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RESUMEN

El objetivo general del presente trabajo consistió en estudiar aspectos pre-clínicos relacionados con la Etnobotánica, Botánica, Farmacognosia, Toxicología, Farmacología y Agrotecnía de la planta medicinal Dioscorea bulbifera L., conocida en la Amazonia Peruana con el nombre de “Ñatipapa” o “Papa del aire”.  Los especímenes estudiados se colectaron del Jardín Botánico IMET-ESSALUD, determinándose como especie herbácea de tallo voluble, perteneciente a la familia DIOSCOREACEAE.  En la medicina tradicional los tubérculos aéreos son empleados generalmente como alimenticio, antiinflamatorio, antilitiásico  renal, anticancerígeno, antitumoral, en úlceras gástricas, entre otras.  Macromorfológicamente las hojas presentan lámina simple, 9 – palmatinervada y largamente pecioladas, muestran pulvino y estructura alada en la base; el tubérculo aéreo es de forma irregular muy variable y lenticelar, de color pardo oscuro.  Micromorfológicamente las hojas son anfistomáticas con estomas anomocíticos, rafidios en la epidermis adaxial y abaxial, parénquima en empalizada monoestratificado, cloroplastos en todo el mesófilo y tricomas en la epidermis abaxial; el tubérculo aéreo con cloroplastos y cristales en las primeras capas  de la zona cortical y rafidios en la zona medular.  El estudio Farmacognóstico muestra que el extracto acuoso liofilizado del tubérculo aéreo es soluble en agua e insoluble en solventes menos polares, presenta alcaloides, azúcares reductores, saponinas, flavonoides y glicósidos.  El extracto acuoso liofilizado del tubérculo aéreo arrojó una DL50 de 1638.953mgkg-1 vía oral y 1328.674mgkg-1 vía intraperitoneal en ratones albinos ♂  y  ♀ considerándosele “débilmente tóxico”; asimismo no presentó acción genotóxica sobre las células germinales.  Los resultados bioquímicos reportan incremento no significativo de glucosa, triglicéridos, linfocitos, segmentados y creatinina, disminución no significativa de los niveles de colesterol, hematocrito; todos los animales experimentaron incremento de peso corporal.   El estudio Farmacológico reportó ausencia de efecto analgésico, disminución del recorrido del transito intestinal y estimulación no significativa de la actividad y performance motora.  La Agrotecnía recomienda la propagación asexual utilizando tubérculos aéreos seccionándolos en 3 partes; la plaga y enfermedad potencial es la “Arañita roja” y “Antracnosis” respectivamente; el rendimiento x de tubérculos aéreos es 7.83 Tn/Ha; el período vegetativo esta en el orden de 6 – 7 meses.  Los resultados pre-clínicos servirán como base para iniciar trabajos clínicos orientados a resolver problemas específicos de salud.

Palabras claves: Dioscorea bulbifera L.; Ñatipapa, estudio pre-clínico, hojas, tubérculo aéreo, animales de experimentación.

CAPITULO 1.- INTRODUCCION

Dioscorea es un género de importancia económica que se cultiva por sus tubérculos comestibles, y las Dioscoreas en general además de fécula que acumulan en su interior de sus tubérculos, contienen un alto contenido de diosgenina, utilizada en la preparación de diversas hormonas sexuales. 30
Según Coursey (1967) el género Dioscorea tuvo una amplia dispersión mundial a fines del cretáceo, luego ocurrió una evolución con cursos posteriores diferentes en el viejo y nuevo mundo y se originaron distintos desarrollos en los dos hemisferios, secciones separadas del género, de las cuales ninguna está representada en ello.
Las Dioscoreas están representadas por hierbas perennes o sufrútices de raíz o rizomas carnosos, tuberosos; tallos volubles; hojas simples alternas rara vez opuestas;  peciolo frecuentemente con 2 glándulas en su base; inflorescencia en espiga, racimo o panículas; flores pequeñas mayormente unisexuales, cuando son perfectas presentan caracteres de ambos sexos; frutos cápsulas o bayas.11,30
La familia DIOSCOREACEAE según Vásquez y Rojas (2000) presenta un género amazónico, 42 especies amazónicas, un género para el Perú, 70 especies para el Perú, 2 especies endémicas amazónicas y 10 especies endémicas para el Perú.

La Dioscorea bulbifera L. taxonómicamente pertenece a la clase Monocotiledónea,  familia DIOSCOREACEAE y al género Dioscorea, siendo el único género para el Perú dentro de la familia DIOSCOREACEAE, el que consta de 70 especies según Brako y Zarucchi (1993), a nivel de países tropicales y sub-tropicales del mundo, consta de 10 géneros y más de 650 especies 30 y según Gentry (1993) 600 especies incluidas las del viejo mundo.

La Dioscorea bulbifera  se encuentra en el Perú desde los 0-2500 m.s.n.m y esta distribuida en los departamentos de Amazonas, Loreto, Cajamarca, Cuzco y San Martín.6
La Dioscorea bulbifera L. conocido vulgarmente como Ñatipapa, es una planta herbácea que presenta propiedad alimenticia, antiinflamatoria, diurética, antídota, hemostática, anticancerígena, antidisentérica, antisifilítica, antitumoral y contra los forúnculos 5,12 ; asimismo es tónica nutritiva afrodisíaca, rejuvenecedora, diurética, antiespasmódica y analgésica.21
La composición alimenticia de la Dioscorea bulbifera en 100g de porción comestible es de 2.3g de Proteína, 32g de Carbohidrato, 11 mg de Calcio, 84 mg de Fósforo, 2.8mg de Sodio, 567mg de Potasio y 3.5 mg de ac. Ascórbico7 mientras que el contenido de aminoácidos en 100g de proteína esta en el orden de 10g de Leucina, 4.3g de Lisina, 0.8g de metionina, 2.2g de Cistina, 6.2g de Fenilalanina, 5g de Treonina, 2.4g de Tirosina, 6.3g de Valina, 4.8g de Isoleucina y 0.2g de Triptofano. 28
De muchas especies de Dioscorea se han aislado 3 sapogeninas: la diosgenina, botogenina y criptogenina, las que poseen estructuras semejantes a la de muchos compuestos hormonales de los animales. 29
Los glucósidos contenidos en la planta de Ñatipapa es tóxico, produce exceso de mucosidad y congestión.21
La diosgenina es un esteroide con estructura similar al estrógeno y los ñanes frescos pueden ser usados para reemplazar al estrógeno.  La actividad estrogénica fue ensayada en ratones para el desarrollo de glándulas mamarias, la diosgenina inyectada estimuló el desarrollo del tejido mamario en ratones sin ovarios; cuando el estrógeno y la diosgenina son administradas al mismo tiempo el efecto estrogénico se potencia, todavía el modo específico de la actividad estrogénina para la Dioscorea no esta aclarado, en un reciente estudio in vitro de la Dioscorea demostró no comprometer el receptor de estrógeno.33
En numerosos estudios las plantas que contienen esteroides disminuyen los niveles de colesterol en plasmas de modelos animales y similares resultados están documentados para la dieta con Dioscorea.  En experimentos con ratas la diosgenina reduce el daño por acumulación de tóxinas en células hepática provocadas al obstruir el conducto biliar, asimismo  muestra reversión de la inflamación gastrointestinal; además los glicósidos sintetizados de diosgenina disminuyen la absorción del colesterol, reducen el colesterol del plasma e incrementan la excreción de esteroides neutrales en ratas:  Extractos de especies de Dioscorea fueron validados científicamente como antidiabéticos, al disminuir los niveles de azúcar en sangre de ratones y conejos normales, así como ratones y conejos con hiperglicemia inducida.33
El presente informe nos permite conocer los resultados pre-clínicos multidisciplinarios de Dioscorea bulbifera L. como fundamento para el desarrollo de estudios clínicos relacionados con patologías de mayor incidencia en nuestra amazonia.

CAPITULO 2.
SECCIÓN EXPERIMENTAL

2.1. MATERIALES, EQUIPOS Y MÉTODOS

2.1.1. MATERIALES Y EQUIPOS

Los materiales y equipos utilizados en el estudio pre-clínico comprenden:

2.1.1.1. Materiales:

Formatos de encuestas

Muestra herborizada de Dioscorea bulbifera L.
Hojas y Tubérculos aéreos de Dioscorea bulbifera L.
Extracto acuoso liofilizado del tubérculos aéreos de Dioscorea bulbifera L.
Cromatofolios de sílica gel 60F

Animales de experimentación: ratones y ratas albinas de ambos sexos

Humus de lombriz

2.1.1.2. Equipos:

Estereoscopio

Cronómetro 

Balanza analítica 

Cámara de secado

Centrífuga 

Baño María 

Agitador magnético 

Espectrofotómetro 

Refrigerador 

Microscopio binocular 

Cámara fotográfica

Liofilizador 

Circulador de aire

Deshumedecedor

2.1.2. MÉTODOS

2.1.2.1.Estudio Etnobotánico y Botánico
a. Estudio Etnobotánico

Se captó información a través de entrevistas personales a curanderos y herbolarios; así mismo se empleó formatos para encuestas consignando los siguientes ítems: nombre vulgar de la planta, usos medicinales, parte utilizada, forma de preparación y vía de administración y dosis; además se efectuó revisión bibliográfica. 7,15,16
b. Herborización

Se colectó en el Jardín Botánico IMET-ESSALUD las diferentes partes estructurales, y se anotó datos referente a la especie y fecha de colecta, seguidamente las muestras fueron prensadas y sometidas al proceso de secado a 50ºC, una vez secas las muestras pasaron al montaje sobre cartulina y se etiquetó consignándose los siguientes datos: nombre del colector, Nº de muestra, determinador, nombre vulgar, nombre científico, familia, localidad, departamento, provincia, distrito, altitud, hábitat, habito, flores, frutos, usos y fecha de colecta. 8,19
c. Estudio taxonómico y descripción botánica

Con la muestra herborizada se determinaron las categorías taxonómicas, empleando descriptores morfológicos, claves de identificación, bibliografía especializada y estereoscopio.  En la descripción botánica se caracterizan las partes estructurales de la especie en el campo y  el laboratorio, utilizando un estereoscopio  y  escalímetro  para  las  medicinas respectivas.10,25,37
d. Estudio macromorfológico

Se colectaron las hojas y los tubérculos aéreos, luego fueron caracterizados macroscópicamente en el laboratorio empleando descriptores, bibliografía especializada, estereoscopio y escalímetro. 25,37
e. Estudio micromorfológico

Se colectaron las hojas y los tubérculos aéreos, luego se realizó cortes histológicos a mano alzada; seguidamente fueron montados los cortes sobre el portaobjeto adicionando lactofenol y observados bajo microscopio, para la caracterización, se empleó descriptores y bibliografía especializada. 14,35
2.1.2.2 Estudio Farmacognóstico
2.1.2.2.1. Determinación de materia seca
Procedimiento: Seccionar el material vegetal fresco y distribuir uniformemente en las fuentes de fierro enlozado.  Secar en una cámara a 40ºC provista de deshumedecedor y circulación de aire; remover cada 12 horas el material hasta obtener peso constante, y anotar los resultados.31
2.1.2.2.2. Obtención del extracto acuoso liofilizado

Procedimiento: Mezclar el polvo grueso desecado con agua hervida en proporción definida y someter a cocción durante 2 horas al término del mismo, decantar y congelar durante 24 horas, repetir dos veces este proceso. Centrifugar, filtrar, congelar y liofilizar el producto obtenido en el paso anterior, hasta quedar completamente seco. 23  (Esquema Nº1)

ESQUEMA N°1.  Obtención del extracto acuoso liofilizado del 

Tubérculo aéreo de D. bulbifera

Tubérculo  fresco

· selección

· lavado

· secado

· molienda

Tubérculo molido

· H2O 

· Cocción

· Decantación

· Congelación

· Repetir operación x 2 veces

Extracto acuoso

· Centrifugación

· Filtración

· Congelación

· Liofilización

Extracto acuoso liofilizado

· Rendimiento

· Almacenamiento

2.1.2.2.3.  Screening fitoquímico
Procedimiento:

Para el material vegetal: 

Macerar el polvo grueso de Dioscorea bulbifera, en forma sucesiva en eter etílico, etanol y agua destilada durante 24 horas cada vez; se toman alicuotas (2-8ml) de los extractos obtenidos y se realizan los ensayos aplicando los reactivos de identificación correspondientes38 (Esquema Nº2).

Para el extracto acuoso liofilizado: 

Pesar aproximadamente 0.1g del extracto liofilizado y disolver en 1-2ml de agua destilada y  realizan los ensayos respectivos aplicando los reactivos de identificación correspondientes. 38
ESQUEMA N°2.   Screening fitoquímico del D. bulbifera
Material vegetal seco

                     



Eter etílico


Extracto etéreo


        
      Marco
- Alcaloides

- Triterpenos-esteroides

- Quinonas

- Cumarinas





   Alcohol etílico
- Carotenos

- Aceites escenc. y grasas

                                  

 Extracto etílico


       Marco


-Saponinas 

-Azucares R.

                  - Cumarinas.                     




     Agua 
                  - Fenoles y taninos 

                  - Aminoac.-aminas

                  - Alcaloides

                  - Glicósidos cardiotónicos 

                  - Flavonoides

                  - Quinonas 

Extracto acuoso

                Marco      

  - Saponinas

                                                     - Alcaloides

                                                     - Fenoles y taninos

                                                     - Azúcares reductores

                                                     - Flavonoides

                                                     - Mucilagos

                                                     - Glicósidos

                                                     - Principios amargos y astringentes

2.1.2.2.4.  Marcha de solubilidades
Procedimiento: Pesar 5 mg. de extracto acuoso liofilizado y verter en 0.5 mL. del disolvente.  Utilizar cada vez solventes en orden decreciente de polaridad; observar el comportamiento de solubilidad. 4,40
2.1.2.2.5. Análisis cromatográfico
Procedimiento: Disolver 0.1g del extracto en un solvente adecuado y sembrar en cromatofolios de silicagel 60F254. Secar la placa e introducir en una cámara cromatográfica provista de la fase móvil para su elución, terminada la operación secar el cromatofolio y observar a la luz visible, UV254 y 365nm. o con la ayuda de reveladores, describir los espectros y sus respectivos Rfs. 4,35,42

2.1.2.3.Estudio Toxicológico
a.  Método Experimental

Toxicidad Aguda – Vía Oral

Se emplearon ratones albinos cepa Balb/c-53, previamente sometidos a ayuno de 12horas.  Para el ensayo se utilizó el método de clases tóxicas agudas (CTA), para lo cual se administró por vía oral dosis única de 2000mgkg-1 del extracto acuoso liofilizado de Dioscorea bulbifera a ratones albinos (n♂=7, w♂ =29.86+1.67g, n♀=7,w♀=27.28+1.60g)  y vehículo (n♂=7, w♂ =28.35+2.04g, n♀=7,w♀=28.05+1.79g).  Se evalúo reacciones adversas y determinó perfiles bioquímicos y hematológicos.

Toxicidad a dosis repetida – Vía oral

Se utilizaron ratones albinos cepa Balb/c de ambos sexos, previamente sometidos a ayuno de 12 horas (n♂=7, w♂ =27.86+1.21g, n♀=7, w♀=15.57+1.27g).  Se administró a los ratones albinos dosis diaria de 100mgkg-1 del extracto acuoso liofilizado de Dioscorea bulbifera durante 30 días.  Se evaluó alteraciones de los parámetros bioquímicos y hematológicos.

Para ambos ensayos las muestras de sangre se tomaron a nivel del seno venoso retroorbital.

Toxicidad aguda según el método de dosis límite
Vía intraperitoneal: 

Establecer 2 grupos de 10 animales por grupo (10♂ y 10♀), un grupo control y otro tratado con el extracto acuoso liofilizado  a los que se administra una dosis de 2000 mgkg-1. Evaluar el peso corporal al inicio, 7, 14 y 21 días, y la mortalidad a las 24 horas, 7, 14 y 21 días y realizar el estudio bioquímico y hematológico, efectuar la necropsia al finalizar el experimento.13,44

Evaluación Genotóxica en células germinales

Para la prueba se establecen 4 grupos de 8 animales cada uno: control espontáneo (animales no tratados), control positivo (Ciclofosfamida 50mgkg-1/5 día/pc; i.p) y tratamientos dos grupos Dioscorea bulbifera (1600 y 800 mgkg-1/5pc p.o).

En todos los casos, el esquema de tratamiento es de 5 aplicaciones, separadas de 24 horas entre sí.  A los 35 días de la primera aplicación, una  vez que los espermatocitos primarios de los animales tratados llegan a espermatozoides maduros en los epididimos, se procedió al sacrificio por dislocación cervical.  Se determinó el peso de los testículos y los epididimos, así como se separó la porción distal de esto últimos y se prepararon suspensiones de espermatozoides.

Esta suspensión se tiño con Eosina y (Merck-Darmstadt) al 1% y se realizó la extensión en 2 láminas por animal.  La evaluación se realizó en láminas codificadas y se contaron 1000 espermatozoides por animal.  Para la clasificación se siguió el criterio de Wyrobek y Bruce, basado en cabezas normales, amorfas, bananas y sin gancho.45,46
Para la evaluación estadística, los valores se procesaran mediante análisis de varianza.


2.1.2.4. Estudio Farmacológico

2.1.2.4.1. Actividad Analgésica

Método de Contorsiones Abdominales.

Se agruparon al azar ratones albinos machos en 4 grupos de 8 animales cada uno, luego se procedió a la administración por vía oral de indometacina (10mgkg-1; p.o), solución salina (0.9%; p.o) y extracto liofilizado (50 y 1000mgkg-1; p.o).  Transcurridos 30 minutos se inoculó ácido acético al 1% por vía intraperitoneal e inmediatamente se procedió a la cuantificación del número de contorsiones.22
2.1.2.4.2. Evaluación de la Actividad y Performance Motora

Método de Chimenea “Chimney Test”

Escoger al azar ratones albinos machos y evaluar inicialmente en un tubo de vidrio de 25 cm de largo y con diámetro interno de 2.5 – 3 cm.  Introducir al animal por un extremo del tubo y cuando este alcance el extremo opuesto del tubo.  Los animales que no cumplen con esta tarea, se eliminan de la prueba, luego se agrupan al azar en 4 grupos a los que se administra solución salina (0.9%, p.o), diazepan (3,5mgkg-1; i.p) y extracto liofilizado (50,4000mgkg-1; p.o), inmediatamente se evalúan los animales respecto a su coordinación y performance motora, los animales que no desempeñan esta tarea son considerados con perjuicio en su coordinación motora.3
2.1.2.4.3. Evaluación de la Actividad sobre el Tránsito Intestinal

Contraste: Carbón activado

Ratones albinos machos con ayuno de 12 horas y agrupados al azar en 4 grupos se tratan con solución salina (0.9%, p.o), Atropina (1mgkg-1, s.c.) y extracto liofilizado (100 y 2000mgkg-1; p.o).  Transcurridos 30 minutos del tratamiento se administra a todos los animales carbón activado al 20% en CMC.  45 minutos después los animales se sacrifican, se remueve el estomago e intestino delgado y se evalua la distancia recorrida por el carbón activado que es medido desde el píloro hasta la válvula ileocecal que contiene por lo menos 1 cm continuo de carbón.  Se expresa la distancia recorrida en porcentaje con relación a la longitud del intestino delgado.2
2.1.2.5. Estudios Agrotécnicos

2.1.2.5.1. Propagación vegetativa

Procedimiento: Se seleccionó plantas del Jardín Botánico IMET-ESSALUD y de éstos se obtuvo bulbos aéreos para evaluar el brotamiento y crecimiento bajo condiciones controladas 26,32 (Vivero).

2.1.2.5.2.     Identificación de plagas y enfermedades

Procedimiento: Para el caso de enfermedades se colectó los órganos afectados los cuales fueron sembrados en placas petri con medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) para su crecimiento e identificación.39  Para el caso de artrópodos, éstos se colectaron y conservaron en Formol al 5% para su identificación.  Los daños en ambos casos fueron evaluados teniendo en cuenta las escalas establecidas.1,43
2.1.2.5.3.    Rendimiento

Procedimiento: La siembra de las plantas se realizó en parcelas de 5m x 1m; teniendo en cuenta diferentes tipos de tutores y densidades de siembra.  Al final del experimento se evaluó comparativamente el peso de los bulbos aéreos (kg/Ha) para los diferentes tratamientos.18,27
2.1.2.5.4.   Fenología

Procedimiento: se efectuaron observaciones permanentes (semanales y/o mensuales) tratando de verificar cambios morfológicos como crecimiento, floración, formación de bulbos, cosecha, etc.17
2.2. RESULTADOS

2.2.1.
 Estudio Etnobotánico y Botánico

2.2.1.1.
Estudio Etnobotánico

Según la información recabada de curanderos y herbolarios, el tubérculo aéreo de la Ñatipapa presenta  propiedades para el tratamiento de las inflamaciones dérmicas y gástricas, fiebre, tumoraciones, úlcera gástrica y como antilitiásico renal.

Según referencias bibliográficas la Dioscorea bulbifera L. tiene efecto alimenticio, antiinflamatorio, diurético, antídoto, hemostático, anticancerígeno, antidisentérico, antisifilítico, antitumoral y contra los forúnculos.5,12

2.2.1.2.
 Herborización
La muestra herborizada (exsiccata) se encuentra depositada en el Herbarium IMET-ESSALUD con el código DSC-003.

2.2.1.3. 
Estudio Taxonómico y Descripción botánica

2.2.1.3.1.  Identificación Taxonómica 

Sistema: Clasificación Adolph Engler (1954-1964) 30

División
: Angiospermae

Clase

: Monocotyledoneae

Orden

: Liliflorae

Familia
: DIOSCOREACEAE

Género
: Dioscorea

Especie
: Dioscorea bulbifera L.
Sistema: Clasificación Arthur Cronquist (1988) 10

División
: Magnoliophyta

Clase

: Liliopsida

Sub-clase
: Liliidae

Orden

: Liliales

Familia
: DIOSCOREACEAE

Género
: Dioscorea

Especie
: Dioscorea bulbifera L.
2.2.1.3.2. Nombres vulgares
Sacha papa, Papa caribe, Papa cholon, Toca, Cae, Ñatipapa, Huayra papa, Papa aérea, Tocaycac, Airpotato (inglés), Papa de aire, Cara de as (Brasil).5,12,24

2.2.1.3.3. Descripción Botánica

Plantas herbáceas unisexuales  de tallos volubles cilíndricos que alcanzan 12 m de largo y se arrollan en sentido izquierdo, hojas simples, orbiculares, con ápice agudo y base cordada, alternas u opuestas, peciolos alados en la base.  Inflorescencia estaminada en racimos; flores con 3 pétalos verdosos o rosado pálido, 3 sépalos y 2 ciclos de 3 estambres cada uno.  Inflorescencia pistilada en pares de racimos; flores con estigma trífido.  Frutos cápsulas triloculares de 2-5 cm de largo con 2 semillas en cada lóculo, las semillas son parcialmente membranosas.  Los tubérculos aéreos brotan de las axilas de las hojas, varían en forma y tamaño, siendo esféricos e elipsoidales generalmente irregulares con muchas lenticelas, alcanzan de 5-15 cm de largo y peso de 1-2kg. Cuando está presente el tubérculo subterráneo tiene forma esférica, elipsoidal, irregular o digitada, de sabor amargo y no comestible.

2.2.1.4. 
Estudio Macromorfológico

2.2.1.4.1. Macromorfología de la hoja 

Hoja simple; lámina sub-orbicular de 16x20 cm, 9-palmatinervada, ápice acuminado y base cordada, borde entero, nervaduras hundidas en el haz y prominentes en el envés, haz glabro de color verde oscuro y  envés verde pálido con pubescencia moderada, textura flexible, la hoja cuando seca es de color amarillento; pecíolo de   16cm de largo por 3mm de ancho, de color verde pálido, con pulvino, alado en la base y levemente engrosada distalmente, aplanada dorsalmente.

2.2.1.4.2. Macromorfología del tubérculo aéreo 

Tubérculo feculento de forma elipsoidal, generalmente irregular de hasta 15 cm de largo y 7 cm de ancho, de color pardo oscuro con bastantes lenticelas y escasos poros germinativos. Internamente se aprecia una cáscara muy delgada seguida por una capa clorofiliana; pulpa consistente, uniforme de color amarillento y superficie levemente mucilaginosa.

2.2.1.5.
Estudio Micromorfológico




2.2.1.5.1. Micromorfología de la hoja

Sección Paradermal: 

Epidermis adaxial:   Presenta células incoloras irregulares, desuniformes, con bordes casi rectos, con escasos estomas anomocíticos rodeados por 3 células epidérmicas y presencia de rafidios. 

Epidermis abaxial:  Presenta células incoloras irregulares, desuniformes, con bordes levemente sinuosos, con abundantes estomas anomocíticos rodeados por 3 – 5 células epidérmicas y presencia de rafidios y tricomas. 

Sección transversal: 

Hoja anfistomática, dorsivertral o bifacial.  Epidermis del haz monoestratificada, conformada por células cuadrangulares, con cutícula imperceptible, con escasos estomas anomocíticos y presencia de rafidios.  Parénquima en empalizada con grandes cloroplastos, monoestratificada, abarca 1/3 del mesófilo.  Parénquima lagunoso con presencia de cloroplastos, constituido por células polimorfas y pequeños espacios intercelulares.  Epidermis del envés con cutícula imperceptible, células cuadrangulares más pequeñas que del haz, presencia de rafidios, tricomas y abundantes estomas anomocíticos.



2.2.1.5.2. Micromorfología del tubérculo aéreo 

Sección transversal: 

Externamente presenta una peridermis con felema de hasta 20 capas de coloración marrón.  Internamente se desarrolla un parénquima reservante formado por células poliédricas las que van aumentando en tamaño hacia el interior del tubérculo.  Las primeras capas de la zona cortical están formadas por células poliédricas  con presencia de cloroplastos y cristales de color ámbar.  La zona medular está caracterizada por presentar células más bien isodiamétricas y más grandes con abundantes granos de almidón de forma oblonga, así mismo se aprecian rafidios.

2.2.2.
Estudio Farmacognóstico

2.2.2.1.
Determinación de materia seca

El tiempo requerido para el secado del material vegetal fue de 48 + 1 hora, con un rendimiento aproximado de 24.76%.

2.2.2.2.
Obtención del Extracto Acuoso Liofilizado

El tiempo requerido para liofilizar el extracto acuoso del tubérculo aéreo de Dioscorea bulbifera L., fue de 96 ( 2 horas  y reportó un rendimiento aproximado del 2%, el cual es guarda en frascos ambar con tapa hermética en lugar fresco y alejados de la luz.

2.2.2.3. 
Screening Fitoquímico

Los resultados del Screening tanto del tubérculo aéreo  desecado como del extracto liofilizado se presentan en la TABLA Nº1: 

TABLA Nº1 Screening fitoquimico preliminar del tubérculo aéreo desecado y 

extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera L.

PRUEBAS
RESULTADOS (*)
METABOLITOS


Tubérculo desecado
Extracto liofilizado


Dragendorff
++
++
Alcaloides

Liebermann-Buchard
++
-
Triterpenos-Esteroides

Borntrager
0
-
Quinonas

Baljet
0
-
Cumarinas

Carr-Price
0
-
Carotenos

Reactivo de Sudan
+
-
Aceites Escenciales Y Grasas

Reactivo de Fehling
+++
+++
Azucares Reductores

Prueba de La Espuma
+++
+++
Saponinas

Cloruro Ferrico
++
0
Fenoles Y Taninos

Ninhidrina
0
-
Aminas Y Aminoacidos

Reactivo Kedde
0
-
Glicosidos Cardiotónicos

Reactivo Shinoda
+++
+++
Flavonoides

Tacto
+
0
Mucilagos

Sabor
0
+
Principios amargos y astringentes

Molisch
++
++
Glicósidos

Picrato De Sodio
-
-
Glicósidos Cianogénicos


(*) (+++) abundante; (++) moderado; (+) leve; (0) ausente; (-) no se realizó.

2.2.2.4. Solubilidad del extracto

El comportamiento del extracto liofilizado frente a los diferentes solventes están representados en la Tabla Nº2.

TABLA Nº2. Marcha de solubilidad del extracto liofilizado de 

Dioscorea bulbifera L.

Solventesa 
Resultadosb

Agua destilada
++++

Metanol
-

Etanol
-

Isobutanol
-

Acetato de etilo
-

Diclorometano
-

Tolueno
-

n-hexano
-

a 0.5mL de solvente que disuelven 5mg de muestra problema
b ( -) insoluble, (+-) escasamente soluble, (+) poco soluble;

   (++) medianamente soluble, (+++) soluble, (++++) muy soluble

2.2.2.5. Análisis Cromatográfico de capa delgada

El extracto acuoso liofilizado fue sometido a ensayos cromatográficos en capa fina unidimensional ascendente, utilizando como fase fija silicagel F 60 y como fase móvil al sistema MeOH: AcOEt, en la proporción 1:1.5; al no eluir las sustancias en la zona de partida  en un segundo ensayo se añadio amoniaco al 25% y se utilizó el sistema MeOH: AcOEt : NH3 en la siguiente proporción: 1: 1.5: 1gota ; obteniéndose resultados satisfactorios.(TABLA Nº3) Fueron  observados en el visible manchas de color pardo tenue,  amarillas y rojizas (Ver Fig. Nº1); en UV254 manchas verdes  tenues e intensas (Ver Fig. Nº2). Mientras que con UV365 manchas azul verdosas tenues e intensas, que nos indicaban la presencia de compuestos fenólicos (Ver Fig.Nº3). 

Utilizando luz UV365 no se observa fluorescencia alguna, al revelar con ácido sulfúrico en etanol al 50% se observaron zonas ligeramente  grises , rojizas., pardo-rojizas y pardo-amarillo (Ver Fig. Nº4) pero cuando la placa es observada en UV365 se aprecian  manchas grises y azul verdosas (Ver Fig. Nº5); al revelar con Cl3Al 1% se aprecian fluorescencias amarillas verdosas, que nos indicaria la presencia de compuestos fenólicos tipo flavonoides (Ver Fig Nº6).

TABLA Nº3. Cromatograma de los componentes del extracto 

acuoso liofilizado de D. bulbifera 

Comp. Nº
Rf
Visible
UV254
UV365
H2SO4 50% en EtOH
H2SO4  + UV365
Cl3Al 1% en EtOH
Metabolito

1
0.15
Pardo tenue
Verde tenue
Azul verdosa

Tenue
Gris
Gris
Fluoresc. Verde pastel
Flavonoide

2
0.27
Pardo tenue
Verde tenue
Azul verdosa tenue
Gris rojizo
Gris
Fluorec. Amarillo verdoso
Flavonoide

3
0.37
Amarillo tenue
Verde tenue
Azul verdosa tenue
Pardo rojizo
Gris
Fluoresc. Verde claro
Flavonoide

4
0.45
Pardo tenue
Verde intenso
Azul verdosa tenue
Pardo rojizo
Gris
Celeste
Indefinido

5
0.53
Amarillo intenso
Verde intenso
Azul verdoso intenso
Pardo amarillo  tenue
Azul verdoso 
Fluoresc. Amarilla intensa
Flavonoide

6
0.65
Pardo amarillo
Verde intenso
Azul  verdoso intenso
Pardo amarillo intenso
Azul verdoso
Fluoresc.  Amarillo verdoso
Flavonoide

7
0.81
Rojizo
Verde intenso
Azul verdoso
Rojizo
Azul oscuro
Fluoresc verde claro
Flavonoide

Fig. 1
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Fig. 6

2.2.3. Estudio Toxicológico
2.2.3.1. Toxicidad aguda según el método de dosis límite – vía intraperitoneal

Los ratones albinos  machos y hembras, al ser tratados con el extracto acuoso liofilizado de Dioscorea bulbufera a la dosis de 2000 mgkg–1 por vía intraperitoneal; mostraron un 70 % y 80 % de mortalidad a las 24 horas post inoculación respectivamente y; al experimentar con dosis de 1000 mgkg–1, se observó mortalidad de  un 10 % en los machos y 30 % en las hembras, finalmente a las dosis de 500 mgkg–1, no se apreció mortalidad en ambos sexos.

Las DL 50  se aprecian en las TABLAS N° 4 Y 5.

Los resultados del estudio bioquímico en los animales tratados por vía intraperitoneal se muestran en las tablas: TABLA Nº6 (Glucosa), TABLA Nº7 (Colesterol), TABLA Nº8 (Triglicéridos) y TABLA Nº9 (Creatinina). Los análisis de significancia con un p<0,05 se evaluaron con ANOVA (Análisis de varianza).

TABLA N°4 

DL 50 vía intraperitoneal  en ratones albinos machos.

Dosis
Casos
Positivos
Positivos %

2000
10
7
70

1000
10
1
10

500
10
0
0

RESULTADOS DE LA TABLA N°4


Provisional
Definitivo

Logaritmo de DL 50
3.213364
3.214566

Error Standard

5.593878E – 02

DL 50
1634.421
1638.953

Regresión
Y= -14.4288 + 6.04625 X
Y= - 14.33079 + 6.013497 X

Límite Superior 95 %

2109.631

Límite Inferior 95 %

1273.287

TABLA N°5

DL 50 vía intraperitoneal en ratones albinos hembras

Dosis
Casos
Positivos
Positivos %

2000
10
8
80

1000
10
3
30

500
10
0
0

RESULTADOS DE LA TABLA N°5


Provisional
Definitivo

Logaritmo de DL 50
3.115615
3.12341

Error Standard

5.825717E – 02

DL 50
1305.014
1328.647

Regresión
Y= - 9.2838 + 4.5845 X
Y= - 10.7387 + 5.03895 X

Límite Superior 95 %

1728.199

Límite Inferior 95 %

1021.47

TABLA N°6
Niveles de Glucosa de ratones albinos en ambos sexos
Estado
Promedio
Comparación
F
Probabilidad
Significancia

Basal  ♂
108.17
Basal 2000




Final   ♂
197.0
Basal vs final
  183.506
0,0001719
S.

Basal  ♀
     110.17
Basal 2000




Final   ♀
151.0
Basal vs final
46.308
0.002437
S.

Basal ♂
108.17
Basal 1000




Final ♂
127.33
Basal vs final
2.258
0.1638
N.S.

Basal ♀
110.17
Basal 1000




Final ♀
158.83
Basal vs final
11.532
0.006819
N.S.

Basal ♂
108.17
Basal 500




Final ♂
129.0
Basal vs final
4.106
0.0702
N.S.

Basal ♀
110.17
Basal 500




Final ♀
103.0
Basal vs final
0.350
0.5674
N.S.

TABLA N°7
Niveles de Colesterol de ratones albinos en ambos sexos
Estado
Promedio
Comparación
F
Probabilidad
Significancia

Basal  ♂
121.17
Basal 2000




Final   ♂
106.33
Basal vs final
1.535
0.2832
N.S.

Basal  ♀
127.17
Basal 2000




Final   ♀
91,8
Basal vs final
54.665
0.001785
S.

Basal ♂
121.17
Basal 1000




Final ♂
92.5
Basal vs final
16.52
0.002270
N.S.

Basal ♀
127.17
Basal 1000




Final ♀
83.83
Basal vs final
9.953
0.0102
S.

Basal ♂
121.17
Basal 500




Final ♂
132.50
Basal vs final
0.911
0.3624
N.S.

Basal ♀
127.17
Basal 500




Final ♀
117.83
Basal vs final
0.427
0.5283
N.S.

TABLA N°8

Niveles de Trigliceridos de ratones albinos en ambos sexos
Estado
Promedio
Comparación
F
Probabilidad
Significancia

Basal  ♂
175.17
Basal 2000




Final   ♂
221.33
Basal vs final
2.842
0.1671
N.S.

Basal  ♀
114.33
Basal 2000




Final   ♀
213.66
Basal vs final
105.60
0.0005057
S.

Basal ♂
175.17
Basal 1000




Final ♂
156.83
Basal vs final
0.280
0.6085
N.S.

Basal ♀
114.33
Basal 1000




Final ♀
128.0
Basal vs final
0.320
0.5842
N.S.

Basal ♂
175.17
Basal 500




Final ♂
166.83
Basal vs final
0.115
0.7418
N.S.

Basal ♀
114.33
Basal 500




Final ♀
264.67
Basal vs final
10.161
0.009694
S.

TABLA N°9

 Niveles de Creatinina de ratones albinos en ambos sexos
Estado
Promedio
Comparación
F
Probabilidad
Significancia

Basal  ♂
0.447
Basal 2000




Final   ♂
0.417
Basal vs final
12.25
0.0249
S.

Basal  ♀
0.433
Basal 2000




Final   ♀
0.350
Basal vs final
64.00
0.001324
S.

Basal ♂
0.447
Basal 1000




Final ♂
0.295
Basal vs final
46.998
0.00004429
S.

Basal ♀
0.433
Basal 1000




Final ♀
0.407
Basal vs final
0.886
0.3686
N.S.

Basal ♂
0.447
Basal 500




Final ♂
0.405
Basal vs final
0.885
0.3831
N.S.

Basal ♀
0.433
Basal 500




Final ♀
0.400
Basal vs final
0.888
0.3682
N.S.

Asimismo los resultados del estudio hematológico en los animales tratados por vía intraperitoneal se muestran en las tablas: TABLA Nº10 (Hematocrito), TABLA Nº11 (Linfocitos) y TABLA Nº12 (Segmentados).

TABLA N°10 

Niveles de Hematocrito de ratones albinos en ambos sexos

Estado
Promedio
Comparación
F
Probabilidad
Significancia

Basal  ♂
52.39
Basal 2000




Final   ♂
46.16
Basal vs final
10.136
0,0334
S.

Basal  ♀
52.45
Basal 2000




Final   ♀
43.28
Basal vs final
434.343
0,00003132
N.S.

Basal ♂
52.39
Basal 1000




Final ♂
41.53
Basal vs final
12.85
0.004973
S.

Basal ♀
52.45
Basal 1000




Final ♀
46.27
Basal vs final
4.837
0.0525
N.S.

Basal ♂
52.39
Basal 500




Final ♂
51.52
Basal vs final
0.188
0.6736
N.S.

Basal ♀
52.45
Basal 500




Final ♀
56.297
Basal vs final
1.848
0.2038
N.S.

TABLA N°11

 Niveles de Linfocitos de ratones albinos en ambos sexos

Estado
Promedio
Comparación
F
Probabilidad
Significancia

Basal  ♂
77.0
Basal 2000




Final   ♂
75.0
Basal vs final
0.093
0.7756
N.S.

Basal  ♀
81.50
Basal 2000




Final   ♀
73.33
Basal vs final
3.552
0.1326
N.S.

Basal ♂
77.0
Basal 1000




Final ♂
74.16
Basal vs final
0.197
0.6663
N.S.

Basal ♀
81.50
Basal 1000




Final ♀
76.50
Basal vs final
4.011
0.0731
N.S.

Basal ♂
77.0
Basal 500




Final ♂
78.0
Basal vs final
0.058
0.8140
N.S.

Basal ♀
81.50
Basal 500




Final ♀
75.83
Basal vs final
6.768
0.0264
S.

TABLA N°12

 Niveles de Segmentados de ratones albinos en ambos sexos

Estado
Promedio
Comparación
F
Probabilidad
Significancia

Basal  ♂
24.0
Basal 2000




Final   ♂
23.0
Basal vs final
0.031
0.8689
N.S.

Basal  ♀
18.50
Basal 2000




Final   ♀
26.66
Basal vs final
3.552
0.1326
N.S.

Basal ♂
24.0
Basal 1000




Final ♂
25.83
Basal vs final
0.197
0.663
N.S.

Basal ♀
18.50
Basal 1000




Final ♀
24.17
Basal vs final
5.590
0.0397
S.

Basal ♂
24.0
Basal 500




Final ♂
23.00
Basal vs final
0.058
0.8140
N.S.

Basal ♀
18.50
Basal 500




Final ♀
24.167
Basal vs final
6.6768
0.0264
S.

Los resultados del peso corporal de ratones albinos en ambos sexos cuando son tratados intraperitonealmente con dosis de 2000, 1000 y 500 mgkg-1 se muestran en la TABLA Nº13.

TABLA N°13 

Peso Corporal de ratones albinos en ambos sexos

Estado
Promedio
Comparación
F
Probabilidad
Significancia

Basal  ♂
20.33
Basal 2000




Final   ♂
29.33
Basal vs final
14.58
0.0188
S.

Basal  ♀
20.66
Basal 2000




Final   ♀
24.66
Basal vs final
72.0
0.001058
N.S.

Basal ♂
23.66
Basal 1000




Final ♂
30.88
Basal vs final
4.958
0.0501
S.

Basal ♀
24.17
Basal 1000




Final ♀
27.28
Basal vs final
14.598
0.003369
S.

Basal ♂
26.67
Basal 500




Final ♂
29.2
Basal vs final
5.314
0.0439
S.

Basal ♀
24.33
Basal 500




Final ♀
26.33
Basal vs final
5.180
0.0461
S.

2.2.3.2.Toxicidad Aguda y a dosis repetida

El extracto acuoso liofilizado de Dioscorea bulbifera administrado a ratones albinos de ambos sexos a una dosis de 2000mgkg-1 no produjo mortalidad dentro de las 24 horas posterior a la administración del extracto, en ese sentido al compararlo con la clasificación establecida para toxicidad a fin de caracterizar la potencia tóxica del extracto se determino que el tubérculo liofilizado de Dioscorea bulbifera presenta una DL50 por vía oral superior a los 2000mgkg-1 y prácticamente no tóxica a la dosis ensayada.

Los resultados de los estudios bioquímicos en los ratones albinos se muestran en las Tablas siguientes: Tabla Nº14 (Glucosa), Tabla Nº15 (Colesterol  ♂), Tabla Nº16 (Colesterol ♀),  Tabla Nº17 (Creatinina ♂); Tabla Nº18 (Creatinina ♀).  Para el análisis estadístico se utilizó el programa spss.

TABLA Nº14 

Efecto del liofilizado de Dioscorea bulbifera sobre los niveles

 de glucosa en ratones albinos machos

Tto.
X
SEM
COMPARACION
Q
p
Valor de p

Basal

TA2000

TRD100
139

84.28

125.57
8.145

6.841

10.292
BASAL VS TA2000

BASAL VS TDR100

TA2000 VS TDR100
6.404

1.572

4.832
***

ns

**
<0.001

>0.05

<0.01


TA2000
: Toxicidad aguda a dosis de 2000mgkg-1; p.o


TDR100
: Toxicidad a dosis repetida 100mgkg-1/día/30 días, p.o


***
: Significancia a un nivel de p<0.001


**
: Significancia a un nivel de p<0.01

TABLA Nº15 

Efecto del liofilizado de Dioscorea bulbifera sobre los niveles

 de colesterol en ratones albinos machos

Tto.
X
SEM
COMPARACION
q
p
Valor de p

Basal

TA2000

TRD100
95.17

113

128
2.952

7.004

11.494
BASAL VS TA2000

BASAL VS TDR100

TA2000 VS TDR100
2.241

4.127

1.885
ns

*

ns
>0.05

<0.05

>0.05


TA2000
: Toxicidad aguda a dosis de 2000mgkg-1; p.o


TDR100
: Toxicidad a dosis repetida 100mgkg-1/día/30 días, p.o


*
: Significancia a un nivel de p<0.05

TABLA Nº16 

Efecto del liofilizado de Dioscorea bulbifera sobre los niveles

 de colesterol en ratones albinos hembras

Tto.
X
COMPARACION
Q
p
Valor de p

Basal

TA2000

TRD100
234.57

138.28

143.86
BASAL VS TA2000

BASAL VS TDR100

TA2000 VS TDR100
4.625

4.357

0.268
*

*

ns
<0.05

<0.05

>0.05

   TA2000
: Toxicidad aguda a dosis de 2000mgkg-1; p.o


   TDR100
: Toxicidad a dosis repetida 100mgkg-1/día/30 días, p.o


   *

: Significancia a un nivel de p<0.05

TABLA Nº17 

Efecto del liofilizado de Dioscorea bulbifera sobre los niveles

 de creatinina en ratones albinos machos

Tto.
X
SEM
COMPARACION
q
p
Valor de p

Basal

TA2000

TRD100
0.347

0.3257

0.25
0.02

0.02

0.013
BASAL VS TA2000

BASAL VS TDR100

TA2000 VS TDR100
1.159

5.278

4.119
ns

**

*
>0.05

<0.01

<0.05


TA2000
: Toxicidad aguda a dosis de 2000mgkg-1; p.o


TDR100
: Toxicidad a dosis repetida 100mgkg-1/día/30 días, p.o


**
: Significancia a un nivel de p<0.01


*
: Significancia a un nivel de p<0.05
TABLA Nº18 

Efecto del liofilizado de Dioscorea bulbifera sobre los niveles

 de creatinina en ratones albinos hembras

Tto.
X
SEM
COMPARACION
Q
P
Valor de p

Basal

TA2000

TRD100
0.386

0.317

0.306
0.026

0.011

0.019
BASAL VS TA2000

BASAL VS TDR100

TA2000 VS TDR100
3.429

3.975

0.546
Ns

**

ns
>0.05

<0.01

>0.05


TA2000
: Toxicidad aguda a dosis de 2000mgkg-1; p.o


TDR100
: Toxicidad a dosis repetida 100mgkg-1/día/30 días, p.o


**
: Significancia a un nivel de p<0.01

2.2.3.3. Evaluación de genotóxica en células germinales 

En la tabla Nº19, se reportan los resultados generales de la evaluación del extracto acuoso liofilizado de la “Papa aérea” de Dioscorea bulbifera.

No se aprecian cambios significativos en el porcentaje de espermatozoides anormales en las dosis ensayadas.  Los porcentajes más altos de espermatozoides anormales se observaron en el grupo correspondiente a los animales tratados con ciclofosfamida (control positivo).

TABLA Nº19

Efecto de Dioscorea bulbifera sobre la frecuencia de 

cabezas anormales de espermatozoides

Tratamiento
P. Testículo

+ D.S
P. Epididimo

+ D.S.
E. Anormales

+ D.S.

1600 mgkg-1

800 mgkg-1
C. Espontáneo

Ciclofosfamida
0.194+0.0369

0.208+0.0280

0.210+0.02

0.24+0.14
0.054+0.00998

0.0518+0.00761

0.061+0.01

0.075+0.01
23.17+1.99

10.26+4.31

17.41+3.08

40.56+5.15

P.= Peso (gr)

E.= Espermatozoide

P < 0.05
Con relación a los tipos de anomalías de cabezas de espermatozoides (Tabla Nº20), el incremento observado se manifiesta en la proporción de cabezas amorfas en todos los casos, predominando el mayor porcentaje en el control positivo.

TABLA Nº20

Tipo de malformaciones en la cabeza de espermatozoides de

ratones albinos, tratados con Dioscorea bulbifera
Tratamiento
Porcentaje de tipo anormales


Sin Gancho
Bananas
Amorfas

1600 mgkg-1

800 mgkg-1
C. Espontáneo

Ciclofosfamida
0.6+0.25

0.81+0.45

0.52+0.40

0.25+0.07
0.17+0.13

0.18+0.21

0.31+0.30

0.20+.10
22.63+1.9

9.26+4.05

16.57+3.0

40.11+5.0

P< 0.05
2.2.4. Estudio Farmacológico
2.2.4.1. Actividad Analgésica

Los resultados de la determinación del efecto analgésico del extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera con respecto a indometacina y solución salina utilizando el método de contorsiones abdominal se presenta en la Tabla Nº21.   Las evaluaciones parciales de las contorsiones se expresan desde la Tabla Nº22 al 27.

TABLA Nº21

 Efecto del liofilizado de Dioscorea bulbifera sobre las contorsiones

Abdominales inducida por ácido acético

Trat.
Número de contorsiones


5´
10´
15´
20´
25´
30´

Plac

IND

DIOSC50

DIOSC1000
6+0.8018

2.25+0.67

3.5+0.63

2.25+0.59
8+0.779

4.75+0.92

8.4+1.13

4.87+0.83
7.6+0.92

4.75+0.67

6.87+1.14

5.5+1.01
6.8+0.83

3.75+0.62

5.62+1.25

3.62+0.77
5.4+0.65

3.5+0.56

3.25+0.81

2.5+0.65
5.2+0.94

3.25+0.67

2.87+0.81

1.75+0.59


Cada valor representa X + SEM de 8 ratones albinos


PLAC
: Placebo


IND
: Indometacina 10mgkg-1

DIOSC50: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 50mgkg-1

DIOSC1000: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 1000mgkg-1

X (CA): Media de contorsiones abdominales

TABLA Nº22

 Evaluación del efecto de Dioscorea bulbifera sobre las contorsiones

Abdominales inducida por ácido acético a los 5 minutos

Tto.
X (CA)
SEM
COMPARACION
q
p
Valor de p

PLAC

IND

DIOSC50

DIOSC1000
6

2.25

3.50

2.25
0.80

0.67

0.63

0.59
PLAC VS IND

PLAC VS DIOSC50

PLAC VS DIOSC1000

IND VS DIOSC50

IND VS DIOSC1000

DIOSC50 VS DIOSC1000
4.541

3.028

4.541

1.514

0.00

1.514
ns

ns

ns

ns

ns

ns
>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05


Cada valor representa X + SEM de 8 ratones albinos


PLAC
: Placebo


IND
: Indometacina 10mgkg-1

DIOSC50: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 50mgkg-1

DIOSC1000: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 1000mgkg-1

X (CA): Media de contorsiones abdominales

TABLA Nº23 

Evaluación del efecto de Dioscorea bulbifera sobre las contorsiones

Abdominales inducida por ácido acético a los 10 minutos

Tto.
X (CA)
SEM
COMPARACION
q
p
Valor de p

PLAC

IND

DIOSC50

DIOSC1000
8

4.75

8.4

4.87
0.77

0.92

1.13

0.83
PLAC VS IND

PLAC VS DIOSC50

PLAC VS DIOSC1000

IND VS DIOSC50

IND VS DIOSC1000

DIOSC50 VS DIOSC1000
3.936

0.4541

3.785

4.39

0.1514

4.239
ns

ns

ns

ns

ns

ns
>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05


Cada valor representa X + SEM de 8 ratones albinos


PLAC
: Placebo


IND
: Indometacina 10mgkg-1

DIOSC50: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 50mgkg-1


DIOSC1000: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 1000mgkg-1

X (CA): Media de contorsiones abdominales
TABLA Nº24 

Evaluación del efecto de Dioscorea bulbifera sobre las contorsiones

Abdominales inducida por ácido acético a los 15 minutos

Tto.
X (CA)
SEM
COMPARACION
q
p
Valor de p

PLAC

IND

DIOSC50

DIOSC1000
7.6

4.75

6.87

5.5
0.92

0.67

1.14

1.01
PLAC VS IND

PLAC VS DIOSC50

PLAC VS DIOSC1000

IND VS DIOSC50

IND VS DIOSC1000

DIOSC50 VS DIOSC1000
3.482

0.9083

2.573

2.573

0.9083

1.665
ns

ns

ns

ns

ns

ns
>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05


Cada valor representa X + SEM de 8 ratones albinos


PLAC
: Placebo


IND
: Indometacina 10mgkg-1

DIOSC50: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 50mgkg-1


DIOSC1000: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 1000mgkg-1

X (CA): Media de contorsiones abdominales

TABLA Nº25 

Evaluación del efecto de Dioscorea bulbifera sobre las contorsiones

Abdominales inducida por ácido acético a los 20 minutos

Tto.
X (CA)
SEM
COMPARACION
q
p
Valor de p

PLAC

IND

DIOSC50

DIOSC1000
6.8

3.75

5.62

3.62
0.83

0.62

1.25

0.77
PLAC VS IND

PLAC VS DIOSC50

PLAC VS DIOSC1000

IND VS DIOSC50

IND VS DIOSC1000

DIOSC50 VS DIOSC1000
3.785

1.514

3.936

2.271

0.1514

2.422
ns

ns

ns

ns

ns

ns
>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05


Cada valor representa X + SEM de 8 ratones albinos


PLAC
: Placebo


IND
: Indometacina 10mgkg-1

DIOSC50: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 50mgkg-1


DIOSC1000: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 1000mgkg-1

X (CA): Media de contorsiones abdominales

TABLA Nº26.- 

Evaluación del efecto de Dioscorea bulbifera sobre las contorsiones

Abdominales inducida por ácido acético a los 25 minutos

Tto.
X (CA)
SEM
COMPARACION
q
p
Valor de p

PLAC

IND

DIOSC50

DIOSC1000
5.4

3.5

3.25

2.50
0.65

0.56

0.81

0.65
PLAC VS IND

PLAC VS DIOSC50

PLAC VS DIOSC1000

IND VS DIOSC50

IND VS DIOSC1000

DIOSC50 VS DIOSC1000
2.271

2.573

3.483

0.3028

1.211

0.9083
ns

ns

ns

ns

ns

ns
>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05


Cada valor representa X + SEM de 8 ratones albinos


PLAC
: Placebo


IND
: Indometacina 10mgkg-1

DIOSC50: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 50mgkg-1


DIOSC1000: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 1000mgkg-1

X (CA): Media de contorsiones abdominales

TABLA Nº27 

Evaluación del efecto de Dioscorea bulbifera sobre las contorsiones

Abdominales inducida por ácido acético a los 30 minutos

Tto.
X (CA)
SEM
COMPARACION
q
p
Valor de p

PLAC

IND

DIOSC50

DIOSC1000
5.2

3.25

2.87

1.75
0.94

0.67

0.81

0.59
PLAC VS IND

PLAC VS DIOSC50

PLAC VS DIOSC1000

IND VS DIOSC50

IND VS DIOSC1000

DIOSC50 VS DIOSC1000
2.422

2.876

4.239

0.4541

1.817

1.362
ns

ns

ns

ns

ns

ns
>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05


Cada valor representa X + SEM de 8 ratones albinos


PLAC
: Placebo


IND
: Indometacina 10mgkg-1

DIOSC50: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 50mgkg-1


DIOSC1000: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 1000mgkg-1

X (CA): Media de contorsiones abdominales
2.2.4.2.  Evaluación de la actividad y performance motora (SNC)

Los resultados de los tratamientos con solución salina, Diazepan (3,5mgkg-1) y extracto de Dioscorea bulbifera (50,4000mgkg-1) se expresan en la Tabla Nº28.

TABLA Nº28

 Efecto del extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la 

actividad y performance motora

Tto.
Trfdt
SEM
COMPARACION
Q
p
Valor de p

PLAC

DIAZ3

DIAZ5

DIOSC50

DIOSC4000
9.441

14.501

15.785

5.839

7.524
0.7029

1.989

1.923

0.4818

0.6133
PLAC VS DIAZ3

PLAC VS DIAZ5

PLAC VS DIOSC50

PLAC VS DIOSC4000

DIAZ3 VS DIAZ5

DIAZ3 VS DIOSC50

DIAZ3 VS DIOSC4000

DIAZ5 VS DIOSC50

DIAZ5 VS DIOSC4000

DIOSC50 VS DIOSC4000
4.841

6.069

3.446

1.834

1.228

8.287

6.675

9.515

7.903

1.612
*

**

ns

ns

ns

***

***

***

***

ns
<0.05

<0.01

>0.05

>0.05

>0.05

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

>0.05


Cada valor representa X + SEM de 10 ratones albinos machos


PLAC
: Placebo


DIAZ3
: Diazepam a la dosis de 3mgkg-1


DIAZ5
: Diazepam a la dosis de 5mgkg-1

DIOSC50: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 50mgkg-1


DIOSC4000: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 4000mgkg-1

trfdt: Tiempo de retroceso final después del tratamiento con extracto

2.2.4.3. Actividad sobre el tránsito intestinal

Los resultados de los tratamientos con placebo, atropina, y extracto de Dioscorea   bulbifera  (100 y 2000mgkg-1) utilizando como contraste carbón activado se expresan en la Tabla Nº29.

En la Tabla Nº30 se reporta los pesos de los ratones de los diversos grupos de tratamiento y las longitudes del intestino delgado.

TABLA Nº29 

Evaluación del efecto de Dioscorea bulbifera en la determinación de

la actividad sobre el tránsito intestinal

Tto.
X (CA)
SEM
COMPARACION
Q
p
Valor de p

PLAC

ATROPI

DIOSC50

DIOSC1000
36.68

24.47

26.81

35.63
2.56

1.196

1.32

1.133
PLAC VS ATROPI

PLAC VS DIOSC100

PLAC VS DIOSC2000

ATROPI VS DIOSC100

ATROPI VS DIOSC2000

DIOSC100 VS DIOSC2000
7.782

5.67

0.6062

1.492

7.113

5.067
***

**

ns

ns

***

*
<0.001

<0.01

>0.05

>0.05

<0.001

<0.05


Cada valor representa  la X + SEM de 10 ratones albinos machos


PLAC
: Placebo


ATROPI: Atropina a la dosis de 1mgkg-1

DIOSC100: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 100mgkg-1


DIOSC2000: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 2000mgkg-1

*
Significancia a un nivel de p<0.05


**
Significancia a un nivel de p<0.01


***
Significancia a un nivel de p<0.001

TABLA Nº30 

Evaluación del peso corporal y longitud del intestino delgado de 

ratones albinos  machos  Balb/c

Tto.
W ratón (g)
COMPARACION

PLAC

ATROPI

DIOSC100

DIOSC2000
26.75+1.317

26.45+2.39

24.10+2.40

25.80+0.42
46.86+8.26

44.93+5.35

38.62+4.38

45.75+3.83



Cada valor representa  la X + SEM de 10 ratones albinos machos


PLAC
: Placebo


ATROPI: Atropina a la dosis de 1mgkg-1

DIOSC100: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 100mgkg-1


DIOSC2000: Extracto liofilizado de Dioscorea bulbifera en la dosis de 2000mgkg-1
2.3. Estudios Agrotécnicos
2.3.1.
De la propagación vegetativa

a. Enraizamiento

Según la metodología establecida en 2.1.2.5.1, se  llegó a determinar que los tubérculos aéreos con cortes de 1/3 y ¼  y ½  alcanzan un enraizamiento en 31.75, 37.25 y 40.50 días después de la siembra respectivamente frente a los 50.5 días de los tubérculos aéreos enteros.  Esto constituye  una disminución de 18.75 días para el corte del tubérculo en 1/3. (Ver cuadro Nº31)

TABLA Nº31

Prueba de Duncan de los días de enraizamiento

Orden de Mérito
Tratamiento
Promedio de días después de la siembra
Significancia (*)


Clave
Descripción



1

2

3

4
T1
T2
T4
T3
Tubérculo aéreo entero

Tubérculo aéreo ½ corte

Tubérculo aéreo ¼ corte

Tubérculo 1/3 corte
50.50

40.50

37.25

31.75
a

a          b

            b

            b


(*) Promedio con letras iguales no difieren estadísticamente


C.V.: 17.46%

b.
Emisión de brotes

Respecto a la emisión de brotes la respuesta es idéntica al enraizamiento, siendo ésta de 61.75, 67.50, 69.50 días después de la siembra para los tubérculos aéreos con cortes de 1/3, ¼ y ½ respectivamente frente a los 76.25 días del tubérculo aéreo entero, solo que no se encuentra diferencias estadísticas significativas. (Ver cuadro Nº32)

TABLA Nº32

Prueba de Duncan de los días de brotamiento

Orden de Mérito
Tratamiento
Promedio de días después de la siembra
Significancia (*)


Clave
Descripción



1

2

3

4
T1
T2
T4
T3
Tubérculo aéreo entero

Tubérculo aéreo ½ corte

Tubérculo aéreo ¼ corte

Tubérculo 1/3 corte
76.25

69.50

67.50

61.75
a

a

a

a

(*) Promedio con letras iguales no difieren estadísticamente

C.V.: 17.29%

Al evaluar la altura de plantas, se evidencia el efecto de la rápida emisión de raíces y brotamiento, sobre todo del tratamiento (T3) – tubérculo aéreo 1/3 corte, el que a los 76 días alcanzó la mayor altura 233.20 cm siendo superior estadísticamente a todos los demás tratamientos; seguido del  T2 tubérculo aéreo ½ corte con 205.25 cm. (Ver Tabla Nº33)

TABLA Nº33

Prueba de Duncan de  la altura de plantas

Orden de Mérito
Tratamiento
Promedio

(cm)
Significancia (*)


Clave
Descripción



1

2

3

4
T3
T2
T1
T4
Tubérculo aéreo 1/3 de corte

Tubérculo aéreo ½ corte

Tubérculo aéreo entero

Tubérculo ¼  corte
233.20

205.25

138.50

135.53
a

b

c

c

(*) Promedio con letras iguales no difieren estadísticamente

C.V: 18.78%

2.3.2.
Evaluación de plagas y enfermedades



a. Enfermedades

“Antracnosis”
Conocido también como “candelilla”, por su semejanza a una quemazón rápida.  Los bejucos presentan los puntos quemados y ennegrecidos y las primeras hojas pueden mostrar necrosis a manera de manchas irregulares.  Esta enfermedad puede ocurrir en cualquier etapa fenológica del cultivo.  Cuando el ataque es severo las plantas pierden las hojas y peciolos quedando solo los bejucos negros y secos.

El hongo inductor es Colletotrichum glocosporioides.




Deficiencia de Potasio

Las plantas con esta deficiencia tienen hojas de tamaño y color normal pero muestran necrosis marginales de color marrón oscuro, cuya área posteriormente se enrolla.  Luego pueden caerse las hojas.  El crecimiento de la planta y la producción de tubérculos aéreos se afectan severamente.


b. Plagas



Arañita roja

Este artrópodo desarrolla en el envés de las hojas en los cuales viven alimentándose de la savia, observándose la presencia de pequeños filamentos blanquecinos y pequeños  a manera de telas dentro de las cuales crecen los pequeños arácnidos de color rojizo.   En el haz se observa un amarillamiento en las zonas internervales.

Cochinilla harinosa (Pseudococcus sp)

Insecto de cuerpo oblongo, blando de color grisáceo claro, con presencia de secreciones blanquecinas que cubren su cuerpo, llegando a medir hasta 4 mm de largo,  viven en la base de las plantas (Tallo y raíces), así  como en el “tubérculo semilla” succionando la savia, predisponiendo en algunos casos la presencia de agentes secundarios (hongos) los cuales necrosan el tejido.

Foto Nº1.- “Cochinilla harinosa” afectando raíces

 y tubérculo de la “Papa aérea”
2.3.3.
Evaluación del rendimiento

Cuadro Nº01

Evaluación del Rendimiento de Dioscorea bulbifera L.

Planta
Nº de Tubérculos aéreos/planta
Peso Promedio de Tubérculo
Rdto./Planta (Kg)
Estimación de Rdto/Ha (Tn/Ha) *

1

2

3
23

25

21
93.5

106.0

107.1
2.150

2.650

2.250
7.16

8.83

7.50

X
23
102.2
2.350
7.83

(*) Teniendo en cuenta un distanciamiento de 

2 x 1.5 (3,333 planta/Ha) con tutores simples



2.3.4. Fenología

Cuadro Nº02

Fenofases de Dioscorea bulbifera L.

1
2
3
4
5
6
7

Cr
Cr
Cr


Cr

FDT
FDT

Co
FDT

Co
Co




Donde:





Cr    = Crecimiento del follaje





FDT= Formación de tubérculos aéreos





Co   = Cosecha

Foto Nº2.- Estado fenológico de crecimiento
Foto Nº3.- Tubérculos aéreos en su 

                   estado máximo de desarrollo

CAPITULO 3.
DISCUSION DE RESULTADOS

3.1. Estudio Etnobotánico y Botánico
3.1.1.  Estudio Etnobotánico

La información recabada de los curanderos y herbolarios respecto al tubérculo aéreo como antiinflamatorio y antitumoral, tiene relación con la información bibliográfica, además la bibliografía reporta usos muy importantes como anticancerígeno y antisifilítico.


3.1.2.
Estudio Taxonómico y Descripción Botánica

La terminología empleada en la categorías taxonómicas para ambos sistemas de clasificación (Engler y Cronquist) presenta una marcada diferencia, debiendo indicarse que Engler (1956-1964) no considera la categoría de sub-clase para la calase monocotiledónea a diferencia de Cronquist (1988) que presenta clase y sub-clase, manteniéndose invariable en lo que respecta a la familia.

Las características morfológicas encontradas en la Dioscorea bulbifera L., esta corroborado por Mostacero (1993) y Dodson (1987), Montaldo (1991) respecto a la especie, solamente los rangos en cuanto a las medidas de las partes vegetativas son variables debido a los factores ambientales y suelos en que se desarrollan las plantas.

3.1.3.
Estudio Macromorfológico y Micromorfológico de las partes vegetales


Macromorfología y Micromorfología de la hoja

Las características morfológicas encontradas en la hoja de Dioscorea bulbifera L esta corroborado por Mostacero (1993) a nivel de familia, asimismo por León (1987), teniendo como característica resaltante ausencia de glándulas en la base del pecíolo, la que es frecuente en hojas de especies de Dioscorea.

La superficie adaxial como abaxial, muestran características similares, tanto en la forma de las células epidérmicas que la conforma, como por la presencia de estomas anomocíticos.  Los cloroplastos no se aprecian solamente en el parénquima en empalizada sino en todo el mesófilo, a diferencia de los tricomas que están únicamente en la superficie abaxial; los rafidios están en ambas caras.

Macromorfología y Micormorfología del tubérculo aéreo

Las características morfológicas encontradas en el tubérculo aéreo de la Dioscorea bulbifera L. esta corroborado por León (1987), solo que a diferencia de otros cultivares no exuda abundante mucílago.

La presencia de cloroplastos indica que el tubérculo aéreo tienen capacidad de fotosíntesis.  La formación de rafidios se aprecia indistintamente tanto en el tubérculo como en la hoja de esta especie.

3.2. 
Estudio Farmacognóstico
El tiempo requerido para el secado (48 ± 1 horas) es debido al elevado contenido de agua del tubérculo aéreo fresco (aproximadamente 75.24%) el mismo que se encuentra dentro de los valores normales para este órgano.37

El bajo rendimiento del extracto acuoso liofilizado del tubérculo aéreo de D. bulbifera ( aproximadamente 2% ), puede ser debido a las previas operaciones de precipitación y  centrifugación que se realizan con la finalidad de depurar al extracto de sustancias lastres.

Se han encontrado tanto en la droga seca y el extracto acuoso liofilizado: alcaloides, azúcares reductores, saponinas, flavonoides y glicósidos ; además de triterpenos-esteroides, aceites escenciales-grasas, fenoles , taninos y mucilagos en la droga desecada y principios amargos y astringentes en el extracto liofilizado.
El extracto acuoso liofilizado es muy soluble en agua debido a la naturaleza de los  metabolitos extraídos,  e insoluble en los demás solventes, debido a que el agua (el mas polar de los solventes) tiene una constante dieléctrica elevada (78.3).35
3.4. Estudio Toxicológico
3.4.1. Toxicidad Aguda según el método de dosis límite – Vía Intraperitoneal

Los ratones albinos  machos y hembras, al ser tratados con el extracto acuoso liofilizado de Dioscorea bulbífera a la dosis de 2000 mgkg–1 por vía intraperitoneal ; mostraron un 70 % y 80 % de mortalidad a las 24 horas post inoculación respectivamente y; al experimentar con dosis de 1000 mgkg–1, se observó mortalidad de  un 10 % en los machos y 30 % en las hembras, finalmente a las dosis de 500 mgkg –1, no se apreció mortalidad en ambos sexos.

Las DL50 obtenidas, para el caso de ratones albinos machos fue de 1638.953 mgkg-1 y para los ratones albinos hembras de 1328.647 mgkg-1 respectivamente.

Según la Tabla de Clasificación de Williams (1985), el extracto acuoso liofilizado se clasifica como “débilmente tóxico” por vía intraperitoneal a las dosis ensayadas.

Los resultados bioquímicos indican un aumento  significativo del nivel  de Glucosa a la dosis de 2000 mgkg-1, para los ratones albinos  en ambos sexos, mientras que a  1000 mgkg-1, se observa incremento no significativo también para ambos sexos y solo en los machos  con 500 mgkg-1 y en las hembras a la misma dosis un decremento no significativo.

Con respecto a los niveles de Colesterol indica que a la dosis de 2000 mgkg-1 en los ratones albinos machos hay una disminución no significativa, y en las hembras es significativa; en cambio a 1000 y 500 mgkg-1, hay un incremento no significativo para los ratones albinos machos , contrariamente en los ratones albinos hembras el incremento  si es estadísticamente significativo y apreciándose también una disminución no significativa , respectivamente.

En la dosis de 2000 mgkg-1, se observa un incremento no significativo en los niveles de Triglicéridos en los ratones albinos machos y en las hembras el aumento es significativo; en las dosis de 1000 y 500 mgkg-1 para el caso de ratones albinos machos la disminución es no significativa, sin embargo las hembras presentan diferente comportamiento con incremento no significativo y significativo respectivamente.

 En todos los casos, para los niveles de Creatinina, existe una disminución significativa  en los ratones albinos machos y hembras tratados con dosis de 2000 mgkg-1; y  en los machos con 1000 mgkg-1, mientras que en las hembras y en el  grupo de 500 mgkg-1 la disminución es no significativa. 

Los resultados del estudio hematológico, para los animales tratados por vía intraperitoneal indican que existen para los niveles de Hematocrito disminuciones significativas y no significativas de los ratones albinos en ambos sexos tratados con 2000 y 1000 mgkg-1, respectivamente; a excepción del grupo de ratones albinos hembras con 500 mgkg-1 se observa un incremento no significativo. 

Para el caso de los Linfocitos, hay una disminución  significativa en todos  los niveles de dosis ensayadas,  sólo para el caso de los ratones albinos machos en la dosis de 500 mgkg-1,contrariamente manifiestan un incremento no significativo del nivel de linfocitos.

En lo que respecta al nivel de Segmentados, para el caso de las dosis de 2000 y 500 mgkg-1, en los ratones albinos machos se presentó una disminución no significativa y en las hembras se observó un incremento no significativo y significativo respectivamente; y en 1000 mgkg-1, para los machos el incremento fue no significativo, contrariamente en las hembras fue estadísticamente significativo el incremento del nivel de Segmentados.

 Los resultados del peso corporal entre los estados basal y final para los ratones albinos en ambos sexos  indican un aumento  significativo en todos los niveles de dosis, a excepción de los ratones albinos hembras con 2000 mgkg-1 el incremento fue no significativo. 

3.4.2. Toxicidad aguda y a dosis repetida - vía oral

Dioscorea bulbifera presenta una DL50 por vía oral superior a los 2000mgkg-1 y es prácticamente no tóxica según la Tabla de clasificación de Williams (1985). 

No se observaron cambios obvios en los ensayos de toxicidad aguda como en la dosis repetida, tanto para casos de respiración, comportamiento, efectos cutáneos y acción gastrointestinal (salivación, diarrea, evacuaciones sanguinolenta, constipación).

Se evidencio disminución  significativo de los niveles de glucosa en ratones machos (p<0.001) y ratones hembras (p>0.05) cuando se administró dosis de 2000mgkg-1; se incrementó niveles de colesterol en ratones hembras (p<0.05) administrados con dosis de 100mgkg-1 /día/30días, en cambio en ratones machos el incremento se observó a la dosis de 2000mgkg-1 (p>0.05).

Dioscorea manifestó disminución de trigliceridos (p<0.05) en ratones machos mientras que en las hembras el incremento no fue significativo (p>0.05). La administración diaria de Dioscorea a la dosis de 100mgkg-1 durante 30 días manifestó disminución significativa de los niveles de creatinina en ratones de ambos sexos (p<0.01).

Dioscorea bulbifera incrementa el porcentaje de linfocitos en ratones machos (t=3.481, p=0.0045, α =95%) y ratones hembras (t=5.186, p=0.002, α =95%), mientras que los segmentados disminuyen en machos (t=4.329, p=0.001, α =95%), no altera los porcentajes de hematocrito tanto para ratones machos (t=0.2554, p=0.825, α =95%), como ratones hembras (t=0.01542, p=0.9880, α =95%), similar comportamiento se evidencio para el caso de eosinofilia en ratones machos (t=1.139, p=0.2769, α =95%).

Dioscorea bulbifera adminitrado a la dosis de 100mgkg-1/día/30días disminuye el peso corporal de ratones albinos de ambos sexos (p<0.01).

3.4.3. Evaluación genotóxica en células germinales

En el presente trabajo, los porcentajes de cabezas anormales de espermatozoides en los ratones albinos administrados con el extracto acuoso liofilizado de la “Papa aérea” de Dioscorea bulbifera, tienen correspondencia con el control espontáneo (animales  no tratados).

No se encontraron elementos de citotoxicidad ni variaciones en la proporción de cabezas anormales.

3.5.
Estudio Farmacológico
Actividad Analgésica

La actividad analgésica de una sustancia se puede determinar mediante pruebas antinoceptivas basada en la aplicación de un estimulo doloroso y la aparición de cambios típicos observables en la conducta del animal.  No se puede asegurar en estas pruebas que el animal tenga la sensación dolorosa de la misma manera que el humano.

Los analgésicos salicilatos son capaces de aliviar el dolor especialmente el que nace de una estructura somática, su acción es de origen periférico.

Dioscorea bulbifera administrado a la dosis de 1000mgkg-1 disminuye en forma no significativa el número de contorsiones abdominales en ratones albinos machos tiene un efecto inferior a indometacina administrado a la dosis de 10 mgkg-1 en los primeros 20 minutos post tratamiento del agente algésico.  La administración de Dioscorea a la dosis de 50mgkg-1 no presenta efecto analgésico.

Evaluación de la actividad y performance motora

Dioscorea bulbifera liofilizado manifestó estimulación no significativa de la actividad y performance motora en ratones  machos a la dosis de 50 y 4000mgkg-1 (p>0.05), siendo mejor la respuesta a la menor dosis, mientras que diazepam evidenció  perjuicio en la coordinación motora a la dosis de 3 y 5 mgkg-1 y el efecto fue dosis dependiente.

Actividad sobre el tránsito intestinal

La velocidad del tránsito intestinal es uno de los factores que determinan la intensidad de absorción del contenido luminal y regula la biodisponibilidad del carbón. El recorrido de transito intestinal del carbón activado en el grupo  tratado con liofilizado de Dioscorea a la dosis de 100mgkg-1 disminuyó significativamente (p<0.01) al igual que atropina (p<0.001).

Asimismo del análisis entre el peso del animal y la trayectoria del extracto (Coef. de correlación=0.688) el 47% de la variabilidad del desplazamiento del marcador en el grupo tratado con Dioscorea a la dosis de 100mgkg-1 podría deberse al peso de los ratones  mientras que el 53% a otros fractores exógenos; también se deduce que el desplazamiento  del extracto incrementa su recorrido en 1.198cm por cada gramo adicional de peso; manifestándose una significativa relación entre el peso del animal y la trayectoria del extracto.

Por otro lado el 78% de la variabilidad en el desplazamiento del marcador podría deberse a la longitud del intestino y que el desplazamiento de Dioscorea incrementa su recorrido en 0.84 cm por cada cm adicional de intestino.

Al relacionar peso de ratón en el grupo administrado con Dioscorea a la dosis de 100mgkg-1 con la longitud de intestino delgado, se determinó que el 44.64% de la variabilidad del intestino podría deberse al peso del ratón.

3.6.
Estudio Agrotécnico
3.6.1. De la propagación vegetativa

a. Enraizamiento

Indudablemente el corte de los tubérculos aéreos, induce a una rápida formación de raíces, destacando en forma estadística el corte en 1/3 el cual acelera el enraizamiento de 18.75 días en comparación al tubérculo entero posiblemente como una reacción hormonal al daño mecánico.

b. Emisión de brotes

Al igual que para el enraizamiento la inducción del brotamiento es inminente, sobresaliendo los tubérculos con corte a 1/3 acelerando el brotamiento en 14.5 días en comparación al tubérculo entero.  Asimismo el efecto de la rápida emisión de raíces y brotamiento para este tratamiento evidencia superioridad estadística para la altura de plantas, alcanzando 233.20 cm en 76 días.

3.6.2. De la identificación de plagas y enfermedades

La enfermedad endémica que afecta a Dioscorea bulbifera constituye la “antracnosis” inducido por Colletotrichum glocosporoides, constituyendo un factor limitante de la producción. 

Respecto a plagas la “arañita roja”, puede afectar seriamente al cultivo sobre todo en épocas de prolongado calor y bajas precipitaciones.

La plaga Cochinilla harinosa, se presenta en forma ocasional sobre todo cuando existe malezas representadas por gramineas, por lo que no constituye una plaga potencial.

3.6.3. Evaluación del Rendimiento

De las plantas evaluadas se logran obtener en promedio 23 tubérculos aéreos/planta cuyo peso promedio es de 102.2gr, obteniendo 2.35kg/planta y considerando una densidad de 3,333 plantas/Ha conducido con un tutor simple nos permitirá obtener un rendimiento de 7.83 Tn/Ha.  Este rendimiento es menor a las 20Tn/Ha registradas, posiblemente por las mayores densidades y manejo de tutores.

3.6.4. Fenología

Bajo nuestras condiciones se distinguen 3 estadíos fenológicos definidos caracterizados por el crecimiento del follaje (CF), la Formación y desarrollo de tubérculos aéreos (FDT) y la cosecha (Co).  El tiempo total transcurrido para completar las fases es de 6 a 7 meses.

CONCLUSIONES

· Dioscorea bulbifera L. de la familia DIOSCOREACEAE, es una planta herbácea de tallo voluble; tradicionalmente se usa como alimenticio, antiinflamatorio, anticancerígeno, antisifilítico, antitumoral, antilitiásico renal y antiulceroso, entre otros.

· Las hojas son simples y largamente pecioladas; peciolo con pulvino y alado en la base; con estomas anomocíticos y rafidios en el haz y envés; cloroplastos en todo el mesófilo y tricomas solamente en el envés.

· El tubérculo aéreo es de forma irregular muy variable y lenticelar, con cloroplastos y cristales en las primeras capas de la zona cortical, asimismo hay presencia de rafidios en la zona medular.

· La forma de secado del tubérculo aéreo fresco de D. bulbifera, permite obtener la droga seca con buena  calidad en un lapso  aproximado de dos días.

· El rendimiento del extracto liofilizado del tubérculo aéreo de D. bulbifera es aproximadamente el 2%.

· Existe una similar composición de metabolitos secundarios ( alcaloides, azúcares reductores, saponinas, flavonoides y glicósidos) entre la droga seca y el extracto acuoso liofilizado del tubérculo aéreo de D. bulbifera.
· El extracto acuoso liofilizado de D. bulbifera es muy soluble en agua  e insoluble en solventes menos polares.

· El extracto acuoso liofilizado de la papa aérea de Dioscorea bulbifera presenta una DL50 de 1638.953 mgkg-1 por vía oral y 1328.674 mgkg-1 por vía intraperitoneal en ratones albinos machos y hembras respectivamene; según la tabla de clasificación de Williams (1985), se considera “Débilmente tóxica”.

· En lo que respecta a los estudios bioquímicos de los animales inoculados por vía intraperitoneal con el extracto acuoso liofilizado de la papa aérea de Dioscorea bulbifera, incrementa no significativamente los niveles de glucosa, y disminuye no significativamente el nivel de colesterol, también produce un incremento no significativo de los triglicéridos;  además el nivel de creatinina.


En los estudios hematológicos, hay una disminución no significativa del hematocrito, así como también un incremento no significativo del nivel de linfocitos,  con respecto a los segmentados hay un incremento no significativo, y en general todos los animales incrementaron su peso corporal. 

· El extracto acuoso liofilizado de la “Papa aérea” de Dioscorea bulbifera, no presentó acción genotóxica sobre las células germinales, al no inducir incremento significativo en las anomalías morfológicas en la cabeza de espermatozoides.

· El extracto acuoso liofilizado de la “papa aérea” de Dioscorea bulbifera administrado durante  30 días a la dosis de 100 mgkg-1 p.o., disminuye los niveles de creatinina y glucosa e incrementa el colesterol en ratones albinos.

· El extracto acuoso liofilizado de la “papa aérea” de Dioscorea bulbifera no manifiestan efecto analgésico significativo a la dosis de 50 y 1000 mgkg-1 p.o.

· El extracto acuoso liofilizado de la “papa aérea” de Dioscorea bulbifera manifiesta estimulación de la actividad y performance motora no significativa a la dosis de 50 y 400 mgkg-1 p.o.

· El extracto acuoso liofilizado de la "papa aérea” de Dioscorea bulbifera manifiesta disminución del recorrido de tránsito intestinal a la dosis de 100 mgkg-1 p.o.

· Para la propagación utilizando tubérculos aéreos ya sea medianos o grandes, deben ser sometidos a un corte hasta 1/3, pues permite un mayor crecimiento.

· La principal plaga y enfermedad potencial constituye la “Arañita roja” y la “Antracnosis” (Colletotrichum glocosporoides) respectivamente. 

· Los rendimientos promedios a obtener bajo nuestras condiciones es de 7.83 Tn/Ha. 

· Las fenofases de crecimiento, formación de tubérculos y la cosecha se logra en un tiempo de 6 a 7 meses.
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