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RESUMEN

Introduccién: Maytenus macrocarpa Ruiz & Pav.) Brig (chuchuhuasi), es una
planta medicinal peruana, a la cual se le atribuyen efectos: antidisentérico,
antidiarreico, analgésico, antiinflamatorio, entre otros.

Objetivo: explorar la actividad analgésica central de las hojas de M. macrocarpa,
en ratones, mediante el modelo de retirada de la cola.

Métodos: a 50 ratones albinos (25 g promedio), divididos en 5 grupos, se les
administré por la via oral lo siguiente: M. macrocarpa 1 000 y 1 500 mg/kg,
Tramadol 10 mg/kg, agua destilada (placebo) 0,1 mL/10 g, y un grupo control. Se
evaluo el dolor en el roedor, midiendo el promedio del periodo de latencia, después
de 6 mediciones de intervalos de 30 minutos. Asimismo, se determiné el porcentaje
del efecto maximo posible (%% MPE, por sus siglas en inglés).

Resultados: chuchuhuasi 1 000 mg/kg, present6 un basal de 2,781 segundos,
frente a 4,135 segundos a los 120 minutos. Chuchuhuasi 1 500 mg/kg, presentd un
basal de 2,467 segundos, frente a 4,385 segundos a los 180 minutos; frente al
control presentaron un valor p> 0,05. Tramadol tuvo un basal de 2,030 segundos,
frente a 5,173 segundos, a los 30 minutos; frente al control presento un valor
p< 0,05. El grupo placebo fue no significativo. El % MPE fue de 19 % para
chuchuhuasi 1 000 mg/kg, 14 % para chuchuhuasi 1 500 mg/kg, y 37 % para
Tramadol.
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Conclusion: el efecto analgésico central de las hojas de M. macrocarpa en el
modelo de retirada de la cola fue no significativo, el maximo % MPE fue de 19 %,
con chuchuhuasi a 1 000 mg/kg.

Palabras clave: Maytenus macrocarpa, hojas, dolor, actividad analgésica, retirada
de la cola, Tramadol.

ABSTRACT

Introduction: Maytenus macrocarpa (Ruiz & Pav.) Brig (chuchuhuasi) is a
Peruvian medicinal plant which has been attributed antidysenteric, antidiarrheal,
analgesic and anti-inflammatory effects, among others.

Objective: explore the central analgesic activity of M. macrocarpa leaves in mice
using the tail-flick model.

Methods: fifty albino mice (25 g average weight) were divided into 5 groups
and administered the following substances by oral route: M. macrocarpa 1 000 and
1 500 mg/kg, Tramadol 10 mg/kg, distilled water (placebo) 0.1 mL/10 g, and a
control group. Pain was evaluated by estimating the average latency period after
taking 6 measurements at 30 minute intervals. Percent maximum possible effect
(% MPE) was also determined.

Results: baseline time for chuchuhuasi 1 000 mg/kg was 2.781 seconds vs. 4.135
seconds at 120 minutes. Baseline time for chuchuhuasi 1 500 mg/kg was 2.467
seconds vs. 4.385 seconds at 180 minutes; p value vs. control was p> 0.05.
Baseline time for Tramadol was 2.030 seconds vs. 5.173 seconds at 30 minutes; p
value vs. control was p> 0.05. The placebo group was not significant. % MPE was
19 % for chuchuhuasi 1 000 mg/kg, 14 % for chuchuhuasi 1 500 mg/kg and 37 %
for Tramadol.

Conclusion: the central analgesic effect of M. macrocarpa leaves on the tail-flick
model was not significant. Percent maximum possible effect was 19 % with
chuchuhuasi 1 000 mg/kg.

Key words: Maytenus macrocarpa, leaves, pain, analgesic activity, tail flick,
Tramadol.

INTRODUCCION

El Perd es un pais rico en biodiversidad, se encuentra dentro de los cinco primeros
paises mega-diversos del planeta, cuenta con el 10 % de las especies de la flora
mundial.*2 Asimismo, ocho de cada 10 personas en paises en desarrollo utilizan
plantas medicinales,® situacién que es una realidad en la poblacién peruana,* asi
por ejemplo, existe una exposicion al Maytenus macrocarpa (Ruiz & Pav.) Briq.
(chuchuhuasi), la cual pertenece a la familia de las Celastraceae, y al género
Maytenus; sin embargo, se desconocen, aspectos como una dosificacion segura,
mecanismos de accion y efectos adversos.

Este problema debe ser atendido de manera sistematica, empezando por descubrir
y/0 corroborar, los efectos de las diferentes plantas utilizadas en la medicina
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tradicional. Por otra parte, actualmente se observa un aumento en la demanda de
M. macrocarpa (chuchuhuasi), sobre todo a nivel de exportacion,®® asimismo, es
tan facil la forma de adquisicidon del chuchuhuasi, que inclusive, es posible
obtenerlo por medios digitales.”

Por conocimiento popular, a M. macrocarpa (chuchuhuasi), se le atribuyen distintas
propiedades, tales como analgésica, antiinflamatoria, anti-disentérica, afrodisiaca,
hemostatica, entre otras.® En el presente estudio el foco de interés es la arrogada a
la propiedad analgésica.

Estudios previos del género Maytenus, muestran propiedades analgésicas y
antiinflamatorias,®*? sin embargo, hasta la actualidad no hay estudios publicados
que evallen este mismo efecto en M. macrocarpa. Por otra parte, estudios de la
especie M. krukovii , sugieren una accién antinociceptiva de la planta, mediada por
la via opioidérgica.'*

Estos antecedentes, conllevan a proponer la posible actividad del M. macrocarpa
sobre la nocicepcion, en tal sentido, para evaluar este efecto, existen métodos
como la prueba de retirada de la cola (Tail Flick Test); esta prueba evalla el dolor
mediante la mediciéon de la sensibilidad calor/dolor, sin provocar dafio de los tejidos
expuestos a estos estimulos,'>'7 de esta forma, se evita la interferencia de la
inflamacion,*® y se delimita la accién nociceptiva central.®2°

Por lo antes expuesto, se observa un contexto actual de divergencia entre el uso
comercial y tradicional del chuchuhuasi,®?? asimismo, no existen suficientes
estudios sistematizados que permitan recomendar un consumo racional de esta
planta;2324 por lo tanto, este estudio se centrd en la exploracién de la actividad
analgésica central de las hojas de Maytenus macrocarpa (Ruiz & Pav.) Briq.
(chuchuhuasi) en ratones, en el modelo de dolor de retirada de la cola (Tail Flick
Test).

METODOS
Tipo de estudio

Estudio experimental, realizado en el Centro de Investigacion de Medicina
Tradicional y Farmacologia (CIMTFAR), de la Facultad de Medicina Humana de la
Universidad de San Martin de Porres (FMH-USMP), en Lima-Peru.

Muestra Vegetal

Se utilizé hojas de M. macrocarpa, estas se colectaron en Ucayali (Pucallpa), de
acuerdo con los criterios del método de Cerrate, E.:?°

1. Colecta de la parte aérea de la planta a las 08:00 horas.

2. Colocar la muestra en una prensa de madera.

3. Lavar la muestra vegetal.

La autentificacion e identificacion taxondmica de la planta, se realizé mediante
examen de macroscopia y microscopia. El resultado fue corroborado acorde a los
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especimenes del herbario de la USM (herbario de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos) y del herbario de la MO (herbario del Jardin Botanico de Missouri).

Finalmente, se clasificd el género y la especia como Maytenus macrocarpa, por
referencias de la flora peruana y de la flora sudamericana, labor que fue realizada
por el especialista en botanica, Dra. Berta Loja Herrera, N° C.B.P. 3853.26-3C

Animales de laboratorio

Se utilizaron 50 ratones albinos machos (Mus musculus L.), cuyos pesos oscilaron
entre 25 a 30 gramos, procedentes del Instituto Nacional de Salud del Peru. Los
roedores fueron acondicionados en el Bioterio de la FMH-USMP, manteniendo las
siguientes condiciones de la sala de reposo: temperatura de 22 ©C (+/-3),

humedad relativa entre rangos de 30 a 70 %o, ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, y
niveles de ruido menores a 70 db. Se proporcioné alimento balanceado para roedor
y agua ad libitum, y se restringio el alimento 12 horas previas a la
experimentacion.

Muestra quimica

Tramadol en ampollas de 50 mg/mL, lote 080861 con registro sanitario N° E-17534
y con fecha de vencimiento de agosto del 2011; agua destilada en ampollas de 5 mL,
del lote 080401 con registro sanitario N° E-1190-6 y con fecha de vencimiento de
abril de 2013.

Preparacion del extracto etandlico

Las hojas del M. macrocarpa se secaron y trituraron en un molino manual, como
resultado se consiguid un polvo fino y homogéneo. Por cada 20 g de muestra se
agreg6 200 mL de etanol QP, esta solucién se llevé a un equipo Soxhlet, donde
permanecio por 72 h, la mixtura resultante se filtré y colocé en un rotoevaporador,
en el siguiente paso, se seco el producto en una estufa por 48 h. La muestra final,
consistente en un polvo fino, se colocé en un envase hermético hasta su posterior
uso.

Exploracion del dolor con la prueba de retirada de la cola (Tail Flick Test)

Se utilizé calor irradiado, incidiendo un haz de luz en la unién del tercio distal y
medio de la cola del roedor, y finalizé cuando el roedor retird la cola, midiendo el
tiempo de latencia.®>2%31 Se empled un algesimetro modelo 33. IITC INC. Se fijé un
tiempo limite de 10 segundos de incidencia de haz de luz, para evitar dafio tisular
en la colal” y mantener la naturaleza térmica del estimulo. Se establecié una
intensidad y radiacion de 10, para una retirada de la cola o tiempo de latencia
establecido de 3 a 5 segundos.

Se coloc6 cada ratdén en un dispositivo de tipo embudo para reducir su movilidad,
luego se colocd la cola del roedor en el algesimetro; seguido se incidi6 el haz
infrarrojo en el tercio medio de la cola. La medicién del periodo de latencia se
realiz6 en de la manera siguiente: previa administracion de las sustancias; la
segunda al minuto 30 y se continu6 cada 30 minutos, por un periodo total de 3 h.
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Durante todas las mediciones, se mantuvo un disefio de doble ciego, en el cual el
administrador de las sustancias y el operador desconocian el origen de las mismas.

La asignacion de grupos experimentales fue hecha por randomizacién, con la
técnica de aleatorizacion por moneda sesgada. Los grupos experimentales fueron
los siguientes:

1. Grupo control: no se administré ninguna sustancia.

2. Grupo placebo: recibié agua destilada por via oral (V.0.), 0.1 mL/10 g de peso
corporal.

3. Grupo chuchuhuasi 1 000 mg: recibié extracto etandlico de las hojas de M.
macrocarpa, 1 000 mg/kg por V.O.

4. Grupo chuchuhuasi 1 500 mg: recibié extracto etandlico de las hojas de M.
macrocarpa, 1 500 mg/kg por V.O.

5. Grupo Tramadol o control positivo: recibié Tramadol, 10 mg/kg V.O.

Etica de la investigacion

Se siguieron los lineamientos del International Guiding Principles for Biomedical
Research Involving Animal (1985), y la Declaracion sobre el uso de Animales en la
Investigacion Biomédica.3? Se aseguro la comodidad del alojamiento y la
disponibilidad de comida balanceada.

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como medias con desviacion estandar para las
variables cuantitativas y para las cualitativas como proporciones y frecuencias.
Asimismo se calculé el MPE (efecto maximo posible o maximal possible effect), con
la siguiente férmula:

P.L. Post — P.L. Pre
MPE (%)= ¥ 100
T.L.E. - P.L. Pre

Donde:

- MPE (%) = efecto maximo posible 0 maximal possible effect
- P.L. Post = Periodo de latencia no perdido.

- P.L. Pre = Periodo de latencia pre exposicién.

-  T.L.E = Tiempo de latencia establecido (5 sequndos).

La validacion estadistica se basé en la prueba de Kruskal-Wallis, determinando la
normalidad de la poblacién. Se us6 la prueba de ANOVA de una cola y la prueba de
comparacion multiple de Tuckey, considerando la significacion estadistica con un
p< 0,05. Se determind la homocedasticidad de los grupos con la prueba de Bartlett.
El programa estadistico que se utilizé fue GraphPadPrism Versiéon 5.01.
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RESULTADOS

En los resultados de los experimentos, tanto el Tramadol, como el chuchuhuasi,
tuvieron una accion superior a la del control (Fig. 1). El efecto maximo posible
(MPE) determind un resultado distinto, en el cual solo la accién del Tramadol es
superior a la del control (Fig. 2 y tabla).

P. Latencia en (seg.)

ZD.D 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Tiempo (horas)
=4~ Tramadol 10 mg Placebo
=%~ Chuchuhuasi 1000 mg - Control

=% Chuchuhuasi 1500 mg

Fig. 1. Evaluacion de la actividad analgésica de las hojas de
Maytenus macrocarpa (chuchuhuasi) en el modelo de dolor
de retirada de la cola (Tail-Flick Test).

Segun los resultados del Test de Kruskal-Wallis vemos que todos los grupos siguen
una aproximacion Gaussiana.

En los resultados obtenidos en la prueba de ANOVA, se observo un p< 0,05 (IC 95 %),
en el grupo que recibié Tramadol, en el caso de los grupos con chuchuhuasi, el
valor p> 0,05 (IC 95 %).

La prueba de comparacion de Tuckey, revel6 un valor p< 0,05 (IC 95 %) entre los
grupos Tramadol y placebo. Los cambios fueron significativos (p< 0,05, IC 95 %), a
la media hora y a la primera hora.

En la comparacion multiple (Prueba de Tuckey), para los porcentajes de MPE, solo
el grupo que recibié Tramadol, presenté diferencias significativas (p< 0,05, IC 95 %0).

La prueba de Bartlett, denot6é que todos los grupos presentaron homocedasticidad,
con excepcion del grupo placebo y del grupo con chuchuhuasi a 1 g, siendo el valor
p de los grupos los siguientes: Tramadol= 0,0001, chuchuhuasi 1g= 0,0553,
chuchuhuasi 1,5 g= 0,0089, Placebo= 0,08 y Control= 0,001.
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Fig. 2. Comparacion del maximo efecto analgésico posible
del extracto etandlico de las hojas de Maytenus macrocarpa
(chuchuhuasi) en la prueba de retirada de la cola (Tail-Flick
Test).

Tabla. Comparacién del porcentaje de MPE del extracto etandlico de las hojas de

Maytenus macrocarpa (chuchuhuasi) en la prueba de retirada de la cola (Tail Flick Test)

Tiempo Tramadol Chuchuhuasi Chuchuhuasi Placebo Control
{minutos) 10 mg 1000 myg 1500 mg

30 37,2943 2,692093 -8,219391 6,812807 10,84142
60 33,64369 4,317511 -8,357141 3,133527 5,816251
Q0 27,59397 11,22552 2,035714 6,862836 8,238939
120 21,91668 18,75692 3,265307 4,925414 11,90219
150 21,98164 15,91245 9,989794 17,03202 20,88727
180 2741642 15,09512 14,05102 10,60124 13,65516

DISCUSION

El efecto analgésico de las hojas de Maytenus macrocarpa, en la prueba de retirada
de la cola (Tail Flick Test), revel6 falta de significacién estadistica. Esto podria
indicar que el mecanismo de accidon antinocioceptivo de las hojas de M.
macrocarpa, no radicaria en la via de la nocicepcion, dejando en el lindero otras
potenciales vias que posiblemente median el efecto analgésico de esta planta, cuyo
uso tradicional valida tal uso terapéutico.:822
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En la evaluaciéon del Tramadol, y su relacidon con el grupo placebo, fueron los Unicos
resultados con significacion estadistica, lo cual es congruente, debido a que el
Tramadol es efectivo en este tipo de estudios.333* Sin embargo, esta significacion
estadistica se observo recién a los 30 minutos, probablemente porque la eficacia de
este farmaco para este modelo, es mejor cuando se administra por la via
subcutanea o peritoneal,3° o con dosis mayores (15 mg/kg);3¢ lo que explicaria la
significancia en el MPE.

Aunque no fue significativo, el efecto antinociceptivo de M. macrocarpa
(chuchuhuasi), en la dosis de 1 000 mg/kg, superd al grupo control desde el minuto
90, por esto, es posible sugerir que a dosis inferiores podrian presentar una mejor
eficacia analgésica, esta hipotesis puede también respaldarse en otras
investigaciones en las que se han demostrado efectos farmacoldgicos de esta planta
en dosis inferiores a 1 250 mg/kg,®37-38 situacion que debera explorarse en estudios
futuros.

Al comparar este estudio con similares investigaciones publicadas, observamos que
ciertas especies del género Maytenus (M. rigida y M. aquifolium), han demostrado
un efecto analgésico en la prueba de retirada de la cola,®!! la cual evalla efectos
analgésicos por estimulacion de nociceptores que median calor, hacia regiones de la
médula espinal.20:22:31

Por otra parte, las especies M. Krukovii y M. macrocarpa, evidencian actividad
analgésica en la prueba de contorciones abdominales,**2° asimismo, se ha
corroborado el efecto antiinflamatorio de las especies M. heterophylla, M.
senegalensis y M. rigida, en la prueba de edema plantar por carragennina.%40-43

Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio para las hojas de la especie
M. macrocarpa, y el contraste con las especies antes citadas, sugiere una
variabilidad en los mecanismos de accion antinociceptivos para el género Maytenus,
proponiendo la posibilidad de la existencia de especies con predominio de la
actividad antinociceptiva y otras con predominio de la actividad antiinflamatoria;
ambas vias, podrian estar imbricadas, lo cual generaria el efecto analgésico final,
explicacion que podria ser la razén del uso en la praxis tradicional.

También se debe tener en consideracion, que el conocimiento popular orienta al uso
de las distintas partes de la planta, asi por ejemplo, para M. macrocarpa, se
estipula el uso del extracto alcohdlico de la corteza para la analgesia y de las hojas
para el sangrado.??

Es importante sentar las limitaciones que se presentaron en este estudio, y también
el nimero de la poblacion de animales utilizada y la disponibilidad Gnicamente de
hojas de M. macrocarpa.

Finalmente, aunque los resultados de nuestra investigacion no fueron estadisticamente
significativos, se ha demostrado en las dosis exploradas, un efecto analgésico
central leve, del extracto etandlico de las hojas de M. macorcarpa.
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