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RESUMEN

Ruta Chalepensis L. “Ruda” es una planta ampliamente distribuida en la region
mediterranea usado en medicina folklérica como antiespasmadica, antihelmintica,
antimicrobiana, emenagogos y abortivo. La especie vegetal fue recolectada en el
departamento Lima, distrito de Lurin a 1224 m.s.n.m. En el presente trabajo
experimental se comprobd el efecto sedante y ansiolitico del extracto etandlico de
las hojas de Ruta Chalepensis L. “Ruda” en ratones. Se realiz6 el perfil cualitativo
fitoquimico, posteriormente se empez6 con los métodos de estudio: Suefio inducido
por Pentobarbital Sodico a distintas concentraciones (100, 250 y 500 mg/kg) vy la
prueba de Enterramiento de esferas a dosis (5, 10 y 15 mg/kg). Se empled un total
de 100 ratones albinos cepa Balb/C53 de ambos sexos, los cuales fueron distribuidos
en 5 grupos. Se comprobd que el tratamiento con mayor eficacia en el método de
Enterramiento de esferas fue el extracto etandlico Ruta Chalepensis L. “Ruda” a 10
y 15 mg/kg es decir tienen un efecto superior al diazepam, en cuanto al método de
Suefio inducido por Pentobarbital Sédico la comparacion de los extractos vs el
diazepam tienden a concluir que principalmente los extractos etanélico Ruda a 250
y 500 mg/kg tienen un efecto similar al diazepam. Se concluyé que el extracto
etandlico de las hojas de Ruta Chalepensis L. “Ruda” si posee actividad sedante y

ansiolitica.

Palabras clave: Extracto etandlico, Ruta Chalepensis L., actividad sedante,

actividad ansiolitica, Ruda.



SUMMARY

Ruta chalepensis L. "Ruda” is a plant widely distributed in the Mediterranean region
used in folk medicine as antispasmodic, worming, antimicrobial, EMENAGOGA and
abortion. The plant species were collected in the Department Lima, district of Lurin at
1224 m.s.n.m. In the present study found the sedative and anxiolytic of the ethanolic
extract of the leaves of Ruta chalepensis L. "Ruda" in mice. The qualitative profile
phytochemical, subsequently began with the study methods: sleep induced by
sodium pentobarbital at different concentrations (100, 250 and 500 mg/kg) and the
burial of areas to dose (5, 10 and 15 mg/kg). A total of 100 albino mice strain Balb/C53
of both sexes, which were distributed in 5 groups. It was found that treatment with
greater effectiveness in the method of burial of areas was the ethanolic extract Ruta
chalepensis L. "Rude" to 10 and 15 mg/kg is they have a superior effect to diazepam,
as to the method of sleep induced by sodium pentobarbital, the comparison of the
extracts vs diazepam tend to conclude that mainly the ethanolic extracts Ruda to 250
and 500 mg/kg have an effect similar to diazepam. It was concluded that the ethanolic
extract of the leaves of Ruta chalepensis L. "Ruda" if it has anxiolytic and sedative

activity.

Key words: Ethanolic extract, Ruta chalepensis L., sedative activity, anxiolytic

activity, Ruda.



I. INTRODUCCION

1.1. SITUACION PROBLEMATICA

1.1.1.

1.1.2.

PROBLEMA GENERAL

Estudios realizados en el pais se evidencia que entre un 40 y 60 % de la
poblacién se automedican, actualmente los sedantes ocupan el sexto lugar
en automedicacion® 2. El uso y prescripcion de las BZD se ha relacionado
con un alto riesgo de abuso y dependencia debido a su manejo inadecuado
ya que, aun administradas regularmente a niveles terapéuticos, poseen un
potencial de dependencia mayor que otros farmacos de accién ansiolitica®.
Estos medicamentos son utilizados en situaciones clinicas especificas,
potencialmente capaces de producir dependencia y, en su administracion
cronica, serios trastornos de la memoria, falta de coordinacion motora
trayendo consigo una adiccion®. Por otro lado, los trastornos de ansiedad
afectan al 3,8% de la poblaciéon de edad mayor y los problemas por abuso
de sustancias psicotrépicas, casi al 1%. La OMS estima que durante las
emergencias 1 de cada 5 personas se ve afectada por la depresion y la
ansiedad®. Las hojas de Ruta Chalepensis L. “Ruda” se le atribuyen
propiedades con actividad sedante y ansiolitica, esta especie vegetal seria
una alternativa en la terapia farmacoldgica en el tratamiento de pacientes
con enfermedades cronicas como Parkinson, epilepsia, drogadiccion y como

coadyuvante en el tratamiento del suefio en pacientes geriatricos(-10),

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ El extracto etanolico de las hojas de Ruta Chalepensis L. “Ruda” tendra

actividad sedante y ansiolitica en ratones?



1.2. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La ansiedad es un problema en salud mental que se ha convertido en unos de
los principales problemas de salud publica. Segun la OMS afectan al 3,8 % de la
poblacion de edad mayor ®), ocupando el segundo lugar entre los trastornos
mentales en América latina y el Caribe con un 3,4 %Y. Mayormente los
pacientes geriatricos que padecen de enfermedades cronicas como Parkinson,
epilepsia, drogadiccién y como coadyuvante en el tratamiento del suefio(®-10),
Este trabajo de investigacion se realiza para ayudar a mejorar la calidad de vida
de las personas que sufren de alguna alteracion del sistema nervioso central
asimismo esta especie vegetal seria una alternativa al tratamiento farmacoldgico
en la terapia de sedacion, lo cual contribuiria a minimizar los efectos adversos y

el costo.

1.3. OBJETIVOS:
1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Comprobar la actividad sedante y ansiolitica del extracto etandlico de las

hojas de Ruta Chalepensis L. “Ruda” en ratones.
1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Realizar la prueba de solubilidad del extracto etandlico de las hojas de
Ruta Chalepensis L. “Ruda”.

2. ldentificar por analisis cualitativo la presencia de metabolitos
secundarios en el extracto etandlico de las hojas de Ruta Chalepensis L.
“Ruda”.

3. Determinar la actividad sedante mediante el método Suefio inducido por
Pentobarbital Sodico en ratones.
4. Determinar la actividad ansiolitica mediante el método de Enterramiento

de esferas en ratones.



1.4. HIPOTESIS

El Extracto etandlico de las hojas de Ruta Chalepensis L. “Ruda” presenta el
metabolito secundario, alcaloides a que se le atribuye la actividad sedante y

ansiolitica en ratones.
1.5. VARIABLES:

1.5.1. VARIABLE INDEPENDIENTE
Extracto etandlico de la Ruta Chalepensis L. “Ruda” en ratones.

1.5.2. VARIABLE DEPENDIENTE

Actividad sedante y ansiolitica.



II. MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION:
2.1.1. ANTECEDENTES NACIONALES:
Buendia J. (2015)®2), estudiaron “El efecto sedante del extracto alcéholico
de hojas y flores de Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla
“‘Manzanilla” sobre la ansiedad inducida en ratones albinos”, con el Objetivo:
Determinar el efecto sedante de Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria
chamomilla “Manzanilla” sobre ansiedad inducida en ratones albinos
utilizando el Método: Induccion de hiperactividad y/o cambios conductuales
por NMDA en treinta y seis ratones, considerandose grupos; Grupo 1:
Normal (Solucion de twen 80, 5 mL/kg),Grupo 2: N-metil-D-aspartato
(NMDA) en una dosis de 75 mg/kg, Grupo 3: EAMM a dosis de 1 g/kg, +
(NMDA) dosis de 75 mg/kg, Grupo 4: EAMM a dosis de 2 g/kg,+ (NMDA)
dosis de 75 mg/kg, Grupo 5: EAMM a dosis de 4 g/kg + (NMDA) dosis de 75
mg/kg y Grupo 6: DAP7 a dosis de 0,33 nmol/kg+ (NMDA) dosis de 75 mg/kg.
Se comparo el efecto sedante con diazepam en 30 ratones: SSF 10 mL/Kkg;
diazepam 50 mg/kg y Extracto 1, 2, 4 g/kg respectivamente, midiéndose
tiempo de dormir (minutos).Resultados: Demostraron que los compuestos
fendlicos y terpenoides estuvieron en mayor cantidad en el extracto
alcohdlico; el 100% (p<0,05) de ratones mostré efecto sedante. Conclusion:
Se demostré que el extracto alcohodlico de hojas y flores de Melissa officinalis

“Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla” es sedante en ratones.

Cardenas J.(2012)®3), estudiaron “Validacién del efecto sedativo,
antiedematizante y toxicidad de Valeriana officinalis (Valeriana); Melissa
officinalis (Melisa); Thymus vulgaris (Tomillo); Foeniculum vulgare (Hinojo);
Passiflora incarnata (Flor de la Pasién o Maracuya) en ratones”, con el
Objetivo: Evaluar la actividad sedante y reduccion del edema con el extracto
de Valeriana officinalis (Valeriana); Melissa officinalis (Melisa); Thymus
vulgaris (Tomillo); Foeniculum vulgare (Hinojo); Passiflora incarnata (Flor de
la Pasibn o Maracuya) en ratones, utilizando el Método: Ensayo de la
chimenea actividad motora, ensayo de tabla agujereada o de curiosidad,

ensayo de la traccion, ensayos biolégicos (la actividad edematica) y el



estudio de la toxicidad aguda DLso. Donde tuvo como grupos experimentales
: Grupo control negativo, se le administrd suero fisioldgico; un grupo control
positivo, a los que se les administro Clorpromazina 5 mg/kg de peso y
Veneno de Bothrops barnetti; y los grupos experimentales a los que se les
administré la infusion de la planta Valeriana officinalis (Valeriana); Melissa
officinalis (Melisa); Thymus vulgaris (Tomillo); Foeniculum vulgare (Hinojo);
Passiflora incarnata (Flor de la Pasion o Maracuya) en dosis de 750 mg/kg y
1000 mg/kg de peso y un grupo que se les administré la infusion de las
plantas en dosis de 1g/kg a 5 g/kg de peso. Resultados: Demostraron que la
Dosis Letal Media (DL50) en las dosis de 1g/kg a 5g/kg administradas por
via peritoneal, realizando observaciones durante 3 dias, que las plantas no
son toxicas a ninguna de las dosis utilizadas. Conclusion: Se demostré que
los extractos de las plantas a las dosis empleadas, no evidencia accion de

tipo sedativo, ansiolitica, inhibidor de la inflamacion.

Gil J. (2016)14, estudiaron “Efecto del extracto etandlico de hojas de
Passiflora tripartita (Tumbo Serrano) en la ansiedad, en Mus musculus
var.albinus”, con el Objetivo: Determinar el efecto del extracto etandlico de
hojas de Passiflora tripartita (Tumbo Serrano) en la ansiedad, en Mus
musculus var.albinu,utilizando el Método: Murble burying, se realizé en 20
especimenes distribuidos aleatoriamente en 4 grupos a quienes se les
administro por via intraperitoneal (VIP) como sigue: G1: grupo blanco 0,1 mL
de solucién salina, G2: grupo control dosis de Diazepam 1mg/kg. G3 y G4
Grupos problema dosis de 200 mg/kg/p.c y 100 mg/kg/p.c y de extracto
etandlico al 45% de hojas de Passiflora tripartita. Posteriormente se
determind los niveles de ansiedad usando la prueba de enterramiento de
esfera o Murble burying Test. Resultados: Demostraron que los compuestos
fendlicos y terpenoides estuvieron en mayor cantidad en el extracto
alcohalico; el 100% (p<0,05) de ratones mostro efecto sedante. Conclusion:
Se demostro que las dosis de 200 mg/kg/p.c y 100 mg/kg/p.c del extracto
etandlico de las hojas de Passiflora tripartita disminuyen los niveles de

ansiedad de manera significativa con una p<0,05.



2.1.2.

Arévalo G, Boncln B, Ruiz G, et al (2014)®9, estudiaron “Estudio fitoquimico
y efectos sedativo e hipnotico de Solanum melongena var. esculentum
(Dunal) Nees en Cavia porcellus en comparacion con diazepam”, con el
Objetivo: Realizar el estudio fitoquimico y evaluar los efectos sedativo e
hipnético de las hojas de Solanum melongena var. esculentum (Dunal) Nees
en Cavia porcellus en comparacion con diazepam, utilizando el Método:
Conducta exploratoria y la prueba de suefio inducido por éter etilico, donde
los grupos tratados fueron: Grupo | (cafeina 25 mg/mL), Grupo Il (cafeina 25
mg/mL y diazepam 0,5 mg/kg) y Grupo Il (cafeina 25 mg/mL y decocto de
Solanum melongena al 10%, a dosis de 200 mg/kg p.c) y presentaron en
promedio 30, 14 y 10 cruces y empinamientos respectivamente. Resultados:
Demostraron tanto el Grupo Il y lll produjeron cambios en la actividad motora
del animal, disminuyendo el estado de excitabilidad provocado por la cafeina,
siendo estos estadisticamente significativos (p<0,05). En la prueba de suefio
inducido por éter etilico, el periodo de latencia y duracion del suefio por
efecto del decocto al 10% (200 mg/kg p.c) fue de 37,2 +0,5 segundos y 159,5
10,75 segundos y por efecto del diazepam (0,5mg/kg) fue de 35,6+0,79
segundos y 185,3%£0,25 segundos respectivamente, con un (p<0,05).
Conclusion: Se demostr6 que las hojas de Solanum melongena var.
esculentum (Dunal) Nees. poseen metabolitos secundarios como
triterpenos, esteroides, flavonoides, compuestos fendlicos y alcaloides, cuyo
decocto al 10% a la dosis de 200 mg/kg p.c posee efectos sedativo e
hipnético siendo éstos menores en comparaciéon a los producidos por

diazepam.

ANTECEDENTES INTERNACIONALES:

Bonilla J, Santa M, Toloza G, et al (2013) 1), estudiaron “Determinacion de
la toxicidad, actividad sedante y ansiolitica del extracto acuoso de las Flores
de Erythrina berteroana (Pito) en ratones NIH”, con el Objetivo: Determinar
la toxicidad, actividad sedante y ansiolitica del extracto acuoso de las flores
de Erythrina berteroana (Pito) en ratones NIH”, utilizando el Método: Sueno
inducido por pentobarbital, Enterramiento de esferas, Suelo agujereado y
Laberinto en cruz elevado en ratones de ambos sexos a dosis de 100, 250 y



500 mg/kg de peso corporal. Asi mismo se evaluo la toxicidad via oral a una
dosis limite de 2000 mg/kg de peso corporal durante 28 dias. Resultados:
Las pruebas fitoquimicas demostraron la presencia de alcaloides, triterpenos
y flavonoides en flores de Erythrina berteroana. Asi mismo, no se observan
alteraciones en el estado de salud de los animales experimentales. Ademas,
demuestran que la sustancia de ensayo no posee efecto sedante, pero si
una actividad ansiolitica al disminuir el miedo natural a lo desconocido, a los
espacios abiertos, a las alturas y las esferas. Conclusion: Se demostré que
no existe un efecto sedante, pero si un efecto ansiolitico ligeramente efectivo

del extracto acuoso de las flores de Erythrina berteroana.

Rea V. (2014)'7, estudiaron “Evaluaciéon del efecto ansiolitico del extracto
hidroalcohdlico de Flor de Badea (Passiflora quadrangularis) en ratones
(Mus musculus)”, con el Objetivo: Realizar la evaluacion del efecto ansiolitico
del extracto hidroalcohdlico de Flor de Badea (Passiflora quadrangularis) en
ratones (Mus musculus). Método: Se realiz6 un estudio preclinico utilizando
18 ratones Mus musculus divididos en 6 lotes de 3 ratones cada uno
denominados: G1:(Blanco): recibi6 vehiculo (suero fisiolégico: glicerina), G2
(Control positivo quimico): zopiclona, G3 (Control positivo natural): Passiflora
incarnata y los grupos G4, G5 y G6 (Experimentos Netos): extracto de
Passiflora quadrangularis al 100 %, 65 % y 30 % respectivamente. A cada
ratbn se le administré 0,2 mL del tratamiento por via oral y luego de 30
minutos se le realizé 5 ensayos neurofarmacoldgicos (Prueba del Alambre,
Enterramiento de canicas, Laberinto elevado cero, Caja luz-oscuridad y
Campo abierto) que sirvieron para evaluar el comportamiento de su Sistema
Nervioso. Resultados: Evidenciaron una disminucion de los niveles de
ansiedad in vivo en las tres concentraciones administradas de Passiflora
guadrangularis resultando ser mas efectiva la concentracién al 100 %.
Conclusion: Se concluye que el extracto de Flor de Badea posee potenciales
efectos ansioliticos, siendo los alcaloides y flavonoides los compuestos

responsables de esta actividad.

Villafafia M, Angel A. (2017)!8, estudiaron “Actividades sedante vy

antidepresivas de soulatrolido, un compuesto aislado de Calophyllum



brasilense Cambess (Calophyllaceae)”, con el Objetivo: Demostrar la
actividad sedante y depresiva del compuesto soulatrolido extraido de las
hojas del arbol Calophyllum brasiliense. Método: Se realizé6 un estudio
preclinico utilizando 8 ratones de la cepa Balb/c a los cuales se les
administré: Solucion salina (vehiculo), el control positivo clonazepam (1
mg/kg) y el soulatrolido (10-50 mg/kg p.o.). Posteriormente se administré
pentobarbital (35 mg/kg) via intraperitoneal (Prueba de suspension de la
cola, Suefio inducido por pentobarbital) que sirvieron para evaluar el
comportamiento de su Sistema Nervioso. Resultados: Mostraron que el
soulatrolido no presenta efectos antidepresivos y tampoco induce depresion.

Conclusion: Se concluye que el soulatrolido presenta efectos sedantes.

Oviedo V, Garcia M, Diaz C, et al (2009)!°, estudiaron “Extracto y fraccién
alcaloidal de Annona muricata con actividad de tipo ansiolitica en ratones”,
con el Objetivo: Evaluar el efecto neurologico ejercido por el extracto
hidroalcoholico (40%) obtenido de las hojas de Annona muricata (0,5 g/kg,
VO) en ratones albinos ICR. Método: Se utilizaron 8 ratones ICR machos de
siete a nueve semanas de edad mediante pruebas tendientes a detectar
posible actividad de tipo anticonvulsivante (Electrochoque-pentilentetrazol),
antidepresiva (Nado forzado), hipnética (Potenciacion de suefio barbiturico)
y ansiolitica (Laberinto en cruz). Resultados: Los compuestos de tipo
alcaloidal presentes en Annona muricata tendrian efectos de tipo ansiolitico
(53% y 58% de tiempo y frecuencia de acceso a las zonas abiertas en la
prueba de laberinto en cruz elevado), no vinculados a la activacion de
receptores de benzodiacepinas y carentes de efectos citotdxicos in vitro.
Conclusion: Se concluye que el Annona muricata tendrian efectos de tipo

ansioliticos.

2.2. Aspectos botanicos de la especie Ruta Chalepensis L.“Ruda”.
2.2.1. Origen

La Ruta Chalepensis L. “Ruda” es autéctona de la region mediterranea y de
las islas canarias. Se cultiva en los tropicos como una hierba o planta
medicinal y se naturaliz6 ampliamente. Habita en climas céalido, semicalido,

seco - semiseco y templado, desde el nivel del mar hasta los 3900 m. En



2.2.2.

2.2.3.

Africa tropical se ha introducido en varios paises, incluidas las islas de Cabo
Verde, Sudan, Etiopia, Somalia y el sur de Africa (incluido Sudéfrica) donde
se cultiva principalmente en jardines. También se ha naturalizado en arabia
peninsular, india, Malasia, Vietham y Java. Ademas, esta siendo

naturalizado en los Estados Unidos, México, Cuba, Pera y Chile.
Descripcion botanica

Es una hierba o arbusto pequefio, de 40 cm a 1,50 m de altura, con los tallos
verde-grisaceos. Hojas en forma de espiral, de 2-3 pinnatisecta, obovadas
en el contorno,notoriamente verde, punteado glandular translicido, olor

fuerte, hojas inferiores mas o menos pecioladas, hasta 12,5 cm de largo.

Las flores son amarillas en conjuntos poco tupidos en la parte terminal de la
planta. Los frutos son unas capsulas con cuatro o cinco divisiones. Flores
bisexuales, 0,5-2 cm de largo; sépalos delgados - ovados, 3-4 mm x 2-3 mm,
glabros; pétalos libres, oblongos, de 4-8 mm de largo, con flecos con cilios
no tan largos, con flecos con cilios que no son tan largos como el ancho del
pétalo, de color amarillo verdoso en el exterior, amarillo en el interior; anteras
dos veces mas que los pétalos; ovario superior, casi redondo, 4-5-
lobulado.Una cépsula de 4 I6bulos, 5-7 mm x 5-8 mm . Semillas de tres filos,
en forma de rifidn, café oscuro o marron oscuro. Planta de semillero con

germinacion epgigea®.La planta tiene un olor penetrante.

Es cultivada en huertos familiares, adaptada a diferentes condiciones
ecoldgicas, crece en areas con vegetacion circundante de bosques
tropicales caducifolios, sub-caducifolio y perennifolios, pastizal, bosque

mesodfilo de montafia y con mas frecuencia en bosques de encino, de pino®@Y,
Clasificacion taxonémica
La posicion taxondmica segun el Herbario del Museo de Historia Natural de

la U.N.M.S.M. e identificada por el Mag. Asuncion A. Cano Echevarria, segun
el sistema de clasificacion de Cronquist (1988)(?2).



2.2.4.

2.2.5

Division: MAGNOLIOPHYTA
Clase: MAGNOLIOPSIDA
Sub clase: ROSIDAE
Orden: SAPINDALES
Familia: RUTACEA
Género: Ruda
Especie: Ruta Chalepensis L.
Usos populares

El nombre genérico de Ruta proviene del latin y significa “amargura, hierba
amarga y desagradable”. Es una planta que ha sido naturalizado en el Peru.
En la sierra de nuestro pais se utiliza como una planta protectora, preserva
de accidentes, ataques psiquicos, de la envidia, actia como prevencion,
pues crea un campo protector alrededor de quien la posea. En infusiones
son utilizados como abortivos, para colicos fuertes y regulaciéon de la

menstruacion.

Esta indicado en el tratamiento de depresion, histeria, problemas
cardiovasculares y circulatorios. Asi como antiparasitario, su uso topico esta
indicado en el tratamiento de Ulceras de las encias, eczema, psoriasis,
pediculosis, reumatismo y picadura de animales ponzofiosos. Mal de ojo,
infeccion en el estbmago, nervios, hinchazén de matriz, ayuda a dilatar en
el trabajo de parto, calentura, dolor de estbmago, quitar la ansiedad, tristeza,
dolor de cabeza, infeccion de la piel, cardiotonico®3).

Aspectos quimicos

Los estudios fitoquimicos de la raiz y las partes aéreas de la planta
mostraron que la Ruta Chalepensis L. es rica en alcaloides activos y
furocumarinas y contiene otras clases de cumarina, flavonoides, taninos,

aceite volatil, esteroles o triterpenos®4,
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En la raiz se encuentran los siguientes compuestos:

Los alcaloides constituyen el grupo més grande de metabolitos secundarios

de las plantas®.

Alcaloides presentes en la Ruta Chalepensis L.: Chaloridona, dos derivados

de la acridona y graveolina, kokusaginina, skimmianina(®.

O/
| AN
/
N o)
0
skimmianina

\
H

kokusaginina

Figura 1. Alcaloides de la quinoleina®4.

Las cumarinas son compuestos ampliamente distribuidos en las plantas,
principalmente en las familias Umbeliferae y Rutaceae; se encuentran en
todas las partes de la planta, desde la raiz a flores y frutos siendo mas
abundante en estos ultimos; se presenta a menudo como mezclas, en
forma libre o como glicésidos ).

Cumarinas presentes en la Ruta Chalepensis L. son: Bergapteno,

Chalepina, Psoraleno, Rutal, Pinina, Xantotoxina(®®),

11
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@ 0~ >0 \ P
Bergapteno Xantotoxina

Figura 2. Cumarinas presentes en la Ruta Chalpensis L.”"Ruda”?4.

Los flavonoides, uno de los grupos mas numerosos y ampliamente
distribuidos de constituyentes naturales, conocidas algunas veces como

antotoxinas ),
Flavonoides presentes en la Ruta Chalepensis L. son: Kaempferol y su

rutinésido, rutinésido de quercetina, isoramnetina y su rutingsido, rutina,

guercetina.

OH

RUTINA  oH o

M QUERCETINA

OH
HO 0 O
(]
OH

OH O
KAEMPFEROL

Figura 3. Flavonoides presentes en la Ruta Chalpensis L."Ruda”@4),
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2.3.ASPECTO FARMACOLOGICO:

2.3.1.

2.3.2.

Generalidades de ansiedad

El termino ansiedad, proviene del latin “anxietas”, que significa congojas o
afliccion. Consiste en un estado de malestar psicofisico caracterizado por
una sensacion de inquietud, intranquilidad, inseguridad o desosiego ante lo
gue se vivencia como una amenaza inminente y de causa indefinida. La
diferencia basica entre la ansiedad normal y la patologia, es que esta Ultima

se basa en una valoracion irreal o distorsionada de la amenaza (16),

En general, el término ansiedad alude a la combinacion de distintas
manifestaciones fisicas y mentales que no son atribuibles a peligros reales,
sino que se manifiestan ya sea en forma de crisis 0 bien como un estado
persistente y difuso, pudiendo llegar al panico; no obstante, pueden estar
presentes otras caracteristicas neuroticas tales como sintomas obsesivos
o histéricos que no dominan el cuadro clinico. Si bien la ansiedad se
destaca por su cercania al miedo, se diferencia de éste en que, mientras el
miedo es una perturbacion cuya presencia se manifiesta ante estimulos
presentes, la ansiedad se relaciona con la anticipacion de peligros futuros,

indefinibles e imprevisibles ?7),

La ansiedad por lo general se acompafia de una sensacion de tension
interna y dificultad para relajarse. Es frecuente la hiperactividad del sistema
nervioso auténomo; los pacientes suelen quejarse de cefaleas,
inestabilidad, vision borrosa, disminucion de la salivacion, sudoracion
excesiva, molestias estomacales, taquicardia, mayor frecuencia de las
micciones, hormigueos en los miembros, dolores musculares, fatigabilidad
precoz, insomnio, irritabilidad, sentimiento de zozobra, impaciencia,
preocupacion y aprension. La literatura médica distingue entre los estados

de ansiedad puros y otros trastornos emocionales 8),

Principales sintomas de ansiedad
Los sintomas caracteristicos de los Trastornos de Ansiedad difieren de los

sentimientos habituales de nerviosismo e inquietud en que se manifiestan
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externamente como reacciones desproporcionadas y/o injustificadas ante

estimulos o situaciones ambientales cotidianas, reacciones que escapan

del control voluntario de la persona, tienen un caracter intenso y recurrente,

generan incomodidad y malestar e interfieren significativa y negativamente

en la vida de la persona en multiples niveles:

1. Preocupacion:

Inseguridad

Miedo o temor

Aprension

Pensamientos negativos
Dificultad de concentracion

Dificultad para la toma de decisiones.

2. Motores u observables:

Paralizacion motora

Movimientos torpes y desorganizados

Tartamudeo

Pulso rapido

Tension arterial alta

Sensacion de sofoco

Sintomas gastrointestinales. Nauseas, vomitos, diarrea, molestias
digestiva

Sintomas genitourinarios. Micciones frecuentes, tensién muscular,
hormigueo, dolor de cabeza tensional, sequedad de boca,

sudoracién excesiva y mareos (16),

2.3.3. Medicamentos ansioliticos

Las benzodiacepinas son el grupo farmacolégico mas empleado en el

tratamiento de la ansiedad, por o que su hombre a veces se utiliza casi

como sinénimos de ansioliticos. El conocimiento de su capacidad para

generar dependencia y los fendmenos asociados a su utilizacion en
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2.3.4.

2.3.5.

poblaciones de riesgo como ancianos 0 pacientes con enfermedades

respiratorias, han limitado su empleo.

Las benzodiacepinas son un grupo de farmacos con propiedades
ansioliticas, hipnoticas, anticonvulsivantes y relajantes musculares,
variando dichos efectos en funcion de las caracteristicas de cada molécula
y de la dosis empleada. Asi, por lo general, en dosis bajas las
benzodiacepinas son ansioliticas, en dosis mayores son hipnoticas y
miorrelajantes y, finalmente, en dosis altas son anticonvulsivantes.
Asimismo, pueden producir amnesia anterégrada, efecto que puede ser

utilizado en clinica, en la induccion de la anestesia®.

Tratamiento farmacoldgico de la ansiedad

Esta amplia familia de farmacos se utiliza en el tratamiento del insomnio
desde hace 50 afios. La primera benzodiacepina descubierta fue el
clordiazepoéxido (Librium) a la que sigui6é pocos afos después el diazepam
(Valium), que sigue siendo el farmaco de referencia dentro de esta familia.
Todas ellas tienen, en mayor o menor grado, una serie de acciones
farmacoldgicas, ansioliticas, sedante, hipnético, relajante muscular y
anticonvulsivante que determinan una amplia gama de aplicaciones
terapéuticas, ademas del tratamiento del insomnio®,

Mecanismo de accién de benzodiacepinas

El Acido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio
del Sistema Nervioso Central de los mamiferos. EI| GABA puede activar dos
tipos de receptores, uno metabotrépico (GABAB), acoplado a una proteina
G con funcién pre sinaptica y pos sinaptica, y uno inotropico (GABAA) con
funcion sinaptica localizado en la membrana pos sinaptica. La accién del
GABAA facilita la entrada del ion cloro (CI") dentro de la neurona, lo que
produce la hiperpolarizacién de la neurona haciéndola menos susceptible
a los estimulos activadores y, por lo tanto produciendo un estado de
inhibicidon neuronal. Este efecto puede potenciarse mediante la accion del

diazepan @9,
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Figura 6. Mecanismo de accién de las benzodiacepinas®.
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2.3.6. Hipnéticos y sedantes
Los hipnéticos y sedantes son depresores no selectivos o generales del
sistema nervioso central, se emplean para reducir la inquietud la tension
emocional y para provocar suefio o el reposo. La sedacion puede definirse
como una disminucién en la reactividad o capacidad de respuesta a un nivel
constante de estimulacion con el descenso en actividad e ideacion

espontaneas.

Las reacciones adversas mas comunes son la somnolencia, el letargo y el
ahogo. La sobredosis da lugar a coma e incluso a la muerte producida por
depresion de los centros vitales modulares del cerebro. El uso prolongado,
incluso a dosis terapéutica, puede producir dependencia psiquica y fisica.
La interrupcidén repentina de la medicacion provoca a veces un grave
sindrome de abstinencia caracterizado por convulsiones y delirio; puede

producir coma y la muerte ©9),

El suefio normal se compone de dos tipos de suefio: REM y No REM (Ver
Figura 2) este ultimo se compone a su vez en cuatro fases, cada una
progresivamente mas profunda. Se comienza la noche con la fase | del
suefio No REM, pasando a otras fases hasta llegar a la fase 4 en la que la
capacidad de respuesta a los estimulos ambientales es menor, siendo mas
dificil el despertar, de manera que si nos despertamos en esta fase nos
encontramos desorientados, aturdidos, raramente recordamos los suefos
y facilmente volvemos a quedar dormidos. Durante este suefio No REM la
actividad neuronal disminuye un 50% debido a la disminucién del flujo
sanguineo cerebral. La primera fase del suefio REM ocurre, como media,
a los 90 minutos tras el inicio del suefo, y se debe a la brusca activacién
de las neuronas colinérgicas, que estimulan el cértex visual y las areas
limbicas del cerebro. En esta fase del suefio el cuerpo es muy poco sensible
a los estimulos externos y las motoneuronas de la médula espinal quedan

como anestesiadas.

Durante el suefio REM mientras que el sistema colinérgico esta activo el
serotoninérgico permanece quiescente, y el encefalograma registra una

actividad cerebral parecida a la del estado de vigilia (elevada frecuencia y
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escasa amplitud de ondas). Con la edad, la estructura y el tiempo del suefio
varian. Un recién nacido duerme aproximadamente 18 horas, un adulto
joven de 7,5 a 8 horas y un anciano alrededor de 6,5 horas. En el recién
nacido la fase REM ocupa mas de un 50% del tiempo total del suefio,
mientras que en el anciano ocupa tan sélo un 20%. De la tercera a la sexta
década de la vida se produce una disminucion gradual de la calidad del

suefio, que se vuelve mas fragmentado y superficial 16),

’7 NO REM —‘ ’— REM —‘

Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4 Fase 5

L Suerfio ligero JL Suefio profundo J

Figura 7. Fases del suefio tipo REM y NO REM (9,
2.3.7. Tratamiento farmacolégico de los barbitlricos

Desde la antigiiedad se han venido usando diferentes sustancias quimicas
obtenidas de plantas para inducir y mantener el suefio. Las mas frecuentes
son los extractos de plantas (valeriana, tilo, pasiflora y opioides). Algunas
personas han acudido también a otro tipo de terapias como la homeopatia
y productos “naturales”. Algunas de estas sustancias siguen siendo
utilizadas con eficacia en el insomnio agudo de caracter transitorio,
situacional y psicofisiologico, pero la mayoria de ellas pierden su eficacia

en poco tiempo cuando se toman de modo continuado.

Los barbituricos hasta hace unas décadas fueron los farmacos mas usados
para combatir todos los tipos de insomnio. Debido a los humerosos casos
de abuso, dependencia y suicidios con sobredosis se han dejado de usar
como hipnéticos y estan contraindicados en la actualidad. Aunque son

eficaces, alteran la estructura del suefio, crean rapida tolerancia y
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2.3.8.

2.3.9.

dependencia, y la sobredosis es muy peligrosa, aumentando el riesgo de
mortalidad @D,

Barbituricos

Son derivados de la malonil urea o acido barbiturico; actualmente ya no se
utilizan como sedantes hipnéticos por los efectos adversos que producen,
incluyendo a la farmacodependencia. Se absorben con rapidez del intestino
y pasan rapidamente a la circulacion sanguinea después de la
administracion oral. La vida media de eliminacion del secobarbial y
pentobarbital varia de 18 a 48 horas en diferentes individuos y la del

fenobarbital es de 4 a 5 dias 9.

Mecanismo de accion de los barbituricos

Actdan principalmente sobre complejo GABA y potencian la inhibicion
gabergica a través del aumento de la duracién de la apertura del canal de
Cl- inducida por le GABA. No se unen al receptor de benzodiacepina, pero
silo hacen en otro lugar en el mismo complejo macromolecular para ejercer
la accion facilitadora de GABA. Las concentraciones elevadas de
barbitiricos aumentan directamente la conductancia del CI= (accion
mimética de GABA, en contraste de la BZD que solo tienen accién
facilitadora de GABA) e inhiben la liberacion de neurotransmisores que
dependen de Ca?*. Ademas, deprimen la despolarizacién neuronal inducida
por el glutamato a través de los receptores AMPA. Las concentraciones
muy elevadas de barbitdricos también deprimen los canales de Na* y K*.
Las dosis hipnoéticas de estos agentes producen un descenso leve de la
presion arterial de la frecuencia cardiaca: la magnitud de la variacion no se
diferencia de la propia del suefio normal. Las dosis somniferas disminuyen
levemente el tono y la motilidad intestinales, mas aun en caso de
intoxicacién. Los barbitlricos suelen reducir el flujo urinario como
consecuencia de la disminucion de la presion arterial y la mayor liberacion
de ADH ©2),
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Il1l. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. MATERIALES:
3.1.1. Lugar de ejecucion.

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 entre los meses de Julio
del 2017 a Febrero del 2018, en el laboratorio de productos naturales —

Universidad Norbert Wiener.

3.1.2. Material vegetal.
Hojas de Ruta Chalepensis L. “Ruda”

3.1.3. Materiales parala elaboracion el extracto etandlico de las hojas de Ruta
Chalepensis L. “Ruda”
Equipos.
- Camara fotografica, marca Samsung
- Licuadora Oster
- Estufa, marca Climatex
- Campana extractora marca KT Peru
- Molino mecéanico, marca Corona
- Balanza de metal Ohaus
- Balanza analitica Mettler
- 2 crondmetros Casio

- 2 Jaulas de policarbonato

Material Biologico.
- 50 ratones albinos cepa Balb/C53 hembras

- 50 ratones albinos cepa Balb/C53 machos

Material Farmacoldgico.

- Diazepam Q.P - Laboratorio Merck Peruana S.A.

- Halatal 6,5g/100 mL (Pentobarbital Sodico 6,5%) - Laboratorio Montana
S.A.
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- Alcohol Medicinal 70% Alkofarma
- Agua destilada.

Materiales de laboratorio.

- 1 Frasco de vidrio

- 1 Bagueta

- 2 Beacker 1000 mL marca Pyrex®
- 2 embudos de vidrio.

- 2 Frascos ambar de 500 mL.

- Embudos de vidrio tipo Pyrex®
- Fuente de vidrio, Marca Pyrex®
- Soporte universal de acero

- 4 Pinzas para soporte universal
- Papel filtro Whatman N °1

- Tamiz numero 20

- Canula de metal de acero inoxidable

Solvente.

- Etanol 96°Merck

- Metanol Q.P Merck

- Butanol Q.P Merck

- Cloroformo Q.P Merck
- n-Hexano Q.P Merck

- Acetato de etilo Q.P Merck
- Acetona Q.P Merck

- Benceno Q.P Merck

- Eter etilico Q.P Merck
- Eter de petroleo Merck

Reactivos.
- Reactivo Bertrand
- Reactivo de Dragendorff

- Reactivo Popoff
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- Reactivo Wagner
- Reactivo Mayer

- Reactivo Sonnenschein

Otros.

- Atrticulos para transportar la especie vegetal (cuchillo, lampa bellota,
costal de yute)

- Bolsa negra marca Virutex

- Cinta de embalaje marca Pegafan

- 10 Gasa 20 x 20 marca Favetex

- Algodoén x100 g marca Coppon

- 50 Guantes latex N° 7 marca Quialimaxx

- 50 Mascarillas descartables, marca Medicina Peruana

- 50 Jeringas de 10 mL marca Sandy

- Marcador indeleble marca Faber Castell

- 6 plumones gruesos Faber Castell

3.2. METODOS

3.2.1. Poblacion de estudio:
La poblacion de estudio esta constituida por 100 ratones albinos cepa
Balb/C53 (Instituto Nacional de Salud)

1. Sanos
2. Peso: 30g-40g de peso corporal
Criterios de exclusion:

1. Animales de experimentacion (ratones) que hayan sido utilizados en
otras pruebas.

2. Presentar algun tipo de laceracién y/o herida en la piel.
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3.2.2. Tipo de investigacion.

El presente trabajo de investigacion es un estudio experimental, descriptivo

y prospectivo.

3.3. METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTO
3.3.1. Recoleccion de la muestra vegetal Ruta Chalepensis L. “Ruda”

Se recolectaron 250 g de las hojas de la especie vegetal Ruta Chalepensis
L. “Ruda” se encuentra en el departamento Lima, distrito de Lurin a 1224

m.s.n.m.

3.3.2. Proceso de maceracion etandlica de las hojas frescas de Ruta

Chalepensis L. “Ruda”

Se us6 250 g de las hojas frescas de Ruta Chalepensis L. “Ruda”, se
procedi6 a desmenuzar en trozos pequefios y se agitd la maceracion
etandlica por 7 dias, en este proceso se utilizé un frasco ambar y se agita la
muestra para tener mayor superficie de contacto por lo menos 2 veces al dia.
Obteniéndose una solucion que fue evaporada en la estufa a 40°C hasta

obtener el extracto seco.

Figura 9. Especie vegetal Ruta Chalepensis L. “Ruda”.
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Recoleccidon de las hojas de Ruta Chalepensis L.
“Ruda”

1

Pesado de la especie vegetal

.

Lavar y desmenuzar las hojas
frescas

.

Maceracion etandlica de las hojas de Ruta
Chalepensis L. “Ruda”

.

Filtracion de la solucién etandlica de Ruta
Chalepensis L. “Ruda”

. 8

Evaporacion de la solucién etandlica del
extracto de Ruta Chalepensis L. “Ruda “en la
estufa a 40°C

.

Obtencion del extracto seco

3

Andlisis cualitativo del extracto Prueba de solubilidad
etandlico de las hojas de Ruta
Chalepensis L.”"Ruda”

Figura 10. Proceso de maceracién etandlica de las hojas frescas de la Ruta

Chalepensis L. “Ruda”.
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3.3.3. Perfil cualitativo fitoquimico:

3.3.3.1. Prueba de solubilidad del extracto etandlico de las hojas de Ruta
Chalepensis L“Ruda”
Se usé 11 tubos de ensayo y se colocd 20 mg de muestra del extracto

etanolico de las hojas de Ruta Chalepensis L., se agreg6 a cada uno de
los tubos de ensayo 1mL del solvente de diferente polaridad, se agité con

la ayuda de una bagueta y se observo los resultados.

3.3.3.2. Analisis cualitativo del extracto etanélico de Ruta Chalepensis L.
“Ruda”:

A. Reaccidon con Bertrand33.

Se colocd 20 mg de muestra del extracto etandlico de las hojas de Ruta
Chalepensis L. “Ruda” se adicion6 V gotas del Rvo. Bertrand (acido

silico-tungtico).
B. Reaccion con Dragendorff33,

Se colocé 20 mg de muestra del extracto etandlico de las hojas de Ruta
Chalepensis L. “Ruda” se adicion6é V gotas del Rvo. Dragendorff

(tetrayodo bismuto de potasio).
C. Reacciéon con Popoff3s,

Se colocd 20 mg de muestra del extracto etandlico de las hojas de Ruta
Chalepensis L. “Ruda” se adicion6 V gotas del Rvo. Popoff (acido

picrico).
D. Reaccién con Wagner33,

Se colocd 20 mg de muestra del extracto etandlico de las hojas de Ruta
Chalepensis L. “Ruda” se adicion6 V gotas del Rvo. Wagner (yodo-

yoduro de potasio).
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E. Reaccion con Mayer33,

Se colocé 20 mg de muestra del extracto etandlico de las hojas de Ruta
Chalepensis L. “Ruda” se adicion6 V gotas del Rvo. Mayer (mercurio

tetrayoduro de potasio).
F. Reaccién con Sonneschein®3,

Se colocé 20 mg de muestra del extracto etandlico de las hojas de Ruta
Chalepensis L. “Ruda” se adiciond V gotas del Rvo. Sonneschein (acido

fosfomolibdico).
3.3.4. Estudio Farmacologico:

1. Actividad sedante: Método Suefio inducido por Pentobarbital S6dico(16),

2. Actividad ansiolitica: Método Enterramiento de esferas (19),

3.3.4.1. Actividad sedante del extracto etandlico de las hojas de Ruta
Chalepensis L. “Ruda” por el método Suefio inducido por
Pentobarbital S6dico en ratones:
Fundamento: El efecto sedante es la accion de reducir la inquietud y la
tension emocional provocando el suefio o el reposo. Al reducir la inquietud
y la tension emocional mejoran la tolerancia ambiental, preservando la
facultad de despertar espontdneamente, con pérdida parcial o total de la

reactividad frente a estimulos 9.
Procedimiento experimental.

- Distribucién de la muestra:

v Se utilizé 50 ratones albinos de ambos sexos, de 2 meses de edad
aproximadamente; con un peso promedio de 30-40 g, provenientes del
Centro Nacional de Productos Biologicos del Instituto Nacional de
Salud-Chorrillos, fueron albergados a una temperatura ambiental con
12 horas de luz y 12 horas de oscuridad en el Bioterio de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Norbert Wiener durante el

periodo de estudio.
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v Se aclimaté por 7 dias, estuvieron en ayunas 12 horas antes de inicio
del experimento dejandolos Unicamente con agua, los 50 ratones
fueron colocados en jaulas metdlicas, y distribuidas aleatoriamente en
5 grupos cada grupo conformado por 5 ratones cada uno, de la siguiente
manera:

Tabla 1. Distribucion de grupos para el estudio sedante por el método

de Suefio inducido por Pentobarbital Sodico

GRUPOS TRATAMIENTOS

N°1 Grupo control negativo (Agua destilada 0,1 mL por cada 10g
de peso corporal + Pentobarbital S6dico por via I.P)

N°2 Grupo control positivo (Diazepam 10 mg/kg)

N°3 Grupo tratado con el extracto etandlico de la Ruta
Chalepensis L. “Ruda”(100 mg/kg por V.O) + Pentobarbital
Sadico por via I.P

N°4 Grupo tratado con el extracto etandlico de la Ruta
Chalepensis L. “Ruda” (250 mg/kg por V.O) + Pentobarbital
Sadico por via I.P

N°5 Grupo tratado con el extracto etandlico de la Ruta
Chalepensis L. “Ruda” (500 mg/kg por V.O)+ Pentobarbital
Sadico por via I.P

Leyenda: (I.P) intraperitoneal, (V.O) via oral

v' Se peso cada ratén individualmente para medir la cantidad exacta de la
administracion de las muestras y se coloco en jaulas por grupo de 5 cada

una.
v" Una hora antes de la prueba se administré los tratamientos por via oral

con ayuda de una sonda orogastrica de acero inoxidable; al primer grupo
se le administra Agua destilada, al segundo grupo diazepam y a los 3
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grupos tratamiento, la sustancia en estudio a las dosis: 100, 250, 500
mg/kg.

v' Se administr6 Pentobarbital Sédico segun el peso de cada animal de

experimentacién por via intraperitoneal.

v" Inmediatamente se registré el tiempo que el animal tardé en perder el
equilibrio o periodo de latencia y el tiempo que tardé en recuperarlo o
periodo de suefio. De tal manera se evaluard la actividad sedante en

ratones.

3.3.4.2. Actividad ansiolitica del extracto etandlico de las hojas de Ruta
Chalepensis L. “Ruda “ por el método Enterramiento de esferas en

ratones:

Fundamento: El efecto ansiolitico se da cuando disminuye o desaparece
los sintomas de la ansiedad sin producir sedacién o suefio. Es la
respuesta a un mecanismo defensivo o alerta a situaciones consideradas

amenazantes.

La funciéon de la ansiedad es movilizar al organismo y mantenerla alerta y

dispuesto para intervenir frente a riesgos y amenazas 3.
Procedimiento experimental:
Distribucion de la muestra bioldgica:

v Se utiliz6 50 ratones albinos de ambos sexos, de 2 meses de edad
aproximadamente; con un peso promedio de 30-40g, provenientes del
Centro Nacional de Productos Biologicos del Instituto Nacional de
Salud-Chorrillos, fueron albergados a una temperatura ambiental con
12 horas de luz y 12 horas de oscuridad en el Bioterio de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Norbert Wiener durante

el periodo de estudio.
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v' Se les aclimat6 por 7 dias, se mantuvieron en ayunas 12 horas antes
de inicia el experimento dejandolos Unicamente con agua, los 50
ratones fueron colocados en jaulas metdlicas, y distribuidas
aleatoriamente en 5 grupos cada grupo conformado por 5 ratones

cada uno, de la siguiente manera:

Tabla 2. Distribucion de grupos para el estudio ansiolitico por el método de

Enterramiento de esferas

GRUPOS TRATAMIENTOS
Grupo patron (Agua destilada 0,1 mL por cada 10 g de peso

N°1 corporal.)
N°2 Grupo control positivo (Diazepam 10 mg/kg)

. Grupo tratado con el extracto etandlico de la Ruta
NS Chalepensis L. “Ruda”(5 mg/kg por via oral)
N4 Grupo tratado con el extracto etandlico de la Ruta

Chalepensis L. “Ruda” (10 mg/kg por via oral)
. Grupo tratado con el extracto etandlico de la Ruta

Chalepensis L. “Ruda” (15 mg/kg por via oral)

v' Se peso cada raton individualmente para medir la cantidad exacta de
la administracion de las muestras y se coloco en jaulas por grupo de

5 cada una.

v" Se coloc6 individualmente en jaulas de policarbonato (43 x 27 x 15
cm), con 5 cm del material de cama (viruta fina de madera estéril) por

30 minutos (periodo de habituacion).
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Figura 11. Animales de experimentacion, alojados en las jaulas de policarbonato

para el estudio ansiolitico.

\\\\i\\\\

I

e |

Figura 12. Animal de experimentacion aclimatado por 5 minutos para el estudio

ansiolitico.

v' Finalizado el tiempo de habituacién se procedié a retirar al ratén y
administrar los tratamientos por via oral con ayuda de una sonda
orogastrica de acero inoxidable; al primer grupo se le administra Agua
destilada, al segundo grupo; diazepam y a los 3 grupos tratamiento,

la sustancia en estudio a las dosis: 5, 10 y 15 mg/kg.
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Figura 13.Prueba de Enterramiento de esferas en ratones albinos para la
evaluacion de la actividad ansiolitica.

v' La prueba da inicio cuando el animal es reintroducido en la misma

jaula donde permanecio por 30 minutos mas.

v' Finalizada la prueba, se retir6 el animal y se contabilizé aquellas
canicas/esferas enterradas o cubiertas al menos en sus dos terceras

partes con material de cama.

v' Se procedi6 a la evaluacién de la actividad ansiolitica donde a mayor

namero de esferas enterradas mayor nivel de ansiedad.

Figura 14. Evaluacion de la actividad ansiolitica del extracto etandlico de la Ruta
Chalepensis L. “Ruda”.
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IV. RESULTADOS

4.1. Prueba de solubilidad del extracto etandlico de las hojas de Ruta
Chalepensis L. “Ruda”.

Tabla 3. Prueba de solubilidad del extracto etandlico de las hojas de Ruta

Chalepensis L. “Ruda”.

SOLVENTES RESULTADOS
Agua destilada +

Etanol(EtOH) +
Metanol (MeOH) +

Acetato de etilo (EtOAc) -

Acetona (Me2CO) -

Benceno (B2) -

Butanol(BuOH) -

Cloroformo (CHClI3) -

Eter etilico -

Eter de petrodleo -

Hexano (Hex) -

Leyenda: (+) Soluble, (-) insoluble

En la tabla 3. Se observa que el extracto etandlico de las hojas de Ruta
Chalepensis L. “Ruda “es soluble en solventes polares: agua destilada, etanol

y metanol e insoluble en solventes apolares.
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4.2. Perfil cualitativo de alcaloides del extracto de las hojas de Ruta
Chalepensis L. “Ruda”.

Tabla 4. Perfil cualitativo de alcaloides en el extracto etandlico de las hojas de

la especie Ruta Chalepensis L. “Ruda”.

REACTIVOS | RESULTADO| METABOLITOS| PRECIPITADO
Bertrand + Alcaloides Amarillo
Dragendorff + Alcaloides Anaranjado
Blanco
Mayer + Alcaloides Amarillento
Popoff + Alcaloides Amarillo intenso
Amarillo
Sonneschein + Alcaloides verduzco
Wagner + Alcaloides Café o Marrén

Leyenda:(+) Presencia, (-) Ausencia

En la tabla 4. Se observa que el extracto etandlico de las hojas de Ruta

Chalepensis L. “Ruda” presenta alcaloides.
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4.3. Actividad sedante del extracto etandlico de las hojas de Ruta Chalepensis
L. “Ruda” en ratones.
4.3.1. Método Sueiio inducido por Pentobarbital Sédico (Periodo de suefio en
horas)
Tabla 5. Valores descriptivos de la actividad sedante por el método Suefio
inducido por Pentobarbital Sodico en ratones

RATON (] SEXO g:iiﬂf}’l :ﬁmﬁggsmzsﬁjzgg F:g:;[;o DEI\"'ISI:E_I“'II% TRATAMIENTO OBSERVACION
1 COLA VERDE 0 33,3 1 2 1 55 1 ataxiz:23seg hipnosis:23seg
2 CABEZA VERDE 0 34 1] 53 1 36 1 ataxia:54seg hipnosis:28seg
3 COLA AZUL 0 30 /] 45 1 56 1 ataxia:lmin4seg hipnosis:Sseg
4 CABEZA AZUL 0 30 1 23 1 44 1 ataxia:2minseg hipnosis:25seg
5 COLA NEGRA 0 30 o 55 1 36 1 ataxia:25zeg hipnosis:Eseg
6 PATA VERDE 1 32,5 o 22 2 2 1 ataxia:22zeg hipnosis:Sseg
7 LOMO VERDE 1 33,5 1 36 1 25 1 ataxia:lminSseg hipnosis:27seg
8 LOMO AZUL 1 35 0 26 1 38 1 ataxia:1lminéseg hipnosis:55seg
9 PATA AZUL 1 36 1] a3 1 26 1 ataxia:1lmindseg hipnosis:35seg
10 COLA VERDE 1 38,2 /] 57 1 52 1 ataxiz:lmin23seg hipnosis:26seg
11 PATA NEGRA 0 34,1 /] 25 3 25 2 ataxiz:43seg hipnosis:Sseg
12 CABEZA VERDE 0 36 /] 32 3 10 2 ataxiz:lminseg hipnosis:Sseg
13 LOMO AZUL 0 38 1 o 2 15 2 ataxia:23zeg hipnosis:2seg
14 CABEZA ROJA 0 39 2 1] 2 S0 2 ataxiz:28seg hipnosis:Sseg
15 PATA AZUL 0 35,1 1] 40 3 10 2 ataxia:25seg hipnosis:Sseg
16 COLA VERDE 1 33 1] 15 3 5 2 ataxia:12seg hipnosis:2seg
17 COLA AZUL 1 31 1] 26 3 16 2 ataxia:Sseg hipnosis:Sseg
18 COLA ROJA 1 32 1] 22 3 23 2 .ataxia:26seg hipnosis:25seg
19 PATAROJA 1 36,5 o 40 3 36 2 ataxiz:25seg hipnosis:Bseg
20 COLA NEGRA 1 36,7 1] 2 3 33 2 ataxia:55seg hipnosis:3seg
21 CABEZA VERDE 0 42 o 55 2 2 & ataxia:33seg hipnosis:2seg
22 COLA VERDE 0 416 1 1] 2 2 & ataxia:43seg hipnosis:3seg
23 COLA NEGRA 0 35,6 o 22 2 1] g ataxiz:lmin3zeg hipnosis:Bseg
24 CABEZA NEGRA 0 40 o 32 2 g & ataxia:53zeg hipnosiz:10seg
25 COLA AZUL 0 40 2 o 2 15 5 ataxia:lminBseg hipnosis:36seg
26 COLA VERDE 1 35 1 2 2 7 5 ataxia:lmin3seg hipnosis:Bseg
27 CABEZA VERDE 1 34 o 22 2 3 3 ataxia:1min36seg hipnosis:16seg
28 PATA VERDE 1 329 o 36 3 9 5 ataxia:1min3seg hipnosis:Bseg
29 VERDE+AZUL 1 32 o 44 2 13 5 ataxia:lminl8seg hipnosis:2seg
30 PATA VERDE 1 30 o 55 2 11 3 ataxia:1minEseg hipnosis:20seg
31 CABEZA ROJA 0 34,5 o 44 2 36 4 ataxiz:lmin2seg hipnosis:2zeg
32 COLA VERDE 0 416 o 22 2 45 4 ataxia:53zeg hipnosiz:12zeg
33 COLA VERDE 0 35,6 /] 32 2 28 4 ataxia:44seg hipnosis:2seg
34 CABEZA NEGRA 0 40 o 22 2 55 4 ataxia:lmin3seg hipnosis:Sseg
35 COLA AZUL 0 40 o 36 2 47 4 ataxiz:lmindzeg hipnosis:2zeg
36 COLA AZUL 1 329 1 1 2 44 4 ataxiz:lmin3zeg hipnosis:Bzeg
37 CABEZA AZUL 1 33,2 /] 55 2 55 4 ataxia:lminSseg hipnosis:Eseg
38 PATA AZUL 1 3B '] 47 2 39 4 ataxia:555eg hipnosis:3seg
39 BRAZD AZUL 1 30 1 4 2 47 4 ataxia:43seg hipnosis:2seg
40 PATA AZUL 1 32 1 3 2 58 4 ataxia:lmin3seg hipnosis:12seg
41 COLA NEGRA 0 36,7 o 4 2 53 5 ataxiz:40seg hipnosis:20seg
42 COLA ROJA 0 35,5 o 30 2 35 5 ataxia:30seg hipnosis:1min 10seg
43 COLA AZUL 0 38,9 2 o 2 58 5 staxiz:5min hipnosis:15seg
44 CABEZA NEGRA 0 36,5 o a1 2 50 5 staxia:2min hipnosis:22seg
45 CABEZA VERDE 0 39,2 2 o 2 56 5 ataxia:1min 28 seg hipnosis 30seg
46 COLA NEGRA 1 35,9 o 36 2 a6 5 ataxia:1min35seg hipnosis:35seg
47 PATA NEGRA 1 35,5 o 26 2 49 5 staxia:36seg hipnosis:15seg
48 COLA AZUL 1 373 (] 36 2 36 5 ataxia:32seg hipnosis:dzeg
49 CABEZA NEGRA 1 36,5 1 o 2 56 5 staxia:1min20seg hipnosis:50seg
50 CABEZA VERDE 1 38,2 o 5 2 47 5 ataxiz:1minllzeg hipnosis:30seg
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Tabla 6. Estadisticas descriptivas de la actividad sedante por el método Suefio
inducido por Pentobarbital Sodico en ratones

Desviacién
Sexo Tratamiento N° | Media | estandar | Minimo | Maximo
(s)
Grupo Control 5 1,76 0,16 1,60 1,93
Diazepam 10
5 2,97 0,45 2,25 3,42
mg/kg
Ex. EtOH Ruda
5 2,09 0,10 2,00 2,25
100 mg/kg
HEMBRA Ex. EtOH Ruda
5 2,70 0,17 2,47 2,92
250 mg/kg
Ex. EtOH Ruda
5 2,84 0,15 2,58 2,97
500 mg/kg
Total 25 2,47 0,53 1,60 3,42
Grupo Control 5 1,68 0,27 1,42 2,03
Diazepam 10
5 3,40 0,23 3,08 3,65
mg/kg
Ex. EtOH Ruda
5 2,34 0,46 2,05 3,15
100 mg/kg
MACHO
Ex. EtOH Ruda
5 2,81 0,13 2,65 2,97
250 mg/kg
Ex. EtOH Ruda
5 2,78 0,12 2,60 2,93
500 mg/kg
Total 25 2,60 0,63 1,42 3,65

En la tabla 6 se observa, el promedio de las horas de Suefio con Pentobarbital
Sadico de los tres extractos etanolicos de las hojas de Ruta Chalepensis L. “Ruda”
observandose un mayor periodo de suefio en los ratones hembras del grupo tratado
con Ex. EtOH Ruda 500 mg/kg (Media = 2 horas 84 minutos) y en el caso de los
ratones machos fueron el grupo tratado con Ex. EtOH Ruda 250 mg/kg (Media = 2
horas 81 minutos). En cuanto a la desviacion estandar el grupo control de ratones
hembra presenta una desviacion estandar bastante pequefia (s= 0,16) en

comparacion con el grupo tratado con diazepam (s= 0,45). En el caso de los ratones
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machos la diferencia no es tanta siendo el grupo mas heterogéneo el tratado con
Ex. EtOH Ruda 100 mg/kg (s= 0,46). Estos resultados se visualizan en las Figuras
15y 16.

Sexo: Hembra

3,00

2,80

2,60

2,407

2,20

2,00+

Media de Periodo de suefio en horas

1 B0

T T T T I
Grupo Control - Diazepam 10 mghg Ex. BBOH Ruda 100 Ex. BBOH Ruda 250 Ex. EtOH Ruda 500
mglkg mgikg mgikg

Tratamiento

Figura 15. Promedio de horas de suefio en ratones hembras por el método Suefio
inducido por Pentobarbital Sédico

En la figura 15 se observa el promedio de horas de suefio en ratones hembras
tratados con las concentraciones de 100, 250 y 500 mg/kg observandose que la

concentracion de 500 mg/kg tuvo mayor actividad sedante.
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Sexo: Macho

3,50

3,00

2,50

2,00+

Media de Periodo de suefoc en horas

1,507

I I | 1 |
Grupo Contral - Diazepam 10 mgkg Ex. BOH Ruda 100 Ex. BBOH Ruda 250 Ex. EtOH Ruda 500
make makg makg

Tratamiento

Figura 16. Promedio de horas de suefio en ratones machos por el método Suefio

inducido por Pentobarbital Sédico

En la figura 16 se observa el promedio de horas de suefio en ratones machos
tratados con las concentraciones de 100, 250 y 500 mg/kg observandose que la
concentracion de 250 mg/kg tuvo mayor actividad sedante.
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Tabla 7. Prueba de homogeneidad de varianzas de la actividad sedante por el
método Suefio inducido por Pentobarbital Sédico en ratones

Estadistico de
Sexo Levene dfl df2 Sig.
Hembra 3,310 4 20 .031
Macho 2,080 4 20 121

En la tabla 7 se observa que no se puede probar la homogeneidad de las
varianzas del numero promedio de horas de suefio en el caso de las ratones
hembras (p valor = 0,031) no se puede continuar con la prueba ANOVA, motivo
por el cual en este caso realizamos la prueba de Kruskal Wallis que no supone

varianzas iguales.

Tabla 8. Prueba de Kruskal-Wallis de la actividad sedante en ratones por el

método Suefio inducido por Pentobarbital Sodico

SEXO PERIODO DE SUENO EN
HORAS
Chi-cuadrado 19,324
Hembra gl 4
Sig. asintotica .001
Chi-cuadrado 19,250
Macho gl 4
Sig. asintotica .001

En la tabla 8 se observa que la prueba de Kruskal Wallis resulta ser significativa
para ambos sexos (p valor = 0,001) se concluye que al menos existe un grupo en
el cual hay un efecto sedante significativo. Para determinar que tratamientos son
significativos procedemos a las comparaciones multiples mediante Games-Howell

prueba que no necesita que las varianzas sean iguales u homogéneas.
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En el caso de los ratones machos la prueba ANOVA también resulté ser significativa

confirmando los resultados de la prueba de Kruskal Wallis.

Tabla 9. Comparaciones multiples Games-Howell por el método Suefio inducido
por Pentobarbital Sodico en ratones

Diferenc ) 95% de intervalo
ia de Sk de confianza
Sexo I J )
medias Limite Limite
((EN)) inferior | superior
Ex. EtOH Ruda 100 -336° |.035| -.648 -.026
mg/kg
Grupo Ex. EtOH Ruda 250 -.946" .000 | -1.315 -.578
Control mg/kg
Ex. EtOH Ruda 500 -1,08" |.000 | -1,428 -.738
HEMBRA mo/kg
Ex. EtOH Ruda 100 .873 .051 | -.004 1,750
mg/kg
Diazepam | Ex. EtOH Ruda 250 .263 744 | -593 1,120
10 mg/kg mg/kg
Ex. EtOH Ruda 500 127 970 | -.735 .988
mg/kg
Ex. EtOH Ruda 100 -.667 137 -1,632 .199
mag/kg
Grupo Ex. EtOH Ruda 250 | -1,133" |.001 | -1,643 -.623
Control mg/kg
Ex. EtOH Ruda 500 -1,103" | .001 | -1,614 -.593
MACHO ma/kg
Ex. EtOH Ruda 100 1,053" |.021 .193 1,914
mg/kg
Diazepam | Ex. EtOH Ruda 250 .586" .014 142 1,031
10 mg/kg mg/kg
Ex. EtOH Ruda 500 .616" 011 173 1,060
mg/kg
*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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La tabla 9 se observa la salida de las comparaciones multiples proporcionada por
el SPSS mediante el método de Games-Howell el cual compara los promedios de
horas de suefio en ratones de los grupos Control y Diazepam Versus los extractos

de extractos EtOH Ruda a 100, 250 y 500 mg/kg para ambos sexos.

Comparacion de ratones hembras y machos mediante el método de Games-

Howell:

En el caso de los ratones hembras: Al comparar el Grupo control versus
nuestros tres extractos la prueba resulta ser significativa (p valor menor a 0,05) lo
cual indica que hay un efecto sedante en nuestros tres extractos. Por otro lado, la
comparacion de los extractos vs el Diazepam permite concluir que principalmente
los Extractos EtOH Ruda a 250 y 500 mg/kg tiene un efecto sedante similar al
diazepam (p valor mayor a 0,05) debido a que el p valor de extracto EtOH Ruda a
100 mg/kg presenta un valor muy cercano al umbral de decision (p valor = 0,051)
no se considera que tenga un efecto sedante comparable al diazepam siendo el

efecto de este extracto inferior.

En el caso de los ratones machos: Al comparar el Grupo control versus nuestros
tres extractos la prueba resulta ser significativa solo en el caso de los extractos
EtOH Ruda a 250 y 500 mg/kg (p valor menor a 0,05) lo cual indica que hay un
efecto sedante en dichos extractos. Por otro lado, la comparacion de los extractos
vs el Diazepam permite concluir que ambos Extractos EtOH Ruda a 250 y 500
mg/kg tienen un efecto sedante inferior al diazepam debido a que su p valor menor
a 0,05 y ademas las diferencias observadas son negativas. El extracto EtOH Ruda

a 100 mg/kg no presenta efecto sedante significativo.
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4.4. Actividad ansiolitica del extracto etandlico de las hojas de Ruta
Chalepensis L. “Ruda” en ratones.
4.4.1. Método Enterramiento de esferas

Tabla 10. Valores descriptivos de la actividad ansiolitica por el método

Enterramiento de esferas en ratones

RATON D sexo | "B | yinuros | secunpos| VEFERAS | rraramiento 08s
GRAMOS ENTERRADAS
1 CABEZA NEGRA 0 30,2 16 0 20 1 Enterrd todas las esferas.
2 LOMO ROJO 0 33 17 10 20 1 Enterrd todas las esferas.
3 CABEZA ATUL 0 329 27 30 20 1 Enterrd todas las esferas.
4 CABEZA ROSADA 0 334 19 20 20 1 Enterrd todas las esferas.
5 LOMO ROSADO 0 33,6 27 12 14 1 Enterrd 14 esferas.
6 OREJA ROSADA 1 346 27 0 20 1 Enterrd todas las esferas.
7 PATA NEGRA 1 324 18 0 20 1 Enterrd todas las esferas.
8 COLAAZUL 1 30 7 30 20 1 Enterrd todas las esferas.
9 RAYA VERDE 1 32 11 0 19 1 Enterrd 19 esferas.
10 COLA ROSADA 1 308 29 0 19 2 Enterrd 19 esferas.
11 COLA NEGRA 0 36,5 1 0 2 2 Enterrd 2 esferas.
12 COLA AZUL 0 333 18 25 20 2 Enterrd todas las esferas.
13 COLAVERDE 0 35,1 19 0 5 2 Enterrd 6 esferas.
14 COLA ROSADA 0 35 12 0 20 2 Enterrd todas las esferas.
15 LOMO ROJO 0 35,2 11 0 1 2 Enterrd 1 esfera.
16 LOMO VERDE 1 35 20 0 17 2 Enterrd 17 esferas.
17 LOMO ROSADO 1 33,2 7 0 6 2 Enterrd 6 esferas. A los 20 minutos el raton se durmid
18 LOMO NEGRO 1 31 30 0 13 2 Enterrd 13 esferas.
19 LOMO AZUL 1 31 25 0 14 2 Enterrd 14 esferas.
20 CABEZA ROSADA 1 345 16 0 13 3 Enterrd 13 esferas.
21 COLA NEGRA 0 36,6 29 0 16 3 Enterrd 16 esferas.
22 CABEZA NEGRA 0 36,5 10 0 1 3 Enterrd 1 esfera.
23 LOMO AZUL 0 36,1 30 0 19 3 Enterrd 19 esferas.
24 CABEZA ROJA 0 30 1 0 1 3 Enterrd 1 esfera.
25 COLA AZUL 0 34 12 0 15 3 Enterrd 15 esferas. A los 27 minutos el ratdn se durmio
26 LOMO ROJO 1 315 25 ] 8 3 Enterrd 8 esferas.
27 LOMO AZUL 1 335 25 0 1 3 Enterrd 1 esfera y se durmio.
28 COLAROJA 1 33 22 ] 7 3 Enterrd 7 esferas.
29 COLA AZUL 1 322 15 0 6 3 Enterrd 6 esferas.
30 CABEZA ROJA 1 315 15 0 10 4 Enterrd 16 esferas. A los 24.20 segundos se durmid.
31 COLAROJA 0 335 19 0 14 4 Enterrd 14 esferas. A los 27 minutos se durmis.
32 LOMO AZUL 0 295 9 0 1 4 Enterrd 1 esfera. A los 19 minutos se durmic.
33 CABEZA NEGRA 0 35 29 0 1 4 Enterrd 1 esferas.
34 COLA AZUL 0 33 29 0 8 4 Enterro 8 esferas.
35 COLA NEGRA 0 33 2 0 2 4 Enterrd 2 esferas.
36 LOMO ROJO 1 34 30 0 14 4 Enterro 14 esferas.
37 CABEZA AMARILLA 1 35 30 0 20 4 Enterrd todas las esferas se mostré muy inguieto.
38 COLA AZUL 1 335 24 0 10 4 Enterrd 10 esferas.
39 CABEZA NEGRA 1 30 10 0 3 4 Enterrd 3 esferas y a los 16 minutos se durmie.
40 LOMO AZUL 1 a3 29 0 18 5 Enterrd 18 esferas. A los20 minutos se durmid.
41 LOMO VERDE 0 355 26 0 9 5 Enterrd 9 esferas.
42 CABEZA ROSADA 0 33 23 0 4 5 Enterrd 4 esferas.
43 LOMO AZUL 0 37 30 0 18 5 Enterrd 18 esferas.
44 COLA NEGRA 0 35 13 0 20 5 Enterrd todas las esfera el ratdn se mostré muy inquieto,
45 COLA VERDE 0 36 28 0 1 5 Enterro 1 esfera.
46 COLA VERDE 1 38,5 0 0 0 5 No enterrd ninguna.
47 LOMO ROSADO 1 a0 30 0 Iy 5 Enterrd 17 esferas. Se mostrd muy inguieta
48 COLA AZUL 1 35,2 0 0 0 5 No enterrd ninguna. A los 15 minutos se durmic.
49 COLA NEGRA 1 35 26 ] 3 5 Enterrd 3 esferas.
50 CABEZA ATUL 1 36 0 0 0 5 No enterrd ninguna.
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Tabla 11. Estadisticas descriptivas de la actividad ansiolitica por el método

Enterramiento de esferas en ratones

Sexo Tratamiento N° Media De‘f'ViaCién Minimo | Maximo
estandar (s)
Grupo Control 5 18,80 2,68 14 20
Diazepam 10
5 9,60 9,61 1 20
mg/kg
Ex. EtOH Ruda
5 10,40 8,71 1 19
5 mg/kg
Hembra
Ex. EtOH Ruda
5 13,00 6,78 3 20
10 mg/kg
Ex. EtOH Ruda
5 10,40 8,38 1 20
15 mg/kg
Total 25 12,44 7,78 1 20
Grupo Control 5 19,60 0,55 19 20
Diazepam 10
5 12,60 4,04 6 17
mg/kg
Ex. EtOH Ruda
5 6,40 3,36 1 10
5 mg/kg
Macho
Ex. EtOH Ruda
5 5,20 5,72 1 14
10 mg/kg
Ex. EtOH Ruda
5 4,00 7,38 0 17
15 mg/kg
Total 25 9,56 7,39 0 20

La tabla 9 se observa que el nimero de esferas enterradas promedio para cada
uno de los tratamientos segun sexo. En primer lugar, observamos que los
promedios para ambos sexos en nuestros extractos a 5, 10 y 15 mg/kg presentan
valores menores comparados al grupo control (Agua destilada) y adicionalmente en
el caso de los ratones machos estos valores también son menores al diazepam. Lo

cual sugiere actividad ansiolitica.
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En cuanto a la desviacion estandar (s) las cuales nos hablan de la homogeneidad
de los resultados en comparacién con el promedio de grupo, al observar los valores
el grupo que tuvo respuestas mas homogéneas fue el grupo control tanto para
machos como hembras (s = 2,68 ; s =0,55) mientras que el grupo mas heterogéneo
fue el grupo tratado a base de Diazepam para el caso de las hembras (s=9,61) y
Extracto etandlico al 15 mg/kg para el caso de los machos (s= 7,38), la diferencia

nos hace sospechar de que existe variabilidad entre los grupos.

Ademas de esto la tabla presenta los valores extremos observados en el

experimento. Los resultados se ilustran en las figuras 17 y 18:

Sexo: Hembra

207

187

165

144

124

10

Media de Ndimero de esferas enterradas

a=

T T T T T
Grupo Control Diazepam 10 mghky Ex. BBOH Ruda 5 Ex.BtOHRuda 10 Ex. BOHRuda 135
mgfkg makg mafkg

Tratamiento

Figura 17. Numero promedio de esferas enterradas por ratones hembras en el

método Enterramiento de esferas.

En la figura 17 se observa el promedio de esferas enterradas en ratones hembras
tratados con las concentraciones de 5, 10 y 15 mg/kg observandose que la
concentracion de 5 y 15 mg/kg tuvo mayor actividad ansiolitica.

46



Sexo: Macho

207

139

5-

Media de Miumero de esferas enterradas
=
[

I I | 1 |
Grupo Cortrol  Diazepam10mghky Ex. BOHRudas Ex.BOHRuda10 Ex.BOHRuda1s
mgikg mgikg mgikg

Tratamiento

Figura 18. Numero promedio de esferas enterradas por ratones machos en el

método Enterramiento de esferas.

En la figura 18 se observa el promedio de esferas enterradas en ratones machos
tratados con las concentraciones de 5, 10 y 15 mg/kg observandose que la

concentracion de 15 mg/kg tuvo mayor actividad ansiolitica.
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Tabla 12.

Prueba de homogeneidad de varianzas del andlisis ansiolitico en

ratones por el método Enterramiento de esferas.

Estadistico de _
Sexo dfl df2 Sig.
Levene
Hembra 4,372 4 20 011
Macho 2,337 4 20 .090

La tabla 12 nos muestra la salida proporcionada por el SPSS para probar la
hipotesis de Homogeneidad de las varianzas de los grupos (una prueba por cada
sexo) dado que en el caso de los ratones machos el p valor es mayor a 0,05 (0,90),
se acepta la hipétesis de Homogeneidad de las varianzas lo cual permite realizar
una prueba ANOVA. En el caso de los ratones hembras no se puede probar la
homogeneidad de las varianzas por lo cual realizaremos en este caso la prueba de
Kruskal Wallis la cual no supone varianzas iguales.

Tabla 13. Prueba ANOVA de la actividad ansiolitica en ratones por el método

Enterramiento de esferas.

Suma de Media p
Sexo Gl _ F
cuadrados cuadratica valor
Entre grupos | 285,760 4 71,440 1,225 | .332
Dentro de
HEMBRA 1166,400 20 58,320
grupos
Total 1452,160 24
Entre grupos | 849,760 4 212,440 9,228 | .000
Dentro de
MACHO 460,400 20 23,020
grupos
Total 1310,160 24
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En la tabla 13 presenta las pruebas ANOVA, la cual compara los promedios de
esferas enterradas por ratones considerando homogeneidad de las varianzas, dado
gue en el caso de los ratones macho el p valor es menor al 5% (p valor = 0,000),
decimos que la prueba es significativa es decir existen diferencias en los promedios
de esferas enterradas por ratones macho de los diversos tratamientos, por lo que

procedemos a las comparaciones multiples DMS.

Tabla 14. Prueba de Kruskal Wallis de la actividad ansiolitica por el método

Enterramiento de esferas en ratones

NUmero de
Sexo esferas
enterradas
Chi-cuadrado 5,540
Hembra Gl 4
p valor .236
Chi-cuadrado 15,398
Macho Gl 4
p valor .004

En la tabla 14 se observa la prueba Kruskal Wallis de los ratones hembras el p
valor resulta ser mayor a 0,05 (p valor = 0,236) lo cual indica que no existen
diferencias en los promedios de esferas enterradas por ratones hembras de los
diversos tratamientos, en el caso de los ratones macho se confirma el resultado de
la prueba ANOVA (p valor = 0,004)
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Tabla 15. Comparaciones multiples DMS de la actividad ansiolitica por el método

Enterramiento de esferas en ratones machos.

95% de intervalo de
Diferencia confianza
I de medias Sig.
(-9) Limite Limite
inferior | superior
S5 S| RUEE | R .000 6,87 19,53
5 mg/kg
Grupo Ex. EtOH Ruda .
Control 10 mg/kg 14,40 .000 8,07 20,73
Ex. BtOHRuda | o o .000 9,27 21,93
15 mg/kg
MACHOS
Ex EtOHRuda | ., 054 .13 12,53
5 mg/kg
Diazepam | Ex. EtOH Ruda .
10 mg/kg 10 mg/kg 7,40 .024 1,07 13,73
Ex EtOHRuda | g o 010 227 14,93
15 mg/kg

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

La tabla 15 muestra la salida de las comparaciones multiples proporcionada por el
SPSS mediante la técnica de la Diferencia Minima Significativa (DMS) la cual
compara los promedios de esferas enterradas por ratones machos en los grupos
Control y Diazepam Versus los extractos de extractos EtOH Ruda a 5, 10 y 15

mg/kg.

Al comparar el Grupo control versus nuestros tres extractos la prueba resulta ser
significativa (p valor menor a 0,05) lo cual indica que hay un efecto ansiolitico en
nuestros tres extractos. Por otro lado, la comparacion de los extractos vs el
Diazepam permite concluir que el Ex. EtOH Ruda 5 mg/kg tiene un efecto ansiolitico
similar al diazepam y los extractos Ex. EtOH Ruda a 10 y 15 mg/kg presentan
diferencias significativas al Diazepam, es decir tienen un efecto superior al

diazepam 10 mg/kg.
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Tabla 16. Efecto Inhibidor de la ansiedad en ratones en el método Enterramiento

de esferas
EFECTO INHIBIDOR
TRATAMIENTO MEDIA
DE LA ANSIEDAD
Grupo Control 18,80 0%
Diazepam 10 mg/kg 9,60 47%
HEmBra | DX EIOHRudas 10,40 43%
mg/kg
Ex. EtOH Ruda 10 13,00 30%
mg/kg
Ex. EtOH Ruda 15 10,40 43%
mg/kg
Grupo Control 19,60 0%
Diazepam 10 mg/kg 12,60 36%
EX. EtOHkRuda 5 6.40 67%
MACHO mg/kg
Ex. EtOH Ruda 10 5,20 73%
mg/kg
Ex. EtOH Ruda 15 4,00 80%

mg/kg

En la tabla 16 se observa el efecto inhibidor de la ansiedad, el cual los ratones
hembras, estan solo de referencia ya que no se demuestra un efecto significativo.
En el caso de los ratones machos el Ex.EtOH Ruda 15 mg/kg presenta el mayor
efecto (80%) seguido del Ex. EtOH Ruda 10 mg/kg (73%) y finalmente Ex. EtOH

Ruda 5 mg/kg (67%). Estos valores se visualizan a continuacion en la figura 19.
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Leyenda: M EfectoInhibidor de la ansiedad Hembra B Efecto Inhibidor de la ansiedad Macho
Ex. EtOH: Extracto etanélico

Figura 19. Efecto Inhibidor de la ansiedad en ratones en el método Enterramiento de esferas.

En la figura 19 se observa el efecto Inhibidor de la ansiedad en ratones hembras y machos tratados con las concentraciones de

5, 10 y 15 mg/kg observandose que la concentracion de 15 mg/kg tuvo mayor efecto Inhibidor ansiolitico en ratones machos.
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V. DISCUSION

En la presente investigacion de tipo experimental, se busca comprobar la actividad
sedante y ansiolitica del extracto etandlico de las hojas Ruta Chalepensis L. “Ruda”,
para ello se realizO dos métodos de estudio (Suefio inducido por Pentobarbital
Sadico y Enterramiento de esferas) a distintas concentraciones con 5 grupos
experimentales, donde se pudo determinar que el extracto etandlico de las hojas
Ruta Chalepensis L. “Ruda” si presenta actividad sedante y ansiolitica. Basandose
en los métodos de estudio de Bonilla (2014)9) esta investigacion coincide con su
estudio realizado en el Salvador donde realizaron pruebas farmacologicas (Suefio
inducido por Pentobarbital Sddico, Enterramiento de esferas, Suelo agujereado y
Laberinto en cruz elevado), donde se pudo determinar mediante los métodos de
estudio que la especie vegetal Erythrina berteroana (Pito),no posee propiedades

sedantes pero si, propiedades ansioliticas.

En la prueba de solubilidad del extracto etandlico de las hojas de Ruta Chalepensis
L. “Ruda”; que se muestra en la tabla 3, se observa que es soluble en solventes
polares (agua, metanol y etanol) lo que indicaria presencia de alcaloides polares
por lo que se puede concluir que los componentes quimicos son de estructura y
naturaleza polar, donde este resultado concuerda con los datos obtenidos en la
investigacion “Efecto de diferentes aceites esenciales sobre el crecimiento in vitro
de Fusarium sp.”, donde determinaron que las hojas de Ruta Chalepensis L. son

solubles en solventes polares: agua y etanol 4.

Los resultados de las pruebas cualitativas, confirman que las hojas de la Ruta
Chalepensis L., contienen alcaloides en su composicion quimica, lo que concuerda
con los datos obtenidos en la investigacion “Fagodisuasion de un extracto de ruda
(Ruta chalepensis L., Rutaceae) y sus particiones sobre larvas de Hypsipyla
grandella (Lepidoptera: Pyralidae)”, donde determinaron que el follaje de ruda

contiene alcaloides de acridona y quinolina en su composicion quimica 9.

En la presente investigacion se evalud el efecto del extracto etandlico de Ruta
Chalepensis L., a dosis de 5 mg/kg, 10 mg/kg y 15 mg/kg, con el método de
Enterramiento de esferas, que es un modelo no condicionado que analiza la parte

conductual en ratones y prueba posibles compuestos ansioliticos. Esta
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investigacién coincide con su estudio Marble burying and spontaneous motor
activity in mice: Interactions over days and the effect of diazepam, donde indica que
la presente prueba de Enterramiento de esferas es un modelo no condicionado,

adecuado para probar posibles compuestos ansioliticos(®),

En la tabla 11 y figura 18 nos muestran el promedio de numero de esferas
enterradas donde observamos que los promedios por ratones machos en nuestros
extractos 5, 10 y 15 mg/kg se reduce conforme aumenta la dosis de la sustancia
de ensayo presentando asi diferencias significativas. Esta investigacion coincide
con el estudio realizado en El Salvador; donde se evaluaron 3 dosis del extracto
acuoso de las flores de Erythrina Berteroana (Pito), las cuales a pesar de la
existencia de una diferencia estadisticamente significativa respecto a sus controles
positivos, los valores promedios de la cantidad de esferas enterradas se reduce
conforme aumenta la dosis de la sustancia de ensayo. En la investigacion
Determinacion de la toxicidad, Actividad Sedante y Ansiolitica del extracto acuoso

de las flores de Erythrina Berteroana (Pito) en ratones NIH por Bonilla J16),

Se observé en la Tabla 15 que el grupo diazepam disminuye de manera significativa
el Enterramiento de esferas (p<0,05) en el raton con respecto al grupo blanco en
machos, verificando el efecto ansiolitico ya conocido de este farmaco lo cual
concuerda con lo encontrado por Ene H y Barak N, en la investigacién sobre el
efecto de la asenapina, en una bateria de pruebas para las conductas de tipo
ansiedad, esta prueba mostr6 como un experimentd de complemento que el
diazepam reduce la ansiedad, probado con la prueba de Enterramiento de

esferas®?,

El Suefio inducido por Pentobarbital Sédico es una de las pruebas de sedaciéon que
permite medir la influencia de los medicamentos o plantas medicinales sobre la
duracion del suefio inducida por un hipnético. Donde en la tabla 6 nos muestra el
promedio de horas de suefio de los tres extractos, lo cual el que reporto mayor
periodo de suefio fueron en el caso de los ratones hembras el grupo tratado con Ex
EtOH Ruda 250 mg/kg (Media = 2 horas 84 minutos) y en el caso de los ratones
macho el grupo tratado con Ex. EtOH Ruda 250 mg/kg (Media = 2 horas 81
minutos). Esta investigacion coincide con el estudio, Efectos farmacologicos sobre
el sistema nervioso central inducidos por cumarina, aislada de Hygrophila tyttha
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leonard, donde comprueban que las sustancias hipnéticas tienden a acortar el
periodo de latencia y/o prolongar el periodo de suefio®8).

Los resultados obtenidos en el método de Suefio inducido por Pentobarbital Sodico,
demuestran que la sustancia de ensayo a las dosis administradas, si poseen
propiedades sedantes como se observa en la tabla 6 donde nos muestra el mayor
promedio de duracion de suefio con un valor de 2 horas 84 minutos y en la tabla 7
se observa que la prueba de Kruskal Wallis resulta ser significativa para ambos
sexos (p valor = 0,001) lo que concluye que al menos existe un grupo en el cual
hay un efecto sedante significativo. Esta investigacion coincide con el estudio
realizado en la planta Woodfordia fruticosa que muestra el mayor promedio de
duracion del suefio con un valor de 2 horas 89 minutos que resulta estadisticamente
muy significativo (p<0,001) lo que indica una actividad sedante. En la investigacion
Andlisis de los efectos de plantas medicinales de Bangladesh en la duracion del

Suefio inducido por Pentobarbital Sédico en ratones por Chakma TG,
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VI. CONCLUSIONES

Se realizo la prueba de solubilidad del extracto etandlico de las hojas de Ruta
Chalepensis L. “Ruda” comprobando que es soluble en solventes polares: Agua,

metanol y etanol.

En el analisis cualitativo del extracto etandlico de las hojas de Ruta Chalepensis

L. “Ruda” se identificé la presencia de alcaloides.

Se determind mediante el método Suefio inducido por Pentobarbital Sédico,
comprobando la actividad sedante del extracto etandlico de las hojas de Ruta
Chalepensis L. “Ruda” en los ratones hembras con una concentracion de 500
mg/kg y en los ratones machos con una concentracion 250 mg/kg con un (p

valor = 0,000) comparable con diazepam de 10 mg/kg.

Se determiné mediante el método Enterramiento de esferas, comprobando la
actividad ansiolitica en los ratones machos del extracto etandlico de las hojas
de Ruta Chalepensis L. “Ruda” con sus concentraciones de 10 y 15 mg/kg,
siendo superior al diazepam de 10 mg/kg con una porcentaje de efecto inhibidor
de ansiedad al 73% y 80% respectivamente.
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VIl. RECOMENDACIONES

. Continuar con la investigacion farmacolégica a diferentes concentraciones de
las hojas de Ruta Chalepensis L. “Ruda”, para otorgarle sustento cientifico a

las propiedades medicinales que se le atribuyen.

. Se recomienda la utilizacion de este estudio como base para las
investigaciones en cuanto al estudio cualitativo, componentes vy
concentraciones que permitan establecer el uso de los efectos sedantes y

ansioliticos que poseen las hojas de Ruta Chalepensis L. “Ruda”.

Realizar estudios de toxicidad crénica de la especie vegetal Ruta Chalepensis
L. “Ruda”.

El estudio de nuevas especies naturales con efecto sedante, es (til para tener
muchas alternativas en la terapia farmacolégica en el tratamiento de pacientes

con enfermedades cronicas como Parkinson, epilepsia y drogadiccion.
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ANEXOS 1.

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
, [ 4 Universidad del Periy, DECANA DE AMERICA
AT VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO
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“Afio def Buen Servicio al Ciudadano”

CONSTANCIA N©°260-USM-2017

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta completa) recibida de Lesly ALVARADO LOPEZ y
CINTHIA CASTRO BOLANOS, estudiantes de la Facultada de Farmacia y
Bioquimica de Universidad NORBERT WIENER, ha sido estudiada y clasificada
como: Ruta chalepensis L. y tiene la siguiente posiciéon taxondmica, segin el
Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ROSIDAE
ORDEN: SAPINDALES
FAMILIA: RUTACEAE
GENERO: Ruta

ESPECIE: Ruta chalepensis L.

Nombre vulgar:” ruda macho”
Determinada por: Blgo. Severa Raldedn Malpartida

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines
que estime conveniente.

Mag. ASUNCION A. CANO ECHEVARRIA
JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)

ACE/ddb
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Figura 20. Proceso de seleccién de las hojas de la Ruta Chalepensis L. “Ruda”
para el estudio cualitativo.

Figura 21. Maceraciéon etandlica de las hojas de la especie vegetal Ruta
Chalepensis L. “Ruda”.
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Figura 22. Filtracion de la especie vegetal Ruta Chalepensis L. “Ruda”.
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Figura 23. (A) y (B) Obtencion del extracto seco de las hojas de la especie
Ruta Chalepensis L. “Ruda”.
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Figura 24. Prueba de solubilidad del extracto etandlico de las hojas de Ruta Chalepensis L. “Ruda”
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Figura 25. Identificacion de los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de las hojas de Ruta
Chalepensis L. “Ruda”.
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