha macrantha “huanarpo macho”, cuya raiz tiene accion afrodisiaca,
presenta alcaloides similares a la yohimbina. (Aldave, 1988; Mostacero,1993)
1718 Barr6n y Montalvo también atribuyen a Jatropha macrantha propiedades
afrodisiacas. Valdizdn y Aldave manifiestan que las raices del “huanarpo
macho” tienen accion afrodisiaca. Avila manifiesta: “El chutarpo es el macho
para adoptarse a la fornicacion y la hembra es para lo contrario”, al considerar
la aplicacion terapéutica del “huanarpo macho” manifiesta: “la tintura del tallo
goza de reputacion como afrodisiaco” (Lastre, 1951; Valdizan y Maldonado,
1922) 8°.
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2.3. Investigaciones fitoquimicas de Jatropha macrantha Mull Arg

“huanarpo macho”

Se realizaron estudios quimicos de los alcaloides del “huanarpo macho”

llegando a los resultados s siguientes:

- Presencia de 7 sustancias alcaloidicas.

- Las sales de alcaloides obtenidos, fueron en cantidad reducida, o que no
permitié un estudio mas amplio.

- El contenido de alcaloides en esta especie es muy bajo.

- Presenta alcaloides similares a la yohimbina

- En el intento de aislamiento de los alcaloides se obtuvo una sustancia
cristalina, al realizar las pruebas respectivas con luz ultravioleta no
respondian a las reacciones para alcaloides; respondiendo mas bien en
forma positiva para la prueba de esteroides. (Juarez, 1968; Aldave, 1998;

Mostacero, 1993) 1718,

2.3.1. Flavonoides:

Son en su mayoria pigmentos responsables de la coloracidon de numerosas
flores y algunos frutos; son compuestos caracterizados por el esqueleto de un
sistema Cg-C3-Cs. Su esqueleto basico consta de 3 anillos ciclicos (A y B
fendlicos y C heterociclico).

Dentro de este grupo de compuestos se encuentra: flavonoles, flavonas,
flavononas, isoflovona y sus respectivos derivados. (Limaylla, 1984)°

Cada una de las clases de flavonoides, suelen encontrarse bajo la forma de
glicésidos con una o tres unidades de azucar, generalmente en los carbonos 3
y/lo 7, siendo los azlucares mas comunes en su estructura, la glucosa,

galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa (Lock, 1994)’.

FLAVONA FLAVONOL

Figura N°02: Estructuras béasicas de los flavonoides
2.4.-Aspectos Biologicos de  Jatropha macrantha Mull Arg “huanarpo

macho”
13



2.4.1.-Disfuncion eréctil

La disfuncién eréctil, a veces llamada "impotencia," es la incapacidad repetida
de lograr o mantener una ereccion lo suficientemente firme como para tener
una relacion sexual. La palabra "impotencia” puede usarse para describir otros
problemas que interfieren con la relacion sexual y la reproduccién, tales como
la falta de deseo sexual y los problemas con la eyaculacién o el orgasmo. El
uso de las palabras disfuncion eréctil deja en claro que esos otros problemas
no estan implicados.

La disfuncion eréctil, o DE, puede ser una incapacidad total para lograr una
ereccion, una capacidad inconsistente para hacerlo, o una tendencia a tener
solamente erecciones breves (K.E Anderson — 2001)%°.

En los hombres mayores, la DE generalmente tiene una causa fisica, como una
enfermedad, lesion, o efectos secundarios de medicamentos. Cualquier
trastorno que cause una lesion en los nervios o que deteriore el flujo de sangre
al pene puede causar DE. La incidencia aumenta con la edad: alrededor del 5
por ciento de los hombres de 40 afios de edad y entre el 15 y el 25 por ciento
de los hombres de 65 afios de edad experimentan DE. Pero no es una parte
inevitable del envejecimiento.

La DE es tratable a cualquier edad, y el conocimiento de este hecho ha ido
creciendo. Mas hombres han buscado ayuda y regresado a la actividad sexual
normal debido a tratamientos mejorados y exitosos de la DE.

2.4.2.- Mecanismo de la ereccion

El pene contiene dos camaras llamadas cuerpos cavernosos, los cuales
ocupan el largo del 6rgano. Un tejido esponjoso llena las camaras. Los cuerpos
cavernosos estan rodeados por una membrana, llamada tanica albuginea. El
tejido esponjoso contiene musculos lisos, tejidos fibrosos, espacios, venas y
arterias. La uretra, que es el canal para orinar y eyacular, ocupa el largo por
debajo de los cuerpos cavernosos.

La ereccion comienza con la estimulacion mental y de los sentidos, o ambas.
Los impulsos del cerebro y los nervios locales hacen que los musculos de los
cuerpos cavernosos se relajen, permitiendo que fluya la sangre y llene los
espacios. La sangre crea presion en los cuerpos cavernosos, haciendo que el
pene se expanda. La tanica albuginea ayuda a atrapar la sangre en los cuerpos

cavernosos, con ello sosteniendo la ereccion. Cuando los musculos del pene
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se contraen para parar el flujo de entrada de la sangre y abrir el flujo de salida
de los canales, la ereccion se revierte.

Las arterias (arriba) y venas (abajo) penetran en las cavidades largas y llenas
que se ubican a lo largo del pene, los cuerpos cavernosos y el cuerpo
esponjoso. La ereccion ocurre cuando los musculos relajados permiten que los
cuerpos cavernosos se llenen con sangre en exceso alimentada por las

arterias, mientras que se bloquea el drenaje de sangre a través de las venas.

Artera dorsal

Cuerpos caverncsos

Cuenpo esponjosc

“ena bulbouretral

Figura N°03: Representacion esquematica de ubicacién de vasos y venas del pene.
(Merck, 1998)*.

2.4.2.1.-Fisiologia de la ereccion

El pene contiene dos camaras llamadas cuerpos cavernosos, que ocupan el
largo del érgano (figura 1). Un tejido esponjoso llena las camaras. Los cuerpos
cavernosos estan rodeados por una membrana, llamada tunica albuginea. El
tejido esponjoso contiene musculos lisos, tejidos fibrosos, espacios, venas y
arterias. La uretra, que es el canal para orinar y eyacular, ocupa el largo por

debajo de los cuerpos cavernosos.

2.4.2.2. Clasificacion.

La impotencia puede clasificarse segun diversos criterios: absoluta o relativa,

permanente o temporal, primaria o secundaria y funcional u organica.

* Impotencia funcional o psicogénica.  Producida por un proceso en el que,
de manera Unica o predominante, no se detecta lesién organica y obedece

en principio a factores psicoldgicos o psiquiatricos.
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* Impotencia organica. Su etiologia responde a alteraciones somaticas que
determinan el fallo en el mecanismo normal de la ereccion. Pueden
agruparse en cinco apartados etiolégicos:

a) Lesiones del tejido eréctil.

b) Alteraciones endocrinas. Problemas hormonales (aumento de prolactina,
hipotiroidismo e hipertiroidismo, sindrome de Cushing) pueden
determinar una disfuncion eréctil.

c) Alteraciones neurolégicas centrales y/o periféricas. Los trastornos
neurolégicos (ictus, convulsiones del I6bulo temporal, esclerosis multiple,
disfuncion sensitiva y autonoma, lesiones medulares) suelen ser causa
de disfuncion erectil.

d) Alteraciones toxicas o yatrogenas de la respuesta neuromuscular
(farmacos). Los farmacos producen un 25% de los casos.

e) Alteraciones vasculares (arterial y venosa). Los principales problemas
vasculares pueden determinar disfunciones eréctiles son la
aterosclerosis de las arterias peneanas, la impidencia inadecuada del
flujo venoso (laguna venosa) o una combinacion de ambos (K.E
Anderson, 2001; Herrera, 1996)%%%,

2.4.4. Etiologia

La causa principal de la disfuncion eréctil es vascular, pero otras grandes

categorias patogénicas incluyen los trastornos hormonales, el uso de drogas y

las enfermedades neuroldgicas. Una disfuncion eréctil transitoria de cualquier

naturaleza puede determinar dificultades psicolégicas secundarias que
complican el problema. La disfuncion eréctil puede depender de las
situaciones, afectar sblo en determinados momentos, lugares o parejas,
asociarse a un sentimiento de derrota 0 a una autoestima dafiada. Los factores
psicologicos que pueden asociarse con las enfermedades organicas deben
tenerse en cuenta en cada caso, ya que pueden ser causa y consecuencia de

la disfuncién eréctil.

2.4.5. Tratamiento.
1. Las opciones terapéuticas en caso de disfunciébn eréctil, estan

fundamentalmente condicionadas por el estudio etioldgico.
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2. Tratamiento farmacoldgico.

El sildenafilo es un farmaco, que facilita la ereccion al potenciar el efecto del
oxido nitrico sobre el musculo liso vascular, aumentando de esta forma el flujo
sanguineo peneano. La respuesta obtenida es mas normal, ya que soélo actia
cuando existe un deseo sexual asociado. Se debe tomar el farmaco de 30 a 60
min. antes del coito, estando contraindicado en personas que ingieren nitratos.

Un 16% de los usuarios sufren cefaleas.

2.5. OXIDO NIiTRICO (NO)
2.5.1. Propiedades fisico-quimicas del NO

El NO es un gas simple formado por dos atomos, uno de nitrdgeno y otro
de oxigeno, que determina un numero total de 15 electrones (NC
Rakuambo,1999)%. Este nimero impar de electrones implica la existencia de
un electrén desapareado ubicado en el orbital molecular mas externo, le da su
caracter de radical libre y una especie bioldgica relativamente estable con vida
media en medios biologicos de 6 segundos.

El NO es una molécula apolar que se particiona bien en medios
hidrofébicos, que le permite concentrar y difundir rapidamente a través de
membranas biolégicas de un tipo celular a otro, por mecanismos pasivos que
no requieren transportadores de membrana (Rakuambo, 2004)%.

Desde el punto de vista redox es un débil agente oxidante y algo mejor
reductor. Peso molecular de 30,006 g. una densidad relativa de 1,036 a 21C,
un volumen especifico de 0,81mg/kg. una temperatura de ebullicion de -151,8C

posee una pureza minima de 98,5% (Anderson, 2001)%.

2.5.2. Sintesis del NO

El precursor del NO es la L-Arginina, en la sintesis interviene una familia
de enzimas denominadas colectivamente oOxido nitrico sintasa (NOS),
ampliamente distribuidos en los tejidos. Para su sintesis, ademas de la L-
arginina como sustrato, se requiere la presencia de calmodulina (CaM) y de 4
cofactores: flavin mononucleétido (FMN), flavin adenina dinucleétido (FAD),
tetrahidrobiopterina (TBH) y de nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
(NADPH). La sintesis de NO se produce mediante la participacion de dos

isoformas de sintasas del NO, una constitutiva (cNOS) de baja produccién y
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otra inducible (INOS) de alta produccién. Con la denominacion cNOS se
identifica a la vez dos isoformas; una denominada endotelial (eNOS o tipo Ill),
por estar mayoritariamente presente en las células endoteliales de la pared de
los vasos sanguineos; la otra denominada neuronal (NNOS o tipo 1) por
encontrarse preferentemente en el cerebro, médula espinal y sistema nervioso
periférico; la isoforma inducible (INOS o Tipo Il), es llamada también
macrofagica o citoquina inducible. En la actualidad la presencia de las
diferentes isoformas de la enzima NOS puede observarse en mamiferos, aves,
peces e invertebrados.

Las NOS catalizan la oxidacion del grupo guanidino de la arginina a NO
mediante la siguiente reaccion:

NOS

L-arginina + O, L-citrulina + NO

Recientemente, se ha descubierto que el NO también puede derivar
de fuentes que no son las NOS.

Se sabe desde hace algun tiempo que bacterias de la cavidad bucal
reducen el nitrato de la dieta a nitritos, de una forma similar a las bacteria en la
orina infectada, utilizando la enzima nitratorreductasa.

El NO y otros Oxidos de nitrégeno se producen a partir del nitrito en el
medio acido-reductor del estdbmago. En condiciones &cidas, el nitrito se
convierte en acido nitroso y, por lo tanto, en 6xidos de nitrégeno, entre ellos el
NO. La presencia de un agente reductor, como el acido ascorbico, facilita la
produccion del NO por la reduccion rapida del acido nitroso (Li, 2001; Robert,
2005) 26%7,

2.5.3. Mecanismos de accion:

Las cNOS se hallan presentes en forma inactiva, hasta que, en las células
endoteliales los agonistas como la acetilcolina, adenosindifosfato (ADP),
bradicinina y el estrés por cizallamiento o flujo pulsatil de la sangre actian
como estimulos aumentando el calcio intracelular y su union a la calmodulina
(proteina fijadora de calcio), el compuesto asi formado: Ca*-calmodulina activa
a la NOS, estimulando la produccion de NO.

El NO una vez sintetizado por las células del endotelio, se liberé para

luego difundir hacia las células de musculo liso vascular adyacente; dentro de
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ellas se une al hierro de la enzima guanilato ciclasa soluble activandola (GCs)
para catalizar la produccion de guanosina monofosfato ciclica (GMPc) a partir
de guanosina trifosfato (GTP). La GMPc al poseer actividad de segundo
mensajero activa diferentes procesos bioldgicos, en este caso dilatar arterias,
ejerciendo su funcién a través de una cascada de proteincinasas, modulando
los canales de calcio de la membrana celular y del reticulo sarcoplasmico
(resultando en un secuestro sarcoplasmico de calcio), disminuyendo los niveles

de calcio intracelular, con lo que el musculo liso se “relaja” ( Figura N° 4).

- I Inhibie la adhesidn
) o adhesion v ~ y migracion de
Estres de friccion agregacion de =i Monocitos
plaguetazs . !
Agonistas de e g . .
Ca .
receptor . '.
NO r

CELULA e ¥ .
ENBOTELIAL R= I‘l"l R

ey Calcalmodulina

L=arginina + " L=eiirulima
e - HOS . -
“ NO = .
i N
! o
CELULA 2 GCS
MUSCULAR
LISA / E
| e GMPC
) GTP - -
— ..-"" g ¥
— o rr —.
Vasodilatacion ————

Figura N° 04: Liberacion constitutiva del 6xido nitrico.

La forma inducible (iNOS), puede funcionar independientemente del
complejo Ca*® - calmodulina. La calmodulina estd presente como una
subunidad fuertemente ligada a la enzima y a diferencia de las isoformas
constitutivas no requiere de niveles altos de calcio para su unién con la NOS
macrofagica, lo que posiblemente se debe a una unién irreversible entre

ambas.

2.5.4. Funciones del NO e implicancias fisiopatolog icas
En los Ultimos afios se han podido descubrir algunos de los variados
papeles fisioldgicos del NO, siendo los mas importantes los que se ejercen

sobre tres grandes sistemas: cardiovascular, inmunitario y neurologico.
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2.5.4.1. Sistema Cardiovascular

Cuando se sintetiza en las capas internas del endotelio de las arterias, el
NO se extiende a través de las membranas celulares y alcanza a las células
musculares lisas subyacentes, con lo que se paraliza su contraccion,
produciendo una dilatacion arterial. El NO regula automaticamente el flujo
sanguineo en distintos tejidos como: cerebro, corazon, pulmoén, rifidn y tracto
gastrointestinal. También se ha demostrado que ejerce un efecto inhibidor
sobre la agregacion plaquetaria, es evitando la formacion de trombos (Figura
N° 4 y 5) (Li, 2001; Roca, 2003) %>:8,
2.5.4.2. Sistema Inmunitario

El NO se produce como respuesta a las infecciones, en grandes
cantidades, en las células blancas sanguineas, tales como los macréfagos y
neutréfilos. Esa alta concentracion es responsable de la muerte o de la
inhibicion del crecimiento de muchos agentes patdgenos: bacterias, hongos,
virus y parasitos, asi como de las células que los albergan (efecto citotdxico) y
también de las células tumorales (efectos citostatico); esta exagerada
produccion de NO tiende a ser dafina para el organismo (Figura N° 5) (Roca,
2003)%.
2.5.4.3. Sistema Neuroldgico

En cuanto a su accion en el sistema neurolégico, el NO se expande en
todas direcciones y activa a las células vecinas. Por si mismo es un importante
neurotransmisor, es decir, que actia de mensajero quimico entre las células
neuronales, tanto del sistema nervioso central (neuronas cerebrales), como en
el sistema nervioso periférico.

Dejando el sistema nervioso central y pasando al periférico, las
actuaciones del NO son muy diversas, pudiendo ir desde el tracto digestivo,
hasta los nervios pélvicos, que contienen fibras no adrenégicas no colinérgicas
pero NOS positivas, mediando en la relajacion gastrica y siendo su concurso

necesario para la ereccién del pene (Asilan, 2008)°.
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Figura N°05.- Algunas funciones del 6xido nitrico

2.5.5. Degradacion del NO

4 ACaSIoN W RgregEcion

El NO tiene alta afinidad por el hierro y los compuestos que lo contienen.

En el torrente circulatorio reacciona con la oxihemoglobina eritrocitaria que

representa la ruta principal de eliminacion del NO, y que asegura que el NO

actie como una sefal local al nivel de los tejidos que la producen. Esta

reaccion es una transferencia de O, mas un electron al NO, es muy rapida y

resulta en la oxidacion del NO a nitrato y la conversion de oxihemoglobina a

metahemoglobina.

Hemoglobina2+- 0O, +NO —» NO3 +Hemog|obina3+

Otra reaccion de interés es la reaccion de la desoxihemoglobina con el NO.

Hemoglobina2+ + NO > Hemoglobina2+ -NO

DONADORES E INHIBIDORES DE NO (lan A,1994)*,

Nombre abreviacion accion

L- arginina L-arg NO precursor
N monometil — L arginina L-NMMA NOS inhibidor
N nitro L — arginina L-NNA NOS inhibidor
N nitro L-arginina metil ester L-NAME NOS inhibidor
Sodium nitroprusside NO donador
3-Morpholinosydnonimine SIN 1 NO donador
S-Nitroso-n-acetyl-D,L

Penicillamine SNAP NO donador
Hemoglobina NO scavenger
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1 MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en los Laboratorios de
Farmacologia de la Escuela de Formacion Profesional de Farmacia y
Bioquimica, Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San
Cristébal de Huamanga y en el laboratorio de Farmacologia de la facultad de
Medicina y Quimica Organica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

UNMSM. durante los meses de junio a diciembre del 2009.
3.1.-POBLACION Y MUESTRA:

5 Kg. De hojas vy tallos tiernos de Jatropha macrantha Miill. Arg. “huanarpo
macho” recolectadas en el Consejo Menor de San Francisco de Pujas, ubicado
en el valle del Rio Pampas distrito y provincia de Vilcashuaman, departamento
de Ayacucho, ubicado a 2100 — 2400 m.s.n.m. y transportadas en bolsas de
papel las cuales fueron secados a la sombra y de 2 a 3 ejemplares con flores
fueron llevados para realizar la identificacion botanica en el Herbarium
Huamangensis de la UNSCH.
3.1.1.-Material Biol6gico

5 Kg. de cada una de las partes (hojas y tallos) de especie nativa de

“huanarpo macho” procedente del departamento de Ayacucho.

300 ratas albinas machos de 300 +/- 50 g. de peso procedente del

Biotero del Instituto Nacional de Salud.

80 Ratones albinos macho de 25 +/- 5 g. de peso. Procedente del

Biotero del Instituto Nacional de Salud.
3.1.2.-Materiales, equipos y reactivos

a.- Materiales y equipos

Fiolas Pirex de 10, 25, 100 y 200 ml

Vasos de Precipitado Pirex de 250 ml

Probetas, Micropipetas de 50, 100, 250 y 500 ul

Peras de separacion

Equipos

Rotavapor UA- SB N — 1001 S-W.

Estufa DrYMEGA — AlSI 316

Quimografo - MANUAL ALEMAN.

Balanza analitica OHAUS- METTLER AB 204-S.
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Espectrofotometro UV — VIS MACH LANGE UV 3600.
Centrifuga CLAY-ADAMS.

b.- Reactivos

Alcohol Metilico Q.P

Alcohol etilico Q.P

Cloroformo Q.P

Acetato de Etilo Q.P

n-Hexano Q.P

Cloruro de sodio (NaCl)

Cloruro de potasio (KCI)

Fosfato acido de potasio (KH2PO,)
Bicarbonato de sodio (NaHCO3)
Cloruro de calcio (CacCly)

Sulfato de magnesio (MgSO,)
glucosa Q.P

Sidenafilo viagra (PFIZER)

3.2.-Disefio Metodoldgico.

3.2.1.-Disefio experimental fitoquimico:

a) Secado y preparacion de la muestra

Las muestras recolectadas se secaron en una superficie plana bajo sombra y
buena ventilacion por un mes a temperatura ambiente, bien extendida para
evitar su descomposicién. Al mismo tiempo se cambio el papel de soporte cada
24 horas.

b) Molienda y Tamizaje
Las muestras se trituraron empleando un molino y mortero, con la finalidad de
reducirla hasta un polvo fino, luego con un tamiz de 0.125 u de diametro se

separ6 todos los restos celulares (Miranda 1996)%.
c) Preparacion del extracto Metandlico.

Previo secado de las hojas y tallos del huanarpo macho en un lugar con
adecuada ventilacién y bajo sombra, se procedié a la seleccién de las hojas y
tallos a sequedad total, verificAndose el peso constante, para ser molidas y

luego maceradas por un periodo de 14 dias, para lo cual se tom6 500 g el cual
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fue vertida en una botella con 2L y medio de metanol, luego este macerado se
procedi6 a la filtracion con un sistema de vacio utilizando papel whatman, luego
se concentrdé usando un rotavapor con sistema de vacio a 30 °C y finalmente
se secoO en una estufa a una temperatura promedio de 40 °C.

Se hizo una extraccion continua preliminar para identificar los metabolitos
secundarios para lo cual se pesaron de 200 a 500 gramos de muestra, extrajo
con metanol, hexano y cloroformo, se filtrd, secd y pesd. Seguidamente se
hizo la extraccion con alcohol, se obtuvo también por maceracion con
MeOH:CH2CI2 (1:1)

d) Identificacion de fracciones.- La identificacion de metabolitos se hizo en
cromatografia de capa fina (silicagel G254) por comparacion de la fraccion de

flavonoides.

3.2.1.1.- ENSAYOS FITOQUIMICOS
Screening Fitoquimico (Miranda 1996) 33

Se tomaron muestras de 5 mg de extracto metandlico y se les aplicé
reactivos de identificacion como se observa en la tabla N°02.

Para la identificacion de los diferentes metabolitos secundarios de
jatropha macranta Mull Arg “Huanarpo macho” se empleé la marcha fitoquimica
(Anexo 01); basandose en la extraccion e identificacion de metabolitos
secundarios con metanol apropiados de diversa polaridad y pruebas de

reaccion de color y precipitacion en las diferentes fracciones obtenidas.

Investigacion de Flavonoides:

Se tomaron 50 g de hojas y tallos secos y molidos, se realizé una
maceracion en MeOH por 14 dias luego se procedid a filtrar. La solucién
metandlica se llevd a concentracion obteniéndose un extracto metandlico, el
mismo que se extrajo en una pera de separacion con una mezcla de
AcOEt:H20 (v/v), formandose dos fases: en la fase acuosa luego de horas se
observé la aparicién de un color amarillo claro con formacion de precipitado
oscuro para el caso de las hojas. Aqui se realizé la reaccién de Shinoda para
flavonoides, asi como las reacciones con NaOH 40%, H,SO, concentrado y

FeCl; 1% en etanol.
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Con la solucién acuosa se procedio a la cromatografia en capa fina, usando
como soporte silicagel G 60 y como solvente los siguientes:

- Cloroformo : metanol: agua (65 : 45 : 12)

- Cloroformo : acido acético (100 : 4)

- Benceno : acido acético (100 : 4)

- Cloroformo : &cido acético : metanol (90 : 5: 5)

- Diclorometano: metanol: (3:1)

Los diferentes solventes se ensayaron tanto para los extractos metandlicos.
Finalmente se hizo una cromatografia preparativa usando como solvente de

eleccion - Diclorometano: metanol (3 :1)

3.2.2. ENSAYOS CROMATOGRAFICOS
3.2.2.1. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DEL EXTRACTO ME TANOLICO

El extracto metandlico se sometié a ensayos cromatograficos en capa
fina unidimensional ascendente, utilizando como fase fija silicagel G tipo 60
(Merck) y como fase movil diclorometano, metanol en la proporcion de 3:1; para
la investigacion y el sistema BAW (n-butanol, acido acético y agua, fase
superior) en la proporcién 4:1:5 para la investigacion de flavonoides.

En la investigacion de flavonoides el tiempo de recorrido fue de 4 horas y
media; siendo luego observados a luz monocromética UV de 366 nm,
comprobandose fluorescencias de colores celeste, verdosa, rojizas, marrones y
amarillas, al revelar con S.R. de cloruro férrico y acido sulfurico manchas
definidas de color naranja ladrillo lo que confirmé la presencia de flavonoides;
al revelar con vapores de amoniaco y con UV de 366 nm, se observo la

intensificacion de las fluorescencias, (Figura N° 06, 07).

3.2.2.2. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE LOS SUB EXTR ACTOS

Se realizaron ensayos cromatograficos en capa fina, con la finalidad de
controlar las separacion de componentes, para detectar, identificar y ver el
namero de los metabolitos secundarios presentes en cada fraccion.

Se investigd comparativamente el extracto de las fracciones

metanolicas.
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Figura N° 06: Componentes de Jatropa macrantha Mull Arg “huanarpo macho”;
flavonoides. C.C.F: Silicagel G-60; BAW 4:1:5; Reveladores:
a) Visible.

Figura N° 07: Componentes de Jatropa macrantha Mull Arg “huanarpo macho”;
flavonoides. C.C.F: Silicagel G-60; BAW 4:1:5; Reveladores:
b) Luz UV 366nm.
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3.2.2.3. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA A ESCALA PREPAR ATIVA

Con la finalidad de aislar y purificar los componentes quimicos o
metabolitos secundarios presentes en el extracto, se realizaron cromatografias
en capa fina a escala preparativa, utilizando como soporte placas de vidrio de
20 x 20 cm, como adsorbente silicagel G tipo 60, como sistemas de solventes
BAW, y observandose con luz UV a 254 y 366 nm, fueron separados con
mezclas de metanol y cloroformo, en forma repetitiva hasta lograr la pureza
adecuada para su posterior elucidacion estructural mediante espectroscopia
UVvy IR.

3.2.2.4. ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE COMPONENTES AIS LADOS
(Mabry, 1970) "°

Los componentes quimicos aislados mediante cromatografia en capa
fina a escala preparativa, fueron estudiados espectroscopicamente mediante
lecturas al UV, IR y correlacionados quimicamente con reactivos de
desplazamiento como metéxido de sodio, y tricloruro férrico mas acido
clorhidrico, los que unidos a los resultados cromatograficos y a las reacciones

qguimicas especificas, permitieron sugerir las estructuras quimicas.

3.2.2.5. ELUCIDACION ESTRUCTURAL MEDIANTE ESPECTROF OTOME
TRIA UV. (Mabry, 1970) ™

Luego de separar las manchas de las placas cromatograficas a escala
preparativa, se procedié a extraer utilizando cloroformo y metanol para
separarlos de la silicagel. Se obtuvieron 11 fracciones, que poseian
fluorescencias, desde los colores verde turqueza, anaranjado y celeste
respectivamente.

Todas las fracciones aisladas y purificadas al andlisis
espectrofotométrico UV, IR observandose que las fracciones 01, 06, 07 al 11 se
encontraban impuras o presentaban mezclas de varios componentes, razén por
la cual no fueron sometidas a analisis posteriores, sin embargo se debe indicar
gue las fracciones 02 al 05 estaban constituidas de flavonoides.

Al analizar los espectros UV de las fracciones numeradas como 02 al 05,

comparando las longitudes de onda de los picos de cada fraccidn, con una
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tabla de referencia y correlacionando los datos obtenidos mediante reacciones

de desplazamiento, nos permitié elucidar las estructuras propuestas.

3.2.3.-Disefio Experimental farmacoldgico:
TRATAMIENTO EXPERIMENTAL (Yakubu et al, 2007) 34,

3.2.3.1.-Determinacion del efecto sobre el comporta miento sexual de las
hojas y tallos de Jatropha macrantha Madll. Arg. “huanarpo macho”.

Se seleccionaron para el estudio, ratas macho albinas, con verificacion normal
de actividad sexual, saludables y que mostraron dinamismo en la actividad

sexual.

Después de extraer la administracion en diversas concentraciones a diversos
grupos de los animales en funcion del disefio experimental y el objetivo del
estudio, los machos fueron llevados al laboratorio y expuestos a la luz tenue (a
1w tubo fluorescente en un laboratorio de 14’ x 14’) en un plazo estipulado de
pruebas al dia durante algunos dias (3 a 6 dias) antes del experimento las
hembras fueron artificialmente inducidas en celo debido a que las ratas hembra
permiten el apareamiento, sOlo en la etapa del celo con la administracion
secuencial del benzoato de estradiol (10ug/100g de peso corporal) y
progesterona (0.5mg/100g de peso corporal) a través de inyecciones
subcutaneas, 48 horas y 4 horas, respectivamente antes del apareamiento. La
receptividad de las hembras fueron confirmadas antes de la prueba
exponiéndolas a los machos, aparte animales de control y de prueba. Las
hembras mas receptivas fueron seleccionadas para el estudio. El experimento
se realizé a las 20:00 horas en el mismo laboratorio y bajo luz de la misma

intensidad.
Los parametros de comportamiento sexual masculino son:

Frecuencia de monta.- Es el nimero de montas sin penetraciéon desde el
momento de la introduccion de la hembra a la jaula del macho hasta la

eyaculacion.

Frecuencia de intromisiones.- Es el numero de penetraciones desde el
momento de la introduccion de la hembra a la jaula del macho hasta la

eyaculacion.
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Frecuencia de eyaculaciones.- Es el intervalo de tiempo entre la introduccion

de la hembra y la primera monta del macho.

Latencia de intromisiones.- Es el intervalo de tiempo desde el momento de la
introducciéon de la hembra a la primera penetracion del macho. Por lo general

es caracterizado por el empuje pélvico, y salto para desmontar.

Latencia eyaculatoria.- Es el intervalo de tiempo entre la primera penetracion y
la eyaculacién. Por lo general es caracterizado por un prolongado, profundo
empuje pélvico y lento desmontaje seguido de un periodo de inactividad o

actividad reducida.

Latencia post eyaculatoria.- Es el intervalo de tiempo entre la eyaculacién y la

primera penetracion de las siguientes series.
Disefio Experimental:
Se tomaron 5 grupos, cada grupo con 10 animales distribuidos aleatoriamente:

Al primer grupo se le administr6 solamente agua a una concentracion de 10
ml/kg, de peso la cantidad de 2.8 ml; al segundo grupo se le administrd
sildenafilo a la concentraciéon de 5mg/kg, de peso la cantidad de 1.4 ml; tanto al
tercer, cuarto y quinto grupo se les administr6 el extracto metandlico de hojas y
tallos de Jatropha macrantha Mull. Arg. “huanarpo macho” a las

concentraciones de 100, 200 y 300 mg/Kg respectivamente.

3.2.3.2.-DETERMINACION DE OXIDO NITRICO (METODO DE GRIESS)
(Cross, 1994) *°

Los niveles de NO, se determinaron indirectamente por la conversion en
nitritos (NO2 ) y nitratos (NOs ), que son los principales productos de
degradacion del NO y que son estables (NO, y NO3 = NOX).

El fundamento de esta reaccion se basa en la absorbancia del
azocromoforo magenta, formado por la diazotacion del nitrito con el acido
sulfanilico y el subsiguiente acoplamiento del N-(1-naftil)etilendiamina, bajo
condiciones &cidas (acido fosforico).

Este sistema detecta al NO, en una gran variedad de Liquidos biologicos
y experimentales tales como el plasma, suero y orina y medios de cultivo

celular. Las lecturas de la absorbancia se realizaron en un espectrofotometro a
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550 nm y son referidas a la absorbancia de soluciones de nitrito de sodio

estandar con la cual se elaboré la curva de calibracion.

Estandar de nitritos

A partir de una solucién madre de nitrito de sodio de 25uM, se preparé
diferentes concentraciones como se indica en la tabla N° 01. Luego se incubd
por 15 minutos a temperatura ambiente, se agitdé y se midi6 en
espectrofotometro a 550 nm.
Tabla N° 01: Determinacion del estandar de nitritos.

Blanco | 0.5uM |1.25pM|2.5uM | 5 pM | 12.5uM | Probl

ema

NaNO; (25uM) ----10.010ml| 0.025 | 0.050 | 0.100 |0.250ml| ----
H,O Dest. 0.250ml|0.240ml| 0.225 | 0.200 | 0.150 | ----
Muestra 0.250
ml

Griess 0.250ml|0.250ml| 0.250 | 0.250 | 0.250 | 0.250ml | 0.250
ml

Obtencién de muestra : Se recogié la sangre en tubos heparinizados. se
tomaron las muestras de sangre por puncion cardiaca o decapitacién de la
vena yugular de la rata macho utilizando jeringas, las cuales fueron
centrifugadas a 3500 rpm durante 15 minutos para separar los elementos
formes del plasma.

Desproteinizacion del plasma: a 1.6 ml de plasma se le agregd, 1.2 ml de
agua destilada, 0.2 ml de NaOH 1M y 0.2 ml de ZnSO,4 al 30%. Se agit
durante 1 minuto por tres veces, obteniéndose una solucion lechosa y después
se centrifugd a 3500 rpm durante 10 minutos.

Reduccion de los nitratos : A 1ml de plasma desproteinizado, se agregé una
alicuota de zinc metalico en polvo y se dejé reposar durante 1 hora y 45
minutos agitando el tubo cada 30 minutos; pasado este tiempo se centrifugo a
3500 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante se trasvaso para la reaccion
de Griess y su lectura en el espectro.

Reaccion de Griess : A 1ml de plasma desproteinizado se le agregé 0.5 ml de
reactivo Griess A (Acido sulfanilico 1% en éacido fosférico al 5%) y 0.5 ml de
reactivo Griess B (N -1- Naftiletilendiamina al 0.1 % en agua destilada), se dejo

reposar 10 minutos (color magenta) se centrifugé a 3500 rpm durante 10
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minutos y se leyo en el espectrofotdmetro a 550 nm, utilizando un estandar de
nitritos (Anexo N° 3).

Los resultados obtenidos mediante la aplicacion de la ecuacién de la curva de
calibracion se multiplicaron por cuatro, teniendo en cuenta las diluciones
(Cross, 1994)°.

3.2.3.3.- SISTEMA DE ORGANOS AISLADOS PARA EL CUERP O
CAVERNOSO DEL ORGANO REPRODUCTOR. (Angulo, 2003) *°.

Sirven para mantener en condiciones vitales un érgano o un segmento de éste,
donde es necesario proporcionar todos los elementos indispensables para su
mantenimiento y estabilidad. Se utilizé ratas de 350 g aislando el 6rgano se
virtié en el liquido nutricio Krebs - en buffer phosphate salina con oxigenacion
95.0% O, y 5.0% CO, por un tiempo de 30 minutos se aislé de uno a dos tiras
del musculo liso del cuerpo cavernoso (09 mm de longitud y 1-2 mm de grosor)
diseccionando una parte del pene. Se trabajéo con una parte de la tira o el
organo sin contaminantes con la solucion que contuvo la solucién de Krebs (pH
7.3) con la siguiente composicion: NaCl = 7.01 g/l, KCI = 0.34 g/l, KH,PO, =
0.1 g/l, NaHCO3; = 1.99 g/I, CaCl, = 0.2 g/l, MgSO4 = 0.3 g/l y glucosa = 1.8 g/l.
se repitio las operaciones utilizando las fracciones del huanarpo macho y como

control positivo el sildenafilo (Viagra-Pfizer, 3.2 x 10~ mg/ml).

Se adiciond al liquido nutricio al momento de usar; de otro modo constituiria un
excelente medio de cultivo de microorganismos, pH, que esta determinado por
el fosfato y el bicarbonato, Temperatura adecuada, es uno de los factores a
tener en cuenta para estos trabajos. Se considerd segun el tejido; asi por
ejemplo en el caso de los anfibios se puede usar una temperatura baja o
ambiental, ya que estos pueden sobrevivir por largos periodos a esta
temperatura. En cambio los tejidos de mamiferos necesitan una temperatura de
37C + 1T, sin embargo pueden durar mas tiempo a menor temperatura
(30C) pero la sensibilidad a las drogas es alterad a por cambios minimos. Fue
necesario tener ciertas precauciones cuando se afadi6 la solucion a la droga,
tales como: (Angulo, 2003%:

a) No se afadio fria ni directamente sobre el 6rgano o tejido.
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b) EI volumen afiadido estuvo de acuerdo con la capacidad de la camara que
contuvo el érgano.

c) Se us6 como solvente el suero nutricio con que se trabaja.

3.2.3.4.-EVALUACION DE LA TOXICIDAD AGUDA:
DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL MEDIA (Cyted, 1995)%.

1) ANIMALES DE EXPERIMENTACION: Los animales sometidos a este
ensayo, fueron ratones albinos adultos machos de 25 +/- 5 g de peso
aproximadamente, los cuales fueron mantenidos a condiciones ambientales y a
temperaturas adecuadas; dejandolos en ayunas por 24 horas con agua ad
libitum. Los animales no fueron utilizados previamente en otras pruebas.

Los animales de experimentacion utilizados fueron de la especie Mus
musculus variedad albina, adquiridos del Instituto Nacional de Salud, Centro

Nacional de Produccion de Biolégicos, Lima.

2) PREPARACION DE LA MUESTRA: El extracto metandlico seco de la planta
se suspendié en goma arabiga al 5%, preparada en solucion salina fisiologica y

agitada en un vortex para lograr una suspensién homogénea (Cyted, 1995)%.

3) PROCEDIMIENTO DE LA ADMINISTRACION ORAL: La administracién del
extracto se realiz0 en los ratones previamente pesados en ayunas. Esta
operacion se hizo de la manera siguiente: se cogio al animal con la mano
derecha y con los dedos de la izquierda la piel de la parte dorsal del cuello,
volteandolo; quedo asi con el vientre hacia arriba. Un auxiliar, mediante una
pinza de diseccion separ6 los dientes del animal y el operador, que esta
sujetando al raton con la mano izquierda, introducio el catéter, previamente
lubricado con vaselina liquida, con la mano derecha, cuidando de no dafar las
vias respiratorias, inyectando la solucién en el estbmago, en un volumen

constante de 0.5 ml para cada muestra.

4) DESCRIPCION DE LA TECNICA: El método consisti6 en el tratamiento de
un grupo de animales con una serie, matematicamente relacionada de dosis,
con el que se determind la dosis que mataria al 50% del grupo y la funcién
dosis-respuesta. El estudio toxicolégico de la muestra se realizé6 mediante el
ensayo de la DLsp para lo cual se emplearon 80 ratones albinos machos.

g.- Analisis de los Resultados.
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Los resultados fueron presentados en tablas y graficos y fueron sometidos a
un analisis de varianza y a la prueba de Tukey para comprobar las diferencias
entre las medias a un 95% de confianza. Determindndose la eficacia del
extracto metandlico en ratas con induccién de disfuncion eréctil, asimismo se
determind el nivel de bioactividad y toxicidad, se observd la variable
dependiente decesos. El calculo de la DLsg se realiz6 por medio del método
estadistico de los Probits teniendo en cuenta las concentraciones
administradas, para luego realizar la bioactividad y la clasificacién toxicolégica

del extracto metandlico de huanarpo macho.

IV.-RESULTADOS
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Al evaluar el extracto metandlico se ha encontrado los siguientes resultados:

1 El rendimiento del extracto metanodlico fue del 10%, cuyas caracteristicas

fueron masa pegagoza de color marrén rojizo con sabor amargo.

2 En la tabla 2, se muestra que se encontraron en mayor cantidad lactonas y
cumarinas, terpenos, flavonoides, catequinas, azucares reductores Yy

aminoacidos libres.

3 La elucidacion de estructura quimica del extracto metanolico del huanarpo
macho ha encontrado como componentes quimicos: 6-hidroxi -4',5,7-
trimetoxi flavona; 4’,7-dihidroxi- 5,6-dimetoxiflavona; 7-hidroxi-3’,4’,5’,5,8-

pentametoxiflavona; 4’,7-dihidroxi-3’,5,6-trimetoxiflavona (figuras 8,9,10 y11).

4 En el comportamiento sexual se evaluaron los parametros propuestos para
este como la Frecuencia de Monta, Frecuencia de intromision, de
eyaculacién, Latencia de Monta, Latencia de intromisién, Latencia
Eyaculatoria y Latencia Post Eyaculatoria observandose que en la mayoria

hay una marcada eficacia del extracto metanalico.

5 Indujo un incremento dosis dependiente de los niveles de 6xido nitrico en

plasma de ratas.
6 Produjo una relajacion del musculo liso del cuerpo cavernoso de rata.

7 En la evaluacion de la Dosis letal a las 72 horas de administracion por via

oral tuvo una DEM de 1357 mg/Kg en ratones

1.-Determinacion de la naturaleza quimica del extracto utilizando técnicas

Cromatograficas y espectrales:

A.- Obtencion del extracto Metanodlico y Rendimiento

maceradas por un periodo de 14 dias, para lo cual se tomo 5009 el cual fue
vertida en una botella con 2L a 3L (Dilucion 1/4 a 1/6) de metanol, luego este
macerado se procedid a la filtracion con un sistema de vacio utilizando papel

whatman, luego se concentré usando un rotavapor con sistema de vacio a 30
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°C y finalmente se secdé en una estufa a 40 °C. obteniéndose una masa

pegagoza de color marrdn rojizo con sabor amargo.

B.-Estudio fitoquimico:
En la tabla N°02, se muestra que se encontraron en mayor cantidad lactonas y
cumarinas, terpenos, flavonoides, catequinas, azUcares reductores vy

aminoacidos libres.

Tabla N°02: Screening Fitoquimico del extracto metandlico de las hojas y
tallos de Jatropha macrantha Mull. Arg. “huanarpo macho”.

METABOLITOS RESULTADOS OBSERVACIONES

SECUNDARIOS
FENOLES Y TANINOS Ligera coloracién verde
- Ensayo de Cloruro Férrico (+) azulado.
LACTONAS Y CUMARINAS Coloracion rojo vino
- Ensayo de Baljet (+++4)
GLICOSIDOS Coloracion violeta
CARDENOLIDOS (+)
- Ensayo de Kedde
TERPENOS Coloracion rosado
-Ensayo de Lieberman (++4)
FLAVONOIDES Coloracion amarillo rojizo
- Ensayo de Shinoda (++4)
QUINONAS Coloracion rojo y olor
- Ensayo de Borntrager () amoniacal
ALCALOIDES Formacion de ligero
- Ensayo de Mayer (+) precipitado de color

anaranjado

SAPONINAS Si hay formacion de espuma
- Ensayo de Espuma (++4) y perdura en el tiempo
AZUCARES REDUCTORES Coloracion rojo ladrillo
- Ensayo de Benedict (++4)
AMINOACIDOS LIBRES Coloracion violeta
- Ensayo de Ninhidrina (+++4)
ENSAYO DE RESINAS (-) No hay cambio de color
CATEQUINAS Coloracion verde turquesa al
-Ensayo de Catequinas (+++) espectro ultravioleta

Leyenda: Ausente (-); Poca cantidad (+): Regular Cantidad (++); Abundante cantidad
(+++4)

2.-Elucidacién de la estructura quimica de algunos metabolitos
secundarios del extracto metanolico del huanarpo m acho.
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A.- Andlisis Espectrofotométrico de la fraccion met andlica de jatropha
macrantha mull arg “huanarpo macho”

Se han encontrado sustancias cuyas estructuras quimicas se proponen:
Fraccion 2. Lecturas en el espectro UV-visible:

Ao : 275, 315 nm

AMetoxNa : 275, 315 nm

max

ATORTACE 2 275, 315 nm
AEIOH+A|C5+HC| . 275’ 315 nm

max

Comparando con las tablas de Mabry y col. notamos que se trataba de:

Figura N°08: 6-hidroxi -4’,5,7-trimetoxi flavona

Fraccion 3. la lectura en el espectro UV-visible: max. fue:

AToH : 274,316 nm
ApoioxNa : 344, 362 nm
| EtOH+AICk : 275, 315 nm

max
ASORTAICLERCL - 275, 315 nm
Se procedié a realizar la interpolacion respectiva entre los valores de onda
hallados y comparando con los datos, se sugiere la siguiente estructura: 4',7-

dihidroxi- 5,6-dimetoxiflavona

Figura N°09: 4’,7-dihidroxi- 5,6-dimetoxiflavona

Fraccion 4. lalectura en el espectro UV-visibles: max. fue:
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Ao : 278, 331 nm
ANerox Na : 295, 331 nm
ASORTACE 275, 331 nm
ATORTAICLHRCL - 275, 331 nm

Comparando con las tablas de Mabry y col. Notamos que se trataba del 7-

hidroxi-3’,4’,5’,5,8-pentametoxiflavona

Figura N°10: 7-hidroxi-3',4’,5’,5,8-pentametoxiflavona

Fraccion 5. la lectura en el espectro UV-visibles: max. fue:

Ao : 278, 330 nm
ANetox Na : 300, 350 nm
ASORTACE 2 278, 330 nm

AEIOH+A|C5+HC| . 278, 330 nm

max

Comparando con las tablas de Mabry y col. Notamos que se trataba del 4.

4’ 7-dihidroxi-3’,5,6-trimetoxiflavona

Figura N°11: 4.4’ 7-dihidroxi-3’,5,6-trimetoxiflavona

3 Determinacion del efecto sobre el comportamiento se xual del
extracto metandlico de Jatropha macranta “huanarpo macho” en
ratas inducidas a disfuncion eréctil
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En la frecuencia de monta el efecto dosis dependiente presento un incremento
siendo estos (10,10 £ 0.1; 18,80 £ 0.2 y 23,10 £+ 0.1 a 100, 200 y 300 mg/kg
respectivamente, con un valor, en tanto que sildenafilo lo fue hasta 24,0 + 0.5
montas. (Tabla 3, Figura 12).

Tabla NO3. Frecuencia de monta al administrar por via oral el extracto
metandlico de Jatropha macranta “huanarpo macho” en ratas inducidas a

disfuncién eréctil

Nro | Tratamiento Valor medio + | Variacion | Porcentaje de | Efecto de
Error estandar variacion (%) | huanarpo (%)

1 Solvente 5 mL/kg 6,00+ 0.3 0 0 0

2 Extracto 100 mg/kg | 10,20+ 0.1 4.10 22.78 23.97

3 Extracto 200 mg/kg | 18,80 £ 0.2 12,80 71.11 74.85

4 Extracto 300 mg/kg | 23,10+ 0.1 17.10 95.00 100.00

5 Sildenafilo 5 mg/kg | 24,00 + 0.5 18.00 100.00 0

n = 10; p<0,05 Efecto dosis dependiente. Variacion = Tratamiento — solvente.

100 %@

90
80
70
60
50

40
30
20
10
00

DEM = 157.1 mg/kg
Limite inferior = 131.9 mg/kg
Limite superior = 186.98 mglkg

Bl i

98 124 1457

199

252

319 403

510
mg/kg

Dosis efectiva media (DEMN) del efecto modulador de la ereccion

por el extracto metandlico de Jatropha macrarntha Mill. Arg.

Fféqura N° 12: Dosis efectiva media (DEM) del efecto modulador de la ereccién
por el extracto metandlico de Jatropha macrantha Mull Arga “huanarpo macho” en

ratas con induccion de disfuncion eréctil.
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Cortrol 35F 5 Extracto Extracto Extracto Sildenafilo 5 mgikg
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Frecuencia de monta al evaluar el efecto modulador de la ereccidon por el
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Flgura N° 13 Frecuencia de monta al evaluar el efecto modulador de Ia ereccién por
el extracto metandlico de Jatropha macrantha Mull Arg “huanarpo macho” en ratas
con induccion de disfuncion eréctil.
EII IAa 1ncuucilivia Uc I1IituauvliidIivIICO TI1 TITuULUVU UuUoIo uClJCIIUICIILC |JICDCIILU ull 1nivicliicliwv
siendo estos (8.8 =+ 0.2; 122 + 0.2 y 13.0 + 0.4 a 100, 200 y 300 mg/kg
respectivamente, con un valor, en tanto que sildenafilo lo fue hasta 13.6 + 0.2
intromisiones. ( Figura 14).
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Control S5F 5 Extracto Extracto Extracto Sildenafilo 5 mgkg
mLkg metandlico 100 metandlico 200 metandlico 300
mgikg maikg maikg

Tratamiento

Frecuencia de intromisiones al evaluar el efecto modulador de la ereccion por
Figura N° 14: Frecuencia de intromisiones al evaluar el efecto modulador de la ereccion

por el extracto metandlico de Jatropha macrantha Mull Arga “huanarpo macho” en ratas
con induccion de disfuncion eréctil.
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En la frecuencia de eyaculaciones el efecto dosis dependiente presento un incremento
y disminucion siendo estos (33.8 £+ 0.0,30.1 * 0.0y28.4 + 0.1a 100, 200y 300
mg/kg respectivamente, con un valor, en tanto que sildenafilo lo fue hasta 29.8 + 0.2
eyaculaciones. ( Figura 15).
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Lantencia de montaje

1 S e T T ii

L eesees 0 pestoecenootn 0 pEoecEooctnoct 0 petoeetoectos] 0 peetootoet

0,0

Control 100mg/Kg 200mg/Kg 300mg/Kg Sildenafilo

Tratamientn

Figura N°5 .- Frecuencia de eyaculaciones al evaluar el efecto modulador de la
ereccion por el extracto metandlico de jatropa macrantha Mull Arg. “huanarpo macho”
en ratas con induccion de disfuncion erectil

En la Latencia de intromisiones el efecto dosis dependiente presento un incremento y
disminucion siendo estos (33.8 £+ 0.0,356 + 0.0y21.8+ 0.0 a 100, 200y 300
mg/kg respectivamente, con un valor, en tanto que sildenafilo disminuyo hasta 26.8 =+
0.0 intromisiones. ( Figura 16).
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Control S5F 5 Extracto Extracto Extracto Sildenafilo 5 mghkg
mLikg metandlico 100 metandlico 200 metandlico 300
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20,00
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Figura N° 16: Latencia de intromisiones al evaluar el efecto modulador de la
ereccion por el extracto metandlico de Jatropha macrantha Mull Arga “huanarpo
macho” en ratas con induccion de disfuncion eréctil.

En la Latencia de eyaculaciones el efecto dosis dependiente presento un incremento y
disminucion siendo estos (41.5 £ 0.0, 43.8 £ 0.0y 39.7 + 0.0 a 100, 200 y 300 mg/kg
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respectivamente, con un valor, en tanto que sildenafilo lo fue hasta 45.8 + 0.0
eyaculaciones. ( Figura 17).
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Latencia de eyaculaciones al evaluar el efecto modulador de la ereccién por
el extracto metandlico de Jatropha macrantha I"u"luII Arg “huanarpo macho”
Figura N° 17: Latencia de eyaculamones al evaluar el efecto modulador de la
ereccion por el extracto metandlico de Jatropha macrantha Mull Arga “huanarpo

E macho” en ratas con induccién de disfuncion eréctil.
r 1

inLIbIIIbIILU y UIOoHHHIIuvivil givliiuv volwvo \_\'U.U - V.V, V.U V.V y oV - V.V Uu ivv,
200 y 300 mg/kg respectivamente, con un valor, en tanto que sildenafilo lo fue hasta
50.8 = 0.0 post eyaculaciones. ( Figura 18).
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Latencia de post-eyaculaciones al evaluar el efecto modulador de la ereccion
por el extracto metanollco de Jatropha macrantha Mull Arg “huanarpo

Figura N° 18: Latencia de post eyaculamones al evaluar el efecto modulador de la
ereccion por el extracto metandlico de Jatropha macrantha Mull Arga “huanarpo
macho” en ratas con induccion de disfuncion eréctil.
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4.-correlacion directa entre la disfuncién eréctil
de Oxido nitrico en ratas con disfuncion eréctil qu

metanolico de Jatropha macranta “huanarpo macho”

y los niveles plasmaticos

e reciben el extracto

Tabla N° 04. Frecuencia de monta al administrar por via oral el extracto
metandlico de Jatropha macranta “huanarpo macho” en ratas inducidas a
disfuncion eréctil

Nro | Tratamiento Valor medio + | Variacion | Porcentaje de | Efecto de
Error estandar variacion (%) | huanarpo (%)

1 Solvente 5 mL/kg 2.028+ 0.3 0 0 0

2 Extracto 100 mg/kg | 2.432 + 0.1 0.404 4.81 12.29

3 Extracto 200 mg/kg | 4.746 £ 0.2 2.718 324 82.66

4 Extracto 300 mg/kg | 5.316 + 0.1 3.288 39.2 100.00

5 Sildenafilo 5 mg/kg | 6.264 + 0.5 4.236 50.5 0.00

6 Nitrito de sodio 10.416 + 0.5 8.388 100 0.00

n = 10; p<0,05 Efecto dosis dependiente. Variacion = Tratamiento — solvente.
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Figura N° 19 :

100 mg/Kg

200 mg/Kg

Tratamiento

ANVA: p < 0,05: SIGNIFICATIVO
Efecto del extracto metandlico de hojas vy tallos de Jatropha

300 mg/Kg

Sildenafilo

Nitrito de
sodio

macrantha “huanarpo macho” sobre los niveles plasmaticos de oxido nitrico en ratas
con induccion de disfuncion eréctil.
El extracto metandlico de hojas huanarpo indujo un incremento dosis dependiente de
los niveles de 6xido nitrico en plasma de ratas (p<0,05)
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5.- Efecto vasodilatador in Vitro del extracto meta  nolico del huanarpo

macho en cuerpo cavernoso del pene de rata.
5,00

4,50
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Rspuesta (mm)

TugdmlL 30 um 300 um Huanarpo  Huanarpo  Huanarpo
macho 50  macho 100 macho 300
ugmlL ugmlL ugmlL

Tratamiento

ANVA,; p < 0,05
Figura N°20 : Efecto del extracto metanélico de hojas vy tallos de Jatropha
macrantha “huanarpo macho” sobre el érgano aislado de cuerpo cavernoso de rata.
El extracto metandlico de hojas huanarpo relajo el masculo liso del cuerpo cavernoso
de rata y lo hizo dependiente de la concentracién de extracto (p<0,05)

6.- Dosis letal 50 (DL50) por el método de dosis li  mite en ratones.
00 Efecto
100 77

|
787 902 1034 1184 1357 1555 1781 2041 2338 2679

Dosis = mg'kg
DEM 1357 mg'ke. Intervalo de confianza 95%%
Limite inferior = 1193.1 mg/kg - Limite superior 1543.2 mg'kg

Figura N°21: Dosis letal del extracto metandlico jatropha macrantha Mull Arg
“huanarpo macho”en ratones a las 72 horas de administracion por via oral.

V.- DISCUSION
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La presente investigacion ha evaluado una planta nativa proveniente de la
localidad de Vilcas Huaman, departamento de Ayacucho, habiéndose
demostrado el efecto modulador de la ereccion, al utilizar por via oral el
extracto metandlico de Jatropha macrantha Mull Arg “huanarpo macho” en
ratas con induccién de disfuncion eréctil, a continuacidon se busca dar
explicaciones de tales hallazgos, comparando con otros de acertada base
cientifica.

El estudio fitoquimico mediante espectrofotometria UV visible de la fracciones
aisladas del extracto metanolico ha revelado los respectivos espectros de
posibles estructuras quimicas que al ser comparadas con lo publicado por
Mabry TJ. et al 1970 y por andlisis de los reactiv  0s de desplazamiento.
Segun el espectro en etanol el esqueleto basico que corresponde esta fraccion
es de una flavona, al tratarlo con metoxido de sodio no hubo efecto
bactocromico tanto en el anillo A como el anillo C, lo que nos indicaria que el
compuesto no tiene hidroxilos libres en la posicion 4’ y en 7, al hacer reaccionar
con tricloruro de aluminio no se observo efecto bactocromico que luego al
tratarlo con HCI los picos se mantienen, esto nos indica ausencia de hidroxilos
libres en la posicion 5, asi como ausencia de hidroxilos adyacentes o en
posicion orto, por ello se estaria justificando la presencia de la estructura: 6-

hidroxi -4’,5,7-trimetoxi flavona (Figura N°08).

Se dispondria de la presencia de otra estructura quimica: 4’,7-dihidroxi- 5,6-
dimetoxiflavona (figura N° 09), basados en que el espectro en etanol el
esqueleto basico que corresponde esta fraccion es de una flavona, al tratarlo con
metoxido de sodio hay un marcado efecto bactocromico lo que nos indica que
el compuesto tiene hidroxilos libres en la posiciéon 4’y en 7, al hacer reaccionar
con tricloruro de aluminio no se observa cambio alguno y luego al tratarlo con
HCl se mantienen los picos, lo que nos indica que en posicion 5 no hay

hidroxilo libre.

Por otro lado, segun el espectro en etanol el esqueleto basico que corresponde
a esta fraccion es de una flavona, al tratarlo con metéxido de sodio hay efecto
bactocromico lo que indicaria que el compuesto tiene hidroxilo libre en la

posicion 7, al hacer reaccionar con tricloruro de aluminio no se observa efecto

44



bactocromico, por el patron de la flavona las posiciones 5,8 estarian
metoxiladas y no hay hidroxilo libre en la posiciébn 5, pues no se observan
cambios al tratarlo con AICI3 ni con HCI; luego se propone la estructura 7-
hidroxi-3’,4’,5’,5,8-pentametoxiflavona (figura N° 10).

También se ha encontrado otra estructura quimica: 4',7-dihidroxi-3’,5,6-
trimetoxiflavona, esto se explicaria segun el espectro en etanol el esqueleto
basico que corresponde a esta fraccion es de una flavona, al tratarlo con
metoxido de sodio hay efecto bactocromico, o que nos indica que existen
hidroxilos libres en la posicion 4’ y 7, al hacer reaccionar con tricloruro de
aluminio no se observan cambios que se mantienen al acidificar con HCI, esto
nos indica que no hay presencia de hidroxilos libres en las posiciones 3', 5y 6,
pero si en la posicion 7, (figura N°11). Las estru cturas quimicas propuestas
estarian en concordancia con lo reportado por Mabry TJ. Todo ello fue
elucidado en base al screening preliminar cuyo resultado evidencié la presencia
de fenoles y/o taninos, lactonas y/o cumarinas, terpenos, flavonoides,
alcaloides, saponinas, azucares reductores, aminoacidos libres y catequinas
(Tabla N°02). Juarez, 1968 ** separé alcaloides, sin ninguna descripcién de la
naturaleza quimica. Alcaloides como el jatrofano y maitasina fueron elucidados
a partir de jatropa macrohiza, y algunos diterpenos como la jatrofona de la
jatropha gossypifolia (Lock, 1994)°

Can-aké, 2004*°, menciona que Jatropha es fuente de alcaloides, diterpenos,
lignanos, triterpenos y péptidos ciclicos. Jatropha gaumeri posee diterpenos
con actividad antimicrobiana caracterizados como 2-epi-jatrogrossidiona y el
15-epi-4E-jatrogrossidentadiona. Ocok, 2009, reporta saponinas, esteroides,
taninos, glicosidos, alcaloides y flavonoides en Jatropha curcas. Can-ake,
2004, identificé alcaloides de Jatropha curcas como la jatropina, jatrofano y la
curcaina. Las hojas de Jatropha gossipifolia poseen flavonoides apigenina,
vitexina, isovitexina, jatrofolona A y B. (Benavides, 2007)*, investigacion
fitoquimica del extracto metandlico de tallos de jatropa macrantha, aislaron
catequinas, catequin-7-0-beta-glucopiranoside y Proantocianidina B-3 por
RMN, los cuales tienen actividad farmacolégica.
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En las Figuras del N°13 al N° 18, se observan los valores de frecuencia de
monta (FM), frecuencia de intromision (FI), Frecuencia de eyaculacion(FE),
latencia de intromision(Ll), latencia eyaculatoria (LE) y latencia post
eyaculatoria (LPE) para el control, Sildenafilo (5 mg/Kg.) a las concentraciones
de 100 mg/Kg, 200 mg/Kg y 300 mg/Kg respectivamente. Los valores de la
media son homogéneos en todos los tratamientos, debido a un valor pequefio
de su desviacion estandar y el porcentaje de coeficiente de variacion que se

encuentra dentro de los limites permitidos.

Figura N° 13, se observa que la frecuencia de monta se incrementa por la
estimulacién del deseo sexual con el aumento de la dosis; esto se explica
posiblemente por la presencia de metabolitos secundarios encontrados (Tabla
N° 02); porque los flavonoides incrementan signific ativamente los niveles de
oxido nitrico, produciendo vasorrelajacion debido al incremento de calcio.
También llegaron a establecer que ciertos flavonoides son habiles para
incrementar la produccion de NO a travées de la inhibicion de las
fosfodiesterasas, por ejemplo la delfinidina, una flavanona tiene el potencial de
inhibir a la 2-fosfodiesterasa y a la 4-fosfodiesterasa, haciendo que las células
endoteliales incrementen su produccion y liberacién de NO. Este mecanismo,
es similar a la accion del sildenafilo, que es inhibidor de la 5-fosfodiesterasa
(Chen, 2008)°

En la Figura N° 14, los valores de FI en el control fueron de 4,40 £ 0.3
penetraciones en una hora en el blanco, mientras que con la droga estandar se
incremento hasta 13,60 = 0.2 penetraciones. Cuando se administro los
tratamientos, estos lograron un efecto superior que el control, pero menor que
la droga estandar, alcanzando 8.80 + 0.2 ; 12.20 + 0.2; 13,00 = 0.4
penetraciones respectivamente, habiendo incremento en la actividad respecto
del control; pero no alcanzando en actividad frente al estandar sildenafilo a la

maxima dosis de 300 mg/kg.

En la Figura N° 15, se observa en la frecuencia de intromisiones que en el
control en promedio se demora 34,20 £ 0.0 segundos desde la penetracion
hasta la eyaculacion, con el sildenafilo este tiempo disminuye ligeramente a

29.8 + 0.1 segundos; y con los tratamientos alcanzé una relacién inversa con la
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concentracion, siendo 33,80 £ 0.0; 30,10 + 0.0 y 28,40 + 0.1 respectivamente,

es decir a mayor dosis disminuye la latencia de monta.

En la Figura N° 16, se observa que el control en promedio se demor6 39,80 +
0.0 segundos desde la introduccion de la hembra a la jaula hasta la
eyaculacion, con el estandar este tiempo disminuye; y con los tratamientos
alcanzd una relacion inversa con la concentracion del blanco, siendo 33,80 *
0.0; 35,60 + 0.0; 21,80 £ 0.0 respectivamente, es decir a mayor dosis
disminuye la LI y por tanto, existe una disminucién de la libido y aumento de la

potencia sexual.

En la Figura N° 17, se observa la LE es el intérvalo de tiempo entre la primera
penetracion y la eyaculacion. En el control la LE fue de 42,00 + 0.3 segundos,
mientras que con la droga estandar se incremento hasta 45,80 + 0.0 segundos.
Cuando se administraron los tratamientos, estos lograron disminuir el tiempo
alcanzando 41,50 £ 0.0; 43,80 = 0.0; 39,70 £ 0.0 segundos respectivamente.
Se observa que disminuye la LE cuando se administrd los tratamientos, de una
manera dosis dependiente, por lo que, podemos asumir que los extractos
inducen un aumento de la potencia y el numero de penetraciones (FP),

alcanzando la eyaculacion mucho mas rapidamente.

La LPE es el intérvalo de tiempo entre el término de la eyaculacion y el reinicio
de una nueva sesion de penetracion. En la Figura N° 18, se observa que con el
control en promedio se demoré 49,00 £ 0.3 segundos para reiniciar una nueva
penetracion, con el estandar este tiempo se incrementé ligeramente a 50,80 +
0.0 segundos; y con los tratamientos se alcanzo una relacion inversa con la
concentracion, siendo 48,60 +0.0; 45,80 + 0.0; 42,80 + 0.0 respectivamente, es

decir, a mayor dosis disminuye la LPE.

El estudio muestra que el extracto metandlico del “huanarpo macho” mejord
significativamente la actividad sexual como observamos en la descripcion de
cada uno de los parametros evaluados sobre comportamiento sexual. Esta
prueba revela, que la frecuencia de monta y frecuencia de penetracion tienen
una variacion directamente proporcional a la concentracion, asimismo estos
valores son estadisticamente significativos (p<0,05). Es decir, a medida que
aumentamos las concentraciones, aumenta la frecuencia de monta e
intromision.

47



Tajuddin, et al. (2004), refieren que la frecuencia de monta es un parametro
que mide el deseo sexual, comunmente conocido como la libido sexual y la
frecuencia de intromision mide la potencia sexual. Es decir, a mayor valor de la
frecuencia de monta respecto al blanco, indica que se ha logrado estimular el
deseo sexual en mayor porcentaje; mientras que un mayor valor de la
frecuencia de intromisién, indica que se ha logrado mantener la ereccion por
mayor tiempo. Efectivamente, segun los graficos, se ha logrado el incremento
de ambos parametros con el extracto metandlico de las hojas y tallos de
Jatropha macrantha, por lo tanto, podemos asumir que ha tenido un efecto

positivo sobre el comportamiento sexual en las ratas con disfuncién eréctil.

Suresh Kumar, et al. (2000), sostienen que un posible mecanismo del aumento
del deseo sexual es por un incremento de los niveles sanguineos de
progesterona, sin embargo (Oshima, 2003)?, demostré que Jatropha macrantha
no incrementaba los niveles sanguineos de progesterona, mas bien, cuando se
asociaba al Lepidium meyenii, recién se producia dicho incremento. A 15y 75
mg/Kg administrados durante 15 dias por via oral aguda y crénica de Maca
mejoro los parametros de la actuacion sexual a un nivel de significancia 0.05 en

ratas tratadas (Cicero, et al. 2001)*.

Tajuddin, et al. (2004), sostienen que el parametro que mide la disfuncién
sexual es la Latencia eyaculatoria, entendiéndose como un aumento en el
tiempo desde la penetracion hasta la eyaculacion. Segun la Figura N° 17, se
produjo una disminucion de la Latencia Eyaculatoria, como consecuencia de un
aumento de la Frecuencia de intromision a las dosis ensayadas, contrariamente
al estandar quién si incremento la Latencia Eyaculatoria. Asimismo, los autores
refieren que la Latencia Post-Eyaculatoria, es un parametro que mide el tiempo
de recuperacion entre una sesion a otra de apareamiento, se observa a mayor
dosis, existe una disminucion del tiempo de recuperacion y el inicio de una
nueva sesion de apareamiento, incluso mas significativo que el sildenafilo,
debido a que esta droga solamente ayuda a mantener la ereccién por mayor
tiempo, pero no garantiza una recuperacion para una nueva sesion sexual
(Oshima, 2003)2.

Ageel, et al. (1994)*, el extracto de 0. macuiata (500 mglkg, p.0.) produjo un

aumento significante en el indice de ereccidbn peneana, monta, intromision y
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frecuencias de eyaculacién. Del mismo modo el extracto de Litsea chinensis
produjo un aumento significante en la latencia de eyaculacién con una
disminucién significante en la frecuencia de eyaculacién. Los resultados indican

gue 0. macuiata reforzé la excitacién sexual en las ratas.

Podemos deducir que el extracto de las hojas y tallos de Jatropha macrantha
contienen metabolitos secundarios que producen un incremento significativo
de la potencia sexual, en una forma dosis dependiente inversa y en menor

grado de la libido sexual comparados con los trabajos analizados.

En la Figura N° 19, nos muestra el dosaje en micro moles de oxido nitrico (NO),
por mL de plasma realizadas con el extracto metandlico de jatropha macrantha
huanarpo macho, en ratas previamente inducidas con N® — nitro-L-arginina-
metil-ester (L-NAME), que produce disfuncién eréctil, usamos en este caso
sustancias probadas como el nitrito de sodio como un donador de NO (Oaki, et
al. 1990), sildenafilo como un inhibidor de la PDE, y los extractos metanolicos a
100, 200 y 300 mg/Kg de peso, observandose que de una toma transversal de
muestra de las ratas sacrificadas por decapitacion previo tratamiento por el
meétodo de Greiss, hay un aumento en los niveles de NO, con Nitrito de sodio al
0.125% a 10.42 Umoles de NO/ml demostrando efectivamente que el nitrito de
sodio esta actuando como donador, e inclusive, los niveles de NO alcanzados
con el nitrito de sodio (Yauri, S)*, son significativamente superiores al
compararlos con los obtenidos con sildenafilo 6.26 y huanarpo macho a 300
mg/Kg de peso en 5.32 umoles de NO/ml, mayores al control que fue de 2.03,
siendo la diferencia entre los tratamientos muy significativa p < 0,05. (Witzel,
et al. 1990)*, han indicado que la demanda por oxigeno puede exceder la
capacidad cardiopulmonar para suplir suficiente oxigeno, esto conduce a un
déficit de oxigeno (hipoxemia); en respuesta a ello el flujo pulsatil de la sangre
aumenta y a su vez estimula la sintesis y uso de NO almacenado, que segun
(Gladwin, et al. 2005)*’ puede estar en forma de nitrito de sodio; el NO produce
dilatacion tanto en las arterias pulmonares como a nivel de las vias
respiratorias, mejorando la relacion ventilacion/perfusion y por lo tanto también
el suministro de oxigeno a los tejidos y el equilibrio homeostético del animal
(Moncada, 2005)*. Todo esto va relacionado a los efectos adversos a

consecuencia de la vasodilatacion, asimismo en algunos trabajos reportados
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como el de Angulo, muestran que en estados de inflamacidon intestinal
prolongada existe una sobre produccion de NO; entonces se produce lesion de
la mucosa, hiperemia y ruptura de la barrera, propiciando translocacion
bacteriana. Es un hecho que grandes cantidades de Oxidos de nitrégeno se
estan formando en la inflamacion via NO, pero con mayores reactividades,

aumentando la permeabilidad vascular (Kubes, 1995).

Estudios de como NO cambia la entrada o salida de PG/COX se ha
emprendido que NO modula la produccion de prostaglandina, interacciona
reciprocamente NO/COX teniendo un uso clinico potencial impactando y
extendiendo el interés de estos dos sistemas (Vincenso, 2005)%3, relacionado el
aspecto guimico medicamentoso con la PG-COX, con la PDE. PGE1 aumenta
el cAMP, probablemente en el cuerpo cavernoso del pene, inhibiendo la
actividad de PDE, con activacion de la adenilato ciclasa. (Nef, et al. 1990)
PDE5 no soélo se expresa en el musculo liso del cuerpo cavernoso, sino
también en el sistema nervioso central, vascular y gastrointestinal. Por
consiguiente, los efectos adversos principales de sildenafilo incluyen dolor de
cabeza, perturbaciones visuales, vaciamiento gastrico y dispepsia, la
acumulacion de cAMP inhibe PDE 5, 2 y 1 en el cuerpo cavernoso de
conejos.(Asilan, 2008)%°. Existe también proteina inhibidora de NOs y N-Metil —
D-Aspartato, (inhibidor y estimulador) y PnNOS, en el nervio cavernoso del
pene, no cambia significativamente el volumen de proteina de PNNOS con la
edad. (Magee, 2005)*.

Alanis, et al. (2003), la principal respuesta protectora del sistema inmune contra
Entamoeba histolytica es el 6xido nitrico (NO) producido por macréfagos
activados posiblemente por la epicatequina(Vargas, 2004)*. Con todo ello esta
demostrado que el NO producido por el extracto metanolico de Jatropha

macrantha produce el efecto modulador en casos de disfuncién eréctil.

En la figura N°20, se observa la respuesta contrac til del cuerpo cavernoso del
pene de rata, de acuerdo a los tratamientos utilizados; se observa que la
acetilcolina 30uM seguido de epinefrina a 1ug/ml es el que presenta mayor
carga contractil en el musculo cavernoso, seguido en proporcion menor la L-
arginina, respecto al control positivo que es el sildenafilo teniendo una carga

contractil de 1.23 parecido a las concentraciones de 100 ug/mly menor aun en
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el caso de 300ug/ml que es 1.10mm en el que si existe una relajacion marcada,
lo que diferencia de la contracciébn de 3.16 que muestra la acetilcolina del
cuerpo cavernoso del pene de rata al de la muestra de 300ug/ml y el sildenafilo
una diferencia significativa evaluada a p < 0,05, entre los tratamientos. Si bien
es cierto que en el experimento anterior demostramos que hay un aumento de
NO en plasma de ratas por efecto de los extractos metanolicos en este caso la

relacion se manifiesta en el cuerpo cavernoso del pene de rata.

Angulo, et al. (2003), cuando el 6xido nitrico sintasa (NOS) produce NO de NG-
el hydroxy-L-arginine (OH-arginine) en lugar de L-arginine, el requisito total de
oxigeno molecular y NADPH para formar NO es reducido. El objetivo fue
evaluar el efecto de OH-arginine en la contractilidad del cuerpo cavernoso de
conejo (RCC) y comparar las capacidades de L-arginine y OH-arginine que
refuerce las respuestas de NO mediadas bajo el normoxido y el hypoxido que
condiciona el envejecimiento, como modelos de produccion inefectiva. OH-
arginine, mas que L-arginine, pudo relajar el cuerpo cavernoso del conejo
mientras que la fenilefrina contrajo el musculo liso. La relajacion inducida por
OHe-arginine fue inhibida por el NOS-inhibidor, L-NNA (300 mM) fue inhibida por
guadenilato ciclasa, la administracion de OH-arginine, produjo un incremento
significativo de cGMP en el tejido de RCC.

La relajacion por OH-arginine (300 mM) todavia se observd a la tension de
oxigeno bajo. El aumento de niveles del cGMP inducido por ACh (30 m M) en
RCC.

Los nervios nitrergicos mediaron en la relajacién reducida en RCC de los
animales viejos cuando se compard con los conejos adultos jovenes. Se
propusieron que el uso de OH-arginine podria ser de interés en el tratamiento

de trastorno eréctil. (Angulo, 2003)%*.

Chen, et al. (2008), investigaron el efecto relajante sobre la musculatura del
cuerpo cavernoso de conejo in vitro de una cumarina aislada del Cnidium
monnier (L.) Cusson llamado ostol. El resultado obtenido fue que el ostol
produjo una vaso relajacion del cuerpo cavernoso, el cual se atribuye a la
liberacién del 6xido nitrico del endotelio sinusoidal y la potenciacién de la sefial
del GMPc y/o AMPc (Chen, 2008)*.
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Harnafi y Amrani (2007), establecen la influencia de los flavonoides en las
enfermedades cardiovasculares y en la disfuncién endotelial; como agentes
vaso relajantes. Propusieron un posible mecanismo por el cual ejercen el efecto
vaso relajante, induciendo una liberacién del 6xido nitrico (NO). Sostienen, que
la ingesta de flavonoides incrementan significativamente los niveles de NO,
produciendo vaso relajacion, a través de la inhibicion de las fosfodiesterasas,
por ejemplo la delfinidina, una flavanona tiene el potencial de inhibirala2y 4 -
fosfodiesterasa, haciendo que las células endoteliales incrementen su
produccién y liberacién de NO. (Chen, 2008)°.

Chen, et al. (2008), investigaron el mecanismo del alcaloide neferina, una bis-
bencilisoquinoleina aislado de Nelumbo nucifera en tejidos del cuerpo
cavernoso de conejos in vitro, concluyeron que produjo un aumento de la vaso
relajacion por un aumento de la concentracion AMPc, disminuyendo la

actividad de la fosfodiesteresa.

Khan y Gilani (2008), realizaron una evaluacion farmacodinamica de Terminalia
bellerica y su efecto antihipertensivo, llegando a la conclusion que los
flavonoides y los taninos poseen efecto Ca™ antagonista y por ende un efecto

vaso relajante (Khan, 2008)>".

Duke (2009), refiere que el bloqueo de los adrenoreceptores por efecto de las
hormonas, que causan una vasoconstriccion peneana y aumentan la
concentracion de norepinefrina, es esencial para el mantenimiento de la funcién
eréctil. Asimismo, menciona que investigadores italianos, han aislado taninos
con posibles estimulantes sexuales condensados de alto peso molecular entre
290 a 3144 kD (Khan, 2008)°".

El traslado del gen de nNOS o eNOS a ratas viejas, en los que 6rganos
reproductores aumentaron en funcién eréctil evidenciandose en el cuerpo
cavernoso por estimulo eléctrico. Es mas el envejecimiento vascular se
caracteriza por un trastorno endotelial a la produccion excesiva de las
especies de oxigeno reactivo (ROS) y por lo tanto dafio del sistema de
defensa.

Liming Jin, et al. (2006). A nivel molecular RhoA/Rho-kinase para el tratamiento
de disfuncion eréctil asociado con la edad. Rho-kinase inhibe la Miocina
fosfatasa de cadena ligera (MLCP) a través de la fosforilacion, llevando a un
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aumento en la miocina de cadena ligera (MLC) y la reduccién del musculo liso.
confirmando que la actividad de RhoA/Rho-kinase era elevado en el pene de
ratas viejas observado por sefiales a nivel molecular (Liming, 1999)°2.

Existen evidencias de que los consumidores de vinos rojos y de vino tinto
presentan baja mortalidad por enfermedad coronaria, inhiben la agregacion
plaguetaria, con accion vasodilatadora, antiarritmica debido a los compuestos
fenolicos presentes entre los cuales estan los flavonoides -catequinas,

epicatequina y quercetina.

El trastorno eréctii puede resultar del aspecto neurolégico, psicologico,
hormonal, arterial o deterioro cavernoso o de una combinacion de estos
factores. Los desoérdenes neurolégicos como la enfermedad de Parkinson,
Alzheimer, golpe y trauma cerebral pueden causar el trastorno eréctil
disminuyendo la libido o previniendo la iniciacibn de una ereccidn
(Lambert,1998)>*. Las estrategias del tratamiento mayores para el trastorno
eréctil incluyen inyeccién de intracavernosa de drogas como la prostaglandina
El, la papaverina, la phentolamina, la terapia transuretral, cirugia, terapia del
vacio y oral las medicaciones (Segraves, 2003)°.

Basoglu, et al. (1998) D(-)-Lactato y NO en la isquemia debido al efecto
vasodilator modula la lesién del tejido durante la isquemia, y desde que es un
radical libre forma productos toxicos secundarios. Cuando la saturacion de
oxigeno del tejido es baja aumenta la fluidez de sangre por vasodilatacion y
cuando la saturaciébn de oxigeno del tejido es alto la reacciéon con los
superoxidos forma productos téxicos como el peroxynitrito (Leén, 2006)>’. En
el sistema gastrointestinal, la evidencia sugiere que NO regula el flujo de
sangre de la mucosa, proteccion de la mucosa, las respuestas hemodinamicas
del higado, enfermedades hepatotoxicas, contraccion y relajacion muscular.
En un estudio experimental habia estado demostrado esa inhibicion de
endogeno NO con la N-nitro-L-arginine (L-NNA), un selectivo NO sintasa
inhibidor, habiendo un significativo aumento macroscépico y a nivel
microscopico lesion de la mucosa causada por el etanol, y el tratamiento fue
con L-arginine, un precursor de NO, qué competitivamente inhibe las acciones

de L-NNA reduciendo la lesién de la mucosa (Basoglu, 1999) *°
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Michel A. (2003). Primer modelo experimental de castracion por venooclusion
induciendo trastorno eréctil del raton, describiendo las anormalidades por
medicion con ultrasonido de Doppler de ereccién, dada por la presion
intracavernosa en ratones. Esto puede atribuirse a los efectos hypogonadales
en la funcion del tejido eréctil. La morfologia cambia en el tejido del cuerpo
cavernoso de raton en magnitud de extension. Estos estudios definen el
mecanismo andrégeno-dependiente veno-oclusivo en la funcién eréctil del
ratobn. El modelo del ratdon castrado puede ser aplicado en los estudios del
futuro de trastorno eréctil venooclusivo (Michael, 2003)®.

Rakuambo, et al. (1999) El extracto cloroformico y etanolico de la raiz de
longepedunculata de Securidaca, Wrightia, el natalensis y tridentata de
Rhoicissus se investigaron para demostar su actividad in vitro sobre el masculo
liso del cuerpo cavernoso de conejos blancos Nueva Zelanda. Algunos de los
extractos de estas plantas relajaron el musculo liso del cuerpo cavernoso a
bajas concentraciones. Viagra se us6 como control positivo en este estudio.
Segun la figura N° 21, los resultados obtenidos en la prueba de toxicidad con el
extracto metanolico de jatropha macrantha “huanarpo macho” demostré la
relacion dosis-dependiente, en donde las dosis menores a 1500mg/kg de peso
corporal presenta signos de toxicidad sin causar mortalidad los primeros tres
dias luego del cual empiezan a morir de manera progresiva. los signos de
toxicidad son mas notorias causando mortalidad, después de las 72 horas a
concentraciones 1193.1 a 1543.2 mg/Kg p.c. se produce la muerte de todos los
animales expuestos.

Los resultados dan como valor de la DLsy de 1357mg/kg p.c., esta
determinacion se realizé utilizando el extracto metandlico de jatropa macrantha
Mull Arg “Huanarpo macho”, los efectos toxicos observados en la
determinacion toxicolégica fueron salivacion, incontinencia urinaria, falta de
movilidad en todo el cuerpo, temblor, ataxia y muerte.

De acuerdo a la evaluacion de su toxicidad del extracto metanolico de
jatropha macrantha “huanarpo macho” se determiné que es practicamente no
toxico (Cyted, 1995)%".

VI.-CONCLUSIONES
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1. El estudio fitoquimico cualitativo indica la presencia de metabolitos
secundarios mayormente lactonas, cumarinas, terpenos, flavonoides,
catequinas, azUcares reductores y aminoacidos libres, que serian los
responsables de la bioactividad encontrada para e extracto metandlico de
las hojas y tallos de Jatropha macrantha Mull. Arg. “huanarpo macho”.

2. La elucidacion estructural de las fracciones del extracto metandlico de las
hojas y tallos de Jatropha macrantha Mull. Arg. “huanarpo macho” ha
revelado la presencia de componentes quimicos como 6-hidroxi -4',5,7-
trimetoxi flavona; 4’,7-dihidroxi- 5,6-dimetoxiflavona; 7-hidroxi-3',4’,5’,5,8-

pentametoxiflavona; 4’,7-dihidroxi-3’,5,6-trimetoxiflavona.

3. Se ha comprobado el efecto modulador de la ereccién por el extracto
metandlico de Jatropha macrantha mill. Arg. “huanarpo macho” en ratas
con induccion de disfuncion eréctil, siendo la dosis efectiva media (DEM)
de 157.1 mg/Kg.

4. En las condiciones experimentales se ha demostrado que el mecanismo
de accion para mejorar la disfuncion eréctil del extracto metandlico de las
hojas y tallos de Jatropha macrantha Mull. Arg. “huanarpo macho” se
debe a su efecto vasodilatador y la elevacion de los niveles de oOxido

nitrico.

5. El estudio de seguridad del extracto metandlico de las hojas y tallos de
Jatropha macrantha Mull. Arg. “huanarpo macho” al ser administrado por
via oral en ratones a un intervalo de confianza del 95% (p<0,05), ha
demostrado una dosis letal 50 (DLso) de 1357.00 mg/kg.
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ANEXO N°01
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Extraccion sucesiva del material vegetal para luego realizar la
identificacion de metabolitos secundarios.
20-30 gramos de hojas y tallos de jatropa macrantha Mall Arg “Huanrpo
macho” .
(Muestra seca y molida)

Macerar con 200 ml metanol durante 14 dias

filtrar

| |
RESIDUO SOLIDO
Extracto metanolico

Dejar Secar en estufa a una
temperatura de 40°C

Redisolver y realizarel screning
fitoquimico

Esquema de las reacciones a realizar en el extracto metanolico de jatropha macranta
después de la maceracion respectiva.

Extracto metandlico
Dividir en fracciones

1ml 1ml 1ml Iml 1ml Iml Iml
ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE
CATEQUINAS FEHLING LIEBERMAN FENOLES Y BORNTRAGER KEDDE ALCALOIDES
Azlcar Titery TANINOS Quinonas
reductores Esteroides
RILTRAR
2ml 2ml 1ml 1ml ml 1ml
ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE
RESINAS BALJET ESPUMA NINHIDRINA SHINODA ANTOCIANINA
Lactonas Saponina Aminoacidos Saponinas

ANEXO N° 02

CRISTOBAL DE HUAMANGA

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



Que, el Mg Johnny Aldo TINCO JAYO

ANEXO N°03
FLUJOGRAMA DE LA DETERMINACION DE NITRITOS
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Muestra de sangre

Centrifugar 10 min
a 3 500 rpm.

1

[ 1.6 ml de plasma \ [ 1 ml del plasma \

desproteinizado

T
— 1

1.2 ml de agua
destilada Agregar una alicuota
de zinc en polvo

0.2 ml NaOH 1M
Dejar en reposo por 1

hora y 45 minutos

0.2 ml ZnSO, 30% agitando el tubo cada
30 minutos

Agitar 3 veces x 1min .
y centrifugar a 3 500 Centrifugar a 3 500

\ rpm x 10 min. ) rpm x por 10 min.)

1 ml de plasma reducido NITRITOS TOTALES
NO,

fO.S ml reactivo Griess\

A

NOy=NO2+NO3

0.5 ml reactivo Griess
B
Centrifugar a 3 500
rpm x 10 min.

Lectura
espectrofotométrica

k (550 nm) j

ANEXO No 04

Cuadros estadisticos del efecto sobre el comportami ento sexual en ratas.
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Tabla NO5: Frecuencia de monta en ratas macho por efecto del extracto metandlico
de hojasy tallos de Jatropha macrantha “huanarpo macho”.

Frecuencia de Suma de Gl Media F Sig.
montaje cuadrados cuadratica
Inter-grupos 768,78 4,00 192,20
8,5449E-
Intra-grupos 0,54 10,00 0,05 3556,53
16
Total 769,32 14,00
Frecuencia de montaje
Tratamiento Subset for alpha = .05
N 1 2 3 4 5
Control 3] 60
100 mg/Kg | 3 10,1
200mg/Kg | 3 18,8
300mg/Kg | 3 23,1
Sildenafilo 3 24,0
Sig. 1 1 1 1 1

Tabla NU6: Frecuencia de intromisiones en ratas por efecto del extracto metandlico
de hojasy tallos de Jatropha macrantha “huanarpo macho”.

Frecuencia de Suma de Gl Media F Sig.

intromision cuadrados cuadratica
Inter-grupos 174,61 4,00 43,65 2.3905E-
Intra-grupos 0,06 10,00 0,01 7275,39 17
Total 174,67 14,00

Frecuencia de intromision
Tratamiento Subset for alpha = .05
N 1 2 3 4 5

Control 3 4.4
100 mg/Kg | 3 8,9
200mg/Kg | 3 12,1
300 mg/Kg | 3 13,0
Sildenafilo 3 13,6
Sig. 1 1 1 1 1
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Tabla NO7: Latencia de monta en ratas macho por efecto del extracto metandlico de
hojas y tallos de Jatropha macrantha “huanarpo macho”.
Latencia de Suma de Gl Media F Sig.
montaje cuadrados cuadratica
Inter-grupos 87,51 4,00 21,88 2.0555E-
Intra-grupos 0,74 10,00 0,07 295,64 10
Total 88,25 14,00
Latencia de montaje
Tratamiento Subset for alpha = .05
N 1 2 3 4
Control 3 28,4
100 mg/Kg | 3 29,1
200 mg/Kg | 3 30,1
300 mg/Kg | 3 33,8
Sildenafilo 3 34,2
Sig. 1 1 1 0,42
Tabla NO8: Latencia de intromision en ratas por efecto del extracto metandlico
hidroalcohdlico de hojas y tallos de Jatropha macrantha “huanarpo
macho”.
Latencia de Suma de Gl Media F Sig.
intromision cuadrados cuadratica
Inter-grupos 622,60 4,00 155,65
9,368E-
Intra-grupos 0,07 10,00 0,01 22046,82 20
Total 622,67 14,00
Latencia de intromision
Tratamiento Subset for alpha = .05
N 1 2 3 4 5
Control 3 21,8
100 mg/Kg |3 26,76
200 mg/Kg | 3 33,8
300 mg/Kg | 3 35,6
Sildenafilo 3 39,8
Sig. 1 1 1 1 1
Tabla NO9: Latencia de intromision en ratas por efecto del extracto metandlico de

hojas y tallos de Jatropha macrantha “huanarpo macho”.

Latencia de Suma de Gl Media F Sig.

eyaculacién cuadrados cuadratica
Inter-grupos 64,18 4,00 16,05

1,7222E-
Intra-grupos 2,07 10,00 0,21 77,68 07
Total 66,25 14,00
Latencia de eyaculacién
Tratamiento Subset for alpha =.05
N 1 2 3 4

Control 3 39,7
100 mg/Kg 3 41,5
200 mg/Kg 3 42
300 mg/Kg 3 43,8
Sildenafilo 3 45,76
Sig. 1 0,67 1 1
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Tabla N°10:

Latencia Post eyaculatoria en ratas por efecto del extracto metandlico
de hojas y tallos de Jatropha macrantha “huanarpo macho”.
latencia post Suma de gl Media F Sig.
eyaculatoria cuadrados cuadratica
Inter-grupos 107,60 4,00 26,90
Intra-grupos 6,23 10,00 0,62 43,21 2,8018E-06
Total 113,83 14,00
Latencia de post eyaculatoria
Tratamiento Subset for alpha = .05
N 1 2 3
Control 3 42,78
100 mg/Kg 3 46,8
200 mg/Kg 3 48,5
300 mg/Kg 3 48,6
Sildenafilo 3 50,8
Sig. 1 0,1 1
ANEXO No 05

Cuadros estadisticos sobre el efecto sobre los niv

Tabla N°11:

en ratas.

eles plasmaticos de NO

Efecto del extracto metanodlico de hojas y tallos de Jatropha

macrantha “huanarpo macho” sobre los niveles plasmaticos de oxido

nitrico en ratas con induccién de disfuncion eréctil .

Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Desviacidn Error Limite Limite
Tratamiento N Media tipica tipico | inferior | superior | Minimo | Maximo
Blanco 5 2,03 0,08 0,03 1,93 2,12 1,94 2,15
100 mg/Kg 5 3,43 0,06 0,03 3,36 3,51 3,36 3,50
200 mg/Kg 5 4,75 0,15 0,07 4,56 4,93 4,57 4,90
300 mg/Kg 5 5,32 0,16 0,07 5,11 5,52 5,09 5,46
Sildenafilo 5 6,26 0,04 0,02 6,21 6,32 6,20 6,31
Nitrito de sodio 5 10,42 0,19 0,08 10,19 10,65 10,24 10,64
Total 30 5,37 2,68 0,49 4,37 6,37 1,94 10,64
ANVA
Suma de Media
Media cuadrados Gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 207,9 5 41,6
Intra-grupos 0,4 24 0,0 2638,2 4,636E-32
Total 208,3 29
TUKEY
N Subset for alpha = .05
Factor 1 2 3 4 5 6
Blanco 5 2,028
100 mg/Kg 5 3,432
200 mg/Kg 5 4,746
300 mg/Kg 5 5,316
Sildenafilo 5 6,264
Nitrito de
sodio 5 10,416
Sig. 1 1 1 1 1 1
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ANEXO No 06

Tabla N°12: Dosis letal del extracto metandlico en ratones a las 72 horas de
administracion por via oral. Lima 2009.
mg/kg n Vvivos | muertos % Vivos % muertos

500 6 6 0 100 0
1000 6 5 1 83.33 16.7
1200 6 4 2 66.67 33.33
1400 6 3 3 50 50
1600 6 2 4 33.33 66.67
1800 6 1 5 16.7 83.33
2000 6 0 6 0 100

ANEXO No 07
Efecto sobre el cuerpo cavernoso del 6rganos aislad o de rata.

Tabla N%3: Efecto del extracto metandlico de hojas vy tallos de Jatropha

macrantha “huanarpo

cavernoso de rata.

macho” sobre el oOrgano aislado de cuerpo

95%
Desviacion | Error | Limite Limite
Tratamiento N | Media tipica tipico |inferior | superior | Minimo | M&ximo
Epinefrina 1 ug/mL 5 2,30 0,31 0,14 1,92 2,68 2,00 2,80
Acetilcolina 30 uM 5 3,16 0,11 0,05 3,02 3,30 3,00 3,30
L-Arginina 300 uM 5 1,84 0,30 0,13 1,47 2,21 1,40 2,20
Sildenafilo 5 1,23 0,14 0,06 1,06 1,41 1,00 1,38
Ext. Huanarpo macho 50 ug/mL 5 1,37 0,09 0,04 1,26 1,48 1,28 1,50
Ext. Huanarpo macho 100 ug/mL | 5 1,23 0,10 0,04 1,11 1,35 1,15 1,40
Ext- Huanarpo macho 300 ug/mL | 5 1,10 0,16 0,07 0,90 1,30 0,90 1,30
Total 35| 1,75 0,73 0,12 1,50 2,00 0,90 3,30
Suma de Media
Respuesta (mm) cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 17,019 6 2,837
Intra-grupos 1,037 28 0,037 76,56 4,5456E-16
Total 18,057 34
Sunconjuntos
Prueba Tratamientos N| 1 2 3 4 5
Extracto de Huanarpo macho 300 ug/mL 5 11,10
Extracto de Huanarpo macho 100 ug/mL 5 11,23
Sildenafilo 5 11,23
HSD de | Extracto de Huanarpo macho 50 ug/mL 5 11,37
Tukey L-Arginina 300 uM 5 1,84
Epinefrina 1 ug/mL 5 2,30
Acetilcolina 30 uM 5 3,16
Sig. 0,29 1,00 | 1,00 | 1,00
Extracto de Huanarpo macho 300 ug/mL 5 11,10
Extracto de Huanarpo macho 100 ug/mL 5 11,23] 1,23
Sildenafilo 5 11,23] 1,23
Extracto de Huanarpo macho 50 ug/mL 5 1,37
Duncan —
L-Arginina 300 uM 5 1,84
Epinefrina 1 ug/mL 5 2,30
Acetilcolina 30 uM 5 3,16
Sig. 0,29 0,29 | 1,00 | 1,00 1,00
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ANEXO No 08

Figuras 18 al 23: Espectros UV de flavonoides que existen en el extracto metanolico

de jatropa macrantha Mull Arg “huanrpa macho”.
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MUESTRA 2 (jatropa macrantha Mull Arg. “Huanarpo macho) :
ETANOL + CLORURO DE ALUMINIO + HCL.
FFB HP 8452 UV-VIS (online) (PBR)
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MUESTRA 3: (jatropa macrantha Mull Arg. “Huanarpo macho) :
ETANOL + METOXIDO DE SODIO. FFB HP 8452 UV-VIS (online) (PBR)

70



Abzorbance (2L

05 x‘%
[ R L [
200 225 260 275 300 325 340 awelength (nm)

MUESTRA 4: (jatropa macrantha Mull Arg. “Huanarpo macho) :
ETANOL + METOXIDO DE SODIO. FFB HP 8452 UV-VIS (online) (PBR)
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MUESTRA 4 (jatropa macrantha Mull Arg. “Huanarpo macho) :
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MUESTRA 5 (jatropa macrantha Mull Arg. “Huanarpo macho) :
ETANOL + CLORURO DE ALUMINIO + HCL.
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