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RESUMEN

Introduccion: La Clinopodium weberbaueri es una planta oriunda de las regiones

interandinas del Per(, popularmente utilizada para calmar dolores gastrointestinales,
dolores de cabeza y colicos menstruales. Objetivo: Este estudio tuvo por objetivo

“Determinar el efecto antiespasmaodico in vitro de un extracto hidroalcohdélico de hojas

de Clinopodium weberbaueri en duodeno de Rattus rattus ”. Metodologia: se utiliz6

1 espécimen de Rattus rattus, quienes estuvieron privados de alimento 24 h. antes del
experimento, el sacrificio se realizd con sobredosis de Ketamina 0.46ml/kg de peso
del espécimen, se extrajo el duodeno, el mismo que fue lavado y fijado en el equipo
de 6rgano aislado; para la administracion de espasmogeno, se dividieron tres secciones
de duodeno, la primera seccion se le administro 0.2ml, a la segunda seccion 0.3ml, a
la tercera seccion 0.5ml de extracto hidroalcohdlico de Clinopodium weberbaueri al
20%, tras la induccién de 1 ml de Acetilcolina, luego se tomaron las lecturas de
amplitud correspondiente a través del equipo y el programa de cdmara de Organo

aislado. Conclusion: El extracto hidroalcohdlico de Clinopodium weberbaueri redujo

la amplitud de la contraccion a una amplitud de 0.2cm, 0.5cm y 1.5cm, respecto al
nivel basal siendo de 1.5cm. estas diferencias de amplitud muestran que el extracto

hidroalcoholico de Clinopodium weberbaueri tiene efecto antiespasmogeno.

Palabras claves: Amplitud, Antiespasmodico, Duodeno, extracto.
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ABSTRACT

Introduction: Clinopodium weberbaueri is a plant that occurs in the inter-Andean
regions of Peru, popularly used to soothe gastrointestinal aches, headaches and
menstrual cramps. Objective: This study aimed to "Determine the antispasmodic
effect in vitro of a hydroalcoholic extract of Clinopodium weberbaueri leaves in
Rattus rattus duodenum”. Methodology: 1 specimen of Rattus rattus who was
deprived of food 24 hours before the experiment, the slaughter was made with
overdose of Ketamine 0.46ml /kg weiht of the specimen, the duodenos was extracted,
the same that was washed and fixed in the equipment of ketamine 0.46ml/kg weight
of the specimen, the duodenum was extracted, the same that was washedand fixed in
the equipmentof isolated organ; for the administration of spasmogen, there sections of
duodenum were divided, the first section was administered 0.2ml, the second section
0.3ml, the third section 0.5ml of hydroalcoholic extract Clinopodium weberbaueri
at 20%, after the induction of 1 ml of Acetylcholine, then the corresponding amplitude
readings were taken through the equipment and the isolated organ camera program.
Conclusion: The hydroalcoholic extract of Clinopodium weberbaueri reduced the
amplitude of the shrinkage to an amplitude of 0.2cm, 0.5cm and 1.5cm, compared to
the basal level being 1.5cm. these differences in amplitude show that the

hydroalcoholic extract of Clinopodium weberbaueri has an antispasmogen effect.

Keywords: Amplitude, Antispasmodic, Duodenum, extract.
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l.- INTRODUCCION:

La Clinopodium weberbaueri (cangalle) es una planta arbustiva y aromatica que
pertenece a la familia Lamiaceae, se distribuye ampliamente en los valles interandinos
y zonas tropicales del Pert *. El uso tradicional e empirico de los componentes en su
conjunto (tallos, hojas y partes floridas) le atribuye efectividad ante dolores
gastrointestinales. Estudios realizados sobre el género Clinopodium, evidencian tener
diferentes metabolitos secundarios, entre ello, un alto contenido de flavonoides? 3 que
ejercen actividad frente a problemas de contracciones involuntarias en determinadas
fibras musculares o conocidas de otra forma como espasmos* que son producidas por
esfuerzos prolongados, movimientos bruscos o sometimiento a un intenso frio, como
en el caso de espasmos gastrointestinales que se presentan con intensos dolores

abdominales.®

Segun las investigaciones de Plasencia et al realizadas en el Peru en el afio 2013,
refiere que la consulta mas frecuente en pediatria esta relacionada a dolores del tipo
célico abdominal y que estos a su vez estan vinculadas a espasmos gastrointestinales,
tal es asi, que el porcentaje de consulta general en pediatria fue de 2 a 4%, en consulta
de gastroenterologia infantil de 7 a 25% y en servicios de urgencia fue 10% ©. Los
espasmos gastricos empeoran por la noche al bajar la temperatura, producto de ello los
dolores y cdlicos gastrointestinales son mas intensos, es asi como Fabrocini describe
las complicaciones de los espasmos gastricos en su libro publicado en el afio 2016 ’.
Una de las grandes regiones del Peru es la region sierra, en donde la temperatura baja
en tiempo de invierno y en ocasiones a lo mas extremo, si se toma en cuenta lo descrito

por Fabrocini, las complicaciones de espasmos gastricos fueron entonces un problema



para los habitantes de esta region en tiempos de invierno y lo sera también en los

posteriores si no se llegaran a tomar la prevencion correspondiente.

Para aliviar los dolores de espasmos, el personal de salud, recomiendan ciertos
antiespasmaodicos, grupo farmacoldgico que tiene como farmacos principales a la
atropina, Hioscina y la Escopolamina cuyo mecanismo farmacolégico, es la actividad
como antagonista competitivo; también existen medicinas naturales con potenciales
propiedades terapéuticas que de forma empirica son utilizadas por los pobladores para

aliviar diversos dolores de espasmos .

Debido a los antecedentes presentados y a otros estudios relacionados con los
problemas que ocasionan los espasmos, despertd el interés del presente estudio el cual
estaba orientado en demostrar el efecto antiespasmodico del extracto hidroalcoholico
de la Clinopodium weberbaueri tras la induccion de la acetilcolina en el duodeno de

Rattus rattus.

Objetivos:

Objetivo general:

v Determinar el efecto antiespasmodico in vitro de un extracto Hidroalcoholico

de hojas de Clinopodium weberbaueri; en duodeno de Rattus rattus.
Objetivo especifico:

v Determinar la amplitud de contraccion tras la induccion de acetilcolina.

v Determinar la amplitud de relajacion a través del efecto antiespasmadico.



I1. REVISION DE LA LITERATURA:
2.1. Antecedentes:

En la busqueda de antecedentes con actividad antiespasmddica, hasta la actualidad no
se hallaron evidencias de estudios cientificos con la especie Clinopodium weberbaueri
que compruebe tal actividad; pero existen reportes de estudios vinculados al lugar de
procedencia, el nombre comln y uso medicinal en su forma tradicional que refieren
tener actividad antiespasmaodica, asi mismo, se hallaron evidencias de estudios sobre

la familia de esta especie donde demuestran tener el efecto antiespasmaodica.

Los reportes mas actuales sobre Clinopodium weberbaueri esta lo registrado por
Sotelo et al en el afio 2014, donde refiere que la especie Clinopodium weberbaueri
(Mansf.) Grovaerts, tiene como Sinénimo a Satureja weberbaueri Mansf., segun los
registros para el area del norte del Perud, asi mismo manifiestan que esta especie
pertenece a la familia Lamiaceae; el nombre comun para la Clinopodium weberbaueri
segun el registro de los autores, es Orégano cangle para el norte y Runtuhuayra para

el sur del Peru.

En Trujillo, Mostacero 8 en el afio 2005, realizo un estudio sobre Caracteristicas
edafoclimaticas y fitogeograficas de las plantas medicinales del dominio andino
noroccidental del Per(, durante1976 al 2004, donde el objetivo principal fue conocer
el habitat, nicho ecoldgico y las asociaciones vegetales a las que pertenecen las
diferentes especies de plantas medicinales propias o nativas del Peru; la metodologia
que siguid para alcanzar el objetivo fue a través de una amplia revision y analisis de
informacion bibliografica existente sobre las especies de plantas medicinales del Peru;

donde en una de sus conclusiones indican que los datos fenoldgicos y ethomedicinales



de las 163 especies estudiadas detallan las épocas de floracion, fructificacion y
propagacion; asi como las partes del vegetal utilizadas, formas de preparacion y usos
etnomedicinales; entre las que se encuentra la Satureja weberbaueri (sinbnimo de
Clinopodium weberbaueri) representado con su nombre comin Orégano de gentil y

con efectos antiespasmodicos segun el uso tradicional.

Galan y Sanchez ° en su libro Principios de botanica farmacéutica publicado en el afio
2013 en Perq, refieren que la Satureja weberbaueri (sinonimia de Clinopodium
weberbaueri) tienen como nombre comin Orégano cangle y Orégano de gentil que se
distribuye por el departamento de Cajamarca, la libertad y Ancash, sus componentes
de la planta son utilizadas de forma tradicional en infusiones o coccion y se bebe como

te para aliviar o disminuir dolores de estdmagos.

Teniendo conocimiento que la Clinopodium weberbaueri pertenece a la familia
lamiaceae, otra especie que pertenece a esta familia es la Satureja brevicalix Epling y
la Melissa officinalis L. especies de los que se han reportado estudios cientificos sobre

la actividad antiespasmaédica 011,

Un estudio realizado por Sare y Varas 1° en el afio 2015 sobre las caracteristicas
fisicoquimicas y efecto del aceite esencial de las hojas de Satureja Brevicalyx Epling
sobre ileon aislado de Cavia porcellus. Cuyo objetivo fue determinar las caracteristicas
fisicoguimicas y el efecto del aceite esencial de hojas de Satureja brevicalyx al 0,5%,
1%, 2,5% y 5% sobre ileon aislado de Cavia porcellus bajo el método experimental
de “6rgano aislado”. Donde se utilizaron diferentes concentraciones, las cuales fueron
de 0,5%, 1%, 2,5% y 5%; y como agente contracturante utilizaron acetilcolina, donde

llegaron a la conclusion que a concentracion del 5% del aceite esencial de S. brevicalyx



reduce la amplitud y frecuencia de las contracciones del musculo liso del ileon de

Cavia porcellus, dandole el efecto antiespasmadico.

Ruiz ** et al realizaron un estudio en el 2004 en Cuba sobre la actividad espasmolitica
de una tintura de Melissa officinalis L. en modelos experimentales, el objetivo de esta
investigacion fue validar la propiedad espasmolitica de la Melissa officinalis L.,
descrita por la medicina popular, para lograr el propoésito de este estudio, al primer in
vitro, evaluaron la respuesta de la Melissa officinalis en ileon aislado de cobayo, frente
a las contracciones inducidas por diferentes espasmogenos, se realizd un segundo
experimento in vivo en la cual evaluaron la actividad del transito intestinal en ratones
y a un tercero aplicaron un modelo de diarreas en ratas, aplicaron etanol a todos los
modelos como menstruo, y papaverina como control positivo, el resultado del
experimento fue la accion antiespasmaodica efectiva de la Melissa officinalis L, especie

que pertenece a la familia de las Lamiaceae.

2.2.-Bases teoricas:

2.2.1. Clinopodium weberbaueri (cangalle)
2.2.1.1-Descripcion botanica:

La Clinopodium weberbaueri es una especie que pertenece a la familia
lamiaceae, planta arbustiva rigurosamente erecta con presencia de
ramas delgada y puberulenta de hojas oblongo — elipticas y reducidas
en los extremos, de 1.5 a 2 cm de largo por 7 a 9 de ancho de haz verde
oscuro y enves verde claro, de flor bilabiada, pedicelos de 10 a 12 en
las axilas alrededor de 1 mm de largo de corola morada y fruto

tetraquenio®?.



2.2.1.2.-Estudio taxonémico:

El material vegetal en estudio fue identificado cientificamente el 7 de
julio del 2017 por el Herbarium Truxillense (HUT) de la Universidad
Nacional de Trujillo y fue inscrita bajo el codigo N° 59171; el nombre
de la familia y la especie del material vegetal en estudio proporcionado
por el Herbarium Tuxillense (HUT) nos permitieron revisar otro
fuente de estudio de investigacion que proporcionaron la similitud del
estudio taxondémico de la especie brindada por Herbarium Truxillense,

en donde se puede consignar en la siguiente tabla'?.

Tabla N° 01: Taxonomia — Clinopodium weberbaueri
CLASE: Equisetopsida C.
SUBCLASE: Magnoliidae
SUPERORDEN: Asteraceae
ORDEN: Lamiales
FAMILIA: Lamiaceae
TRIBU: Mentheae
GENERO: Clinopodium L.
ESPECIE: Clinopodium weberbaueri (Mansf.) Govaerts
NOMBRE COMUN: Cangalle, Orégano cangle, Runtuhuayra.

2.2.1.3.-Biodiversidad de la familia Lamiaceae:

La familia actualmente siendo Limiaceae ha presentado 21 géneros y
190 especies hasta el afio 2006, siendo en su mayoria arbustos y hierbas,

considerandose también especies endémicas de las regiones altoandinas



del Perud, entre las que se encuentran la especie Clinopodium
weberbaueri?.

2.2.1.4.-Distribucion geogréfica:

La Clinopodiun weberbaueri es una especie ampliamente diverso en
los valles y regiones altoandinas del Per( de clima relativamente
templado con variacion segin la estacion y entre altitudes de 1500 a
3600 m.s.n.m; reportes de estudios describen la existencia de
Clinopodium weberbaueri en los departamentos de Ancash,
Cajamarca, la Libertad y Apurimac; la especie vegetal se desarrolla en
suelos rocosos, piedras areniscas y calizas, terrenos negros que se
encuentran en forma de pendientes o laderas® 2,
2.2.1.5.-Antecedentes etnobotanico:

Siendo la Clinopodium weberbaueri recolectada en el distrito de
Huandoval de la provincia de Pallasca del departamento de Ancash,
pobladores del distrito en mencion, manifiestan su uso tradicional y
empirico frente a dolores gastrointestinales, dolores de cabeza, colicos
menstruales, problemas de resfriados, asi mismo manifiestan que en

altas concentraciones pueden ser abortivas.

2.2.2.-Espasmos:

El espasmo es una contraccion involuntaria de determinadas fibras musculares
que puede provocar un aumento de la tension muscular como también un
acortamiento que no pueden eliminarse de forma voluntaria y estan

acompafiado de dolor leve o intenso, puede darse por falta de oxigenacién de



los musculos o por la pérdida de liquidos y sales minerales que son de vital
importancia para el buen funcionamiento del musculo, o puede darse también
como consecuencia de un esfuerzo prolongado, movimientos bruscos o por
sometimiento a un intenso frio®.

2.2.2.1.-Actividad antiespasmodica:

Es la funcion efectiva que cumple una o varias sustancias quimicas o
naturales frente a problemas de espasmos reduciendo la contraccion y
aliviando el dolor del musculo afectado causado por un aumento de
Acetilcolina, las sustancias que actuan como antagonista competitivo
impide la despolarizacion de la célula muscular y por consiguiente a su

posterior contraccion®®,

2.2.2.2.-Mecanismo de la contraccion muscular segun el
fundamento quimico molecular:

Segun el fundamento quimico molecular de la contraccion, cuando los
impulsos nerviosos llegan a la estructura de una fibra muscular se
propagan por su sarcolema y avanzan hacia el interior a traves de sus
tubulos-T; ello aumenta la permeabilidad y provoca la liberacion de los
iones de calcio (Ca™) de los sacos de la reticula sarcoplasmica en el
sarcoplasma; en la fibra muscular en reposo, los miofilamentos de la
actina y miosina estan inhibidos de interactuar debido a la presencia de
una proteina denominada troponina; sin embargo, cuando son
liberados, los iones de calcio se unen a la troponina e inhiben su accion;

esto se da porque con dos cargas positivas, los iones de calcio son



atraidos hacia las cargas negativas de los miofilamentos de actina y de
los puentes cruzados de miosina; este proceso genera un enlace
electrostatico entre los miofilamentos de actina y miosina; de forma
especifica los puentes cruzados de miosina se unen a los miofilamentos
de actina; entonces los puentes se destruyen y los miofilamentos de
actinas son empujados hacia el centro del sarcomero y a continuacion
el musculo se contrae y se genera la tension. La fuente inmediata de
energia para la contraccion muscular es el componente adenosina
trifosfato (ATF); por lo tanto, es evidente que los musculos estan total
y absolutamente subordinados a los impulsos nerviosos para su
activacion; esto quiere decir que sin impulso nerviosos no puede

generarse tension'?.

2.2.2.3.-Acetilcolina:

La acetilcolina es un neurotransmisor constituido por la unién de la
colina y acetato, se almacena en vesiculas presindpticas de las
terminaciones sinaptica; la acetilcolina se libera cuando el potencial del
nervio (PAN) se propaga hasta la terminal sindptica y que por
exocitosis se libera el neurotransmisor al espacio sinaptico para
interaccionar con sus receptores postsinapticos localizados en las
estructuras efectoras; por otra parte, la acetilcolina es considerada

también como un transmisor de los impulsos nerviosos °.



2.2.2.4.-Mecanismo de contraccion por accion de la acetilcolina:

Al producirse un impulso nervioso, la acetilcolina es liberada desde la
terminacion presinaptica para unirse a los receptores nicotinicos
postsinapticos, dando lugar a la apertura de los canales i6nicos, donde
el sodio y el calcio entra al interior de la célula y dejando salir al
potasio, generandose de esta manera la despolarizacion vy
produciéndose la contraccién muscular; cabe indicar que los receptores
nicotinicos se encuentran fundamentalmente en la placa motora tanto a
nivel presinaptico como a nivel postsinaptico (aumentan la liberacion
de acetilcolina frente a potentes estimulos, actlan como
retroalimentacion positiva) y son los responsables de la despolarizacion

y contraccion muscular?®,

2.2.2.5.-Mecanismo de la relajacion muscular:

Si la contraccion muscular es producida por la activacion de la
troponina a través de los iones de calcio permitiendo esto la union de
actina y miosina, la relajacion muscular depende de la disminucion y el
bombeo rapido de los iones de calcio (Ca*) desde el citoplasma hacia
el reticulo sarcoplasmico, al salir los iones de calcio (Ca*) producira
que la tropomiosina regrese a su estado anterior tapando el lugar de
union de la actina y por ende la miosina no tendra a donde unirse y
posteriormente se llevara a cabo la relajacion muscular®’.

Gal 8et al en el afio 2001 en su libro bases de la fisiologia publicado

en Espafa refieren lo siguiente, para que se produzca una relajacion
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muscular los niveles de calcio (Ca*) citoplasmatico tiene que volver a
ser bajos, quien se encarga de retirar los iones de Ca™* del citoplasma es
la bomba de Ca*-ATPasa que se encuentra en el reticulo sarcoplasmico,
la disminucion de los iones de Ca* citoplasmatico restablece la
configuracion inhibidora de la troponina y tanto los filamentos gruesos
como los filamentos finos vuelven a su estado de reposo causando de

esta manera la relajacion muscular.

2.2.3.-Rattus rattus var. albinus o ratas de laboratorio.

Los Rattus rattus de la variedad albina, son utilizadas ampliamente en
experimentos de estudios cientificos las cuales dentro de esta variedad
podemos encontrar entre ellas a los Rattus rattus Sprague dawley y wistar
que son ratas hibridas albinas que provienen de las cepas de la especie Rattus
nevergicus y son de mayor utilizacion en experimentos; estas especies son de
cabezas largas de una alta tasa de reproduccion, cuyo temperamento calmado
son de facil manejo para el cientifico y los técnicos de laboratorio®®.

Existen diversas técnicas y maniobras para poder coger los Rattus rattus de
laboratorio, si bien estas pueden ser ddciles siempre se debe de tener la
precaucion y el conocimiento respectivo para poder cogerla y maniobrarla en
los trabajos; las primeras maniobras consiste coger a la rata con la mano habil
por el térax de forma envolvente pero colocando la los dedos de la mano y a la
ves sujetando los diferentes lugares estratégicos que pueda impedir que el
animal mueva la cabeza y sus patas delanteras, en caso de las ratas de mayor

tamafio se sugiere cogerla con ambas manos, con la mano libre se da apoyo a
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los cuartos traseros del animal y con la otra mano se coge las extremidades
posteriores y la parte de la cola esto permitira la inmovilizacion de las ratas?.

2.2.3.1.-Ubicacion del duodeno de Rattus rattus:

El duodeno del Rattus rattus es la parte del intestino delgado situada
en la parte final del estbmago y esté sujeto por el mesoduodeno cuyo
origen es la derecha de la raiz del mesenterio, el pliegue duodenocélico
se extiende entre la parte ascendente del duodeno y la hoja derecha del

mesocolom descendente??
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111.- HIPOTESIS:

La Clinopodium weberbaueri pertenece a la familia lamiaceae, esta familia de especie
vegetal contiene flavonoide entre sus metabolitos secundarios y si los flavonoides
tienen actividad antiespasmaodica, entonces la Clinopodium weberbaueri también

tiene efecto antiespasmodico sobre el duodeno de Rattus rattus.
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IV.- METODOLOGIA:

4.1.-Disefio del estudio:

4.1.1.-Tipo de estudio:

La determinacion del efecto antiespasmodico del extracto hidroalcohdlico de
Clinopodium weberbaueri al 80% fue un estudio del tipo experimental, ya que
permitié analizar el efecto producido por la variable independiente del extracto
hidroalcoholico sobre la variable dependiente del efecto antiespasmaddico en
duodeno in vitro de Rattus rattus?.

4.1.2.-Nivel de investigacion:

El nivel del estudio fue de enfoque cuantitativo.

Figura 01: Desarrollo de los procedimientos para alcanzar el objetivo.

Recoleccién de la muestra vegetal Seleccidn de la muestra vegetal

—_—

e M

Lavado de la muestra vegetal - Secado de la muestra vegetal

=

Pulverizado de la muestravegetal |— » Preparacién del extracto seco

L

Analisis fitoquimico —— | Preparacién del extracto H. Cow. al 20%

e

Preparacion de Tyrode — »| Preparacion de sobredosis de Eetamina

e

Preparacion del duodeno de Rattus Determinacién de la amplitud frente a
rattus £5pasmo Zeno
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4.1.3.- Preparacion de la muestra vegetal? 2% 2°:
4.1.3.1.-Recoleccion de la muestra vegetal:
La muestra vegetal fue recolectada en el distrito de Huandoval de la
provincia de Pallasca del departamento de Ancash; a horas entre 1:00
pm a 3:00 pm, (se evitd recoger muestras humedas debido al mes
lluvioso en esta provincia) del mes de abril del 2018.
4.1.3.2.-Seleccidn de la muestra vegetal:
Se realizo la seleccion de la muestra vegetal en el laboratorio de la
Universidad Catolica los Angeles de Chimbote. Este proceso se hizo
con el fin de separar las hojas que no se encentraban en condiciones
favorables para el proceso de obtencidn del extracto seco.
4.1.3.3.-Lavado de las hojas de la muestra vegetal:
La muestra vegetal se lavo con agua potable para eliminar impurezas
como tierra y polvo de las hojas y posteriormente se enjuago con agua
destilada.
4.1.3.4.-Secado de la muestra vegetal:
Se llevo la muestra vegetal a una estufa para el secado respectivo siendo
la temperatura de 50°C
4.1.3.5.-Pulverizacion de la muestra vegetal:
Para la pulverizacion respectiva de la muestra vegetal se utilizo el
molino de aspas, una vez pulverizada la muestra, se introdujo a un

frasco ambar y se conservo para su posterior proceso.
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4.1.4.-Metodologia experimental:
4.1.4.1.-Preparacion del extracto seco?:

a). Se peso 100g de hojas de Clinopodium weberbaueri pulverizada y
se agrego en un frasco ambar de boca ancha.

b). Luego se preparé 500ml litro de alcohol de 80°

Cl1XV1=C2 XV2

80° X 500ml =96° X V2

,_ B80°X500ml _ 40,000°/ml

57 gge— 416.66ml

416.66 se tomara de alcohol de 96°

c). Una vez obtenido el alcohol de 80°, se agreg6 al frasco ambar que
contenia los 100 g de muestra vegetal pulverizada y se dejé macerar
por 7 dias previa refrigeracion.

d). Después de los 7 dias se retird la muestra del frasco ambar y se
procedio al filtrado por medio de la bomba de filtrado al vacio.

e). Luego de haber terminado con el filtrado, se realizo la obtencion del
extracto seco; para ello, se llevo la muestra filtrada al equipo rota vapor;
la finalidad de este proceso fue destilar el alcohol y evaporar el agua,
quedarnos con el extracto puro.

f). El extracto obtenido se guardd en un recipiente porta muestra el cual
fue tapado y forrado con papel aluminio, previa rotulacion con el

cddigo respectivo.
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4.1.5.-Anélisis fitoquimico del extracto hidroalcoholico de Clinopodium
weberbaueri:
4.1.5.1.-Reaccion de caracterizacion para la determinacion de
flavonoides®> 2,
a). Reaccién de FCls.

Se cogi6 una alicuota del extracto seco de Clinopodium weberbaueri y
se diluyo en 5ml de etanol, a esta solucion se le agrego unas gotas de
FCl3, y se obtuvo como resultado positivo para flavonoides una

coloracién azul verdoso.

Tabla 02: Identificacién de flavonoides a través de la
reaccion con FCl;
Estimacion:
Dilucion Mas Resultado | cruces en
base 4
Alicuota de E. Cw. | 4gotas Color azul
en 5 mlde etanol | de FClz | verdoso ++++

4.1.6.-Preparacion de concentracion de extracto Hidroalcohdlico de
Clinopodium weberbaueri:
4.1.6.1.- Concentracion de extracto Hidroalcoholico de C. w. al

20%

1ml C.w. 1ml 100%

X Iml____ 20%

X=0Z2mlC.w

0.2ml de C.w.estuvo contenido en 1 ml de H20 destilada
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4.1.7.-Preparacion de la solucion Tyrode?” %,

En un recipiente que contiene H>O destilada se afiadiran las siguientes

sustancias.

Cloruro de sodio (NaCl) 8.0g

Cloruro de potasio (KCI) 0.20g

Cloruro de magnesio (MgCl,) 0.1g

Cloruro de calcio (CaCly) 0.20g

Bifosfato de sodio (NaH2POs) 0.05g

Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 1.0g

Glucosa 1.0

H20 destilada completar hasta 1L.

4.1.8.-Preparacion de sobredosis de Ketamina segun el peso del espécimen

(para el sacrificio del espécimen).

80mg de Ketamina X 0.291 mg ( peso del especimen 1) = 23.28mg

50mg 1ml

23.28mg _____ X
X =0.46ml
4.1.9.-Preparacion del duodeno de Rattus rattus:
El espécimen fue sacrificado mediante una inyeccion intraperitoneal con
Ketamina a sobredosis de 0.46ml més la inhalacion de Cloroformo;
posteriormente se abrid la cavidad abdominal y se extrajo la porcion del

duodeno, esto fue seccionado en tres partes iguales, estas partes a su vez fueron
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colocadas en una placa Petri para su posterior lavado con solucion de Tyrode
y que luego fue fijado en el equipo de 6rgano aislado?.

4.1.10.-Determinacion de la amplitud frente a espasmoégeno:

Se dejé estabilizar las tres muestras de duodeno del espécimen en la cdmara
de 6rgano aislado (uno en cada cdmara) por 10 minutos, luego se afiadié a cada
camara de 6rgano aislado 0.25ml de Acetilcolina Diluida (0.25ml = 5gotas) y
se registré el tono por 3 minutos, luego se aplicoé volimenes de 0.2, 0.3y 0.5ml
del extracto Hidroalcoholico de Clinopodium weberbaueri al 20% (0.2ml = 4
gotas, 0.3ml = 6 gotas, 0.5ml = 10 gotas), con un intervalo de dosis de 3
minutos; posteriormente se aplicd el ultimo volumen y se registro el tono por
10 minutos, y luego se realizo el lavado de la camara de érgano aislado por 2
veces con solucion de Tyrode; finalizando el procedimiento se realizo el

andlisis de los resultados obtenidos.

Tabla 03: Esquema de los procedimientos para la determinacion de la amplitud
frente a espasmaégeno.

Aplicar
Introducir Anadir diferente Lavado
N° de Secciones ala Acetilcolina | Registrar volumen Registrar de
Espécimen de COAYy diluida el tono del el tono C.OA
duodeno | estabilizar E.H.C.w. al con
X 10 20% _ Tyrode.
minutos Intervalo
de
voliumenes=
3 min
Sec. 1 4 1ml Por Por 10 | Por 2
Esp. 1 3 min. 0.2ml min. veces
Sec. 2 4 1ml Por Por 10 | Por 2
3 min. 0.3ml min. veces
Sec. 3 4 1ml Por Por 10 | Por 2
3 min. 0.5ml min. veces

C.0.A.= Cédmara de organo aislado, E.H.C.w.

weberbaueri.

= Extracto Hidroalcohdlico de Clinopodium
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4.2.- Poblacion y muestra:

4.2.1.-Poblacion vegetal:

Conjunto de hojas de Clinopodium weberbaueri.

4.2.2.-Poblacidn biolégica:

Rattus rattus — 1 espécimen

4.2.3.-Muestra vegetal:

Se emplearon 1 kg de hojas frescas de Clinopodium weberbaueri.

4.2.4.- Muestra Biologica:

Tres secciones de duodeno de Rattus rattus.

4.3.- Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores:

Tabla 04: Definicidn y operacionalizacion de variables e indicadores

Variables Definicion Definicion Indicadores
conceptual operacional
Efecto Relajacion  del | -Amplitud
] antiespasmaodico musculo liso ]
Dependiente intestinal -Frecuencia

Independiente

Extracto
hidroalcohodlico

Concentracion de
Clinopodium
weberbaueri  al
20%

Dosis de extracto
de Clinopodium
weberbaueri.

4.4.- Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:

Para este estudio se utilizo la técnica de observacion directa, registro, dosis — respuesta

que se observaron en la evaluacion del efecto antiespasmddico del extracto



hidroalcohdlico delas Hojas de Clinopodium weberbaueri; los datos obtenidos fueron

registrados en fichas de recoleccion de datos®.
4.5.- Plan de anélisis:

Los resultados del anélisis se muestran a través de las tablas y graficos de barra, donde

se evidencian los niveles de amplitud hallados tanto para la contraccion y relajacion®..
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4.6.- Matriz de consistencia:

Tabla N° 05: Matriz de consistencia

Titulo del estudio: EFECTO ANTIESPASMODICO IN VITRO DE UN EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE HOJAS DE
Clinopodium weberbaueri EN DUODENO DE Rattus rattus.

de Clinopodium
weberbaueri.

hidroalcohélico
de Clinopodium
weberbaueri

Objetivos Hipbtesis Variables Definicion Indicadores | Disefio  de | Método de | Poblacién y
operacional estudio estudio muestra
1.- Obtencion del | Poblacion:
_ o _ extracto o
Dependiente: Relajacion del | -Amplitud hidroalcoholico 1 espécimen
musculo  liso ) ) de Clinopodium | de Rattus
“Determinar el Efe_cto » intestinal -Frecuencia Tipo de | \veberbaueri. rattus
efecto antiespasmodico estudio:
antiespasmodico | El extracto | sobre el musculo ) 2 - Induccién de | Muestra
in vitro de un | hidroalcohdlico | |iso intestinal. Experimental | o ioct0 de | vegetal:
extracto de Clinopodium Clinopodium .
Eidroachhé"COd \é\:%tc)tegbauerl tiene weberbaueri  al élgg de hojas
e ojas e ¢ o . ] . . i 20% . -
Clinopodium antiespasmodico | Independiente: | Concentracion | Dosis de | Nivel de 0 Clinopodium
. de Clinopodium | estudio: o i
weberbaueri: en | Sobre el duodeno Concentracion del | . podiun 3.Determinacion | weberbaueri
duodeno de | de Rattus rattus Clinopodium weberbaueri Cuantitati del efecto
. extracto weberbaueri al uantitativo - o Muestra
Rattus rattus hidroalcohslico ) antiespasmaodico biologica:
20% del extracto | Plologica:

3 secciones de
duodeno de
Rattus rattus.
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4.7.- Principios éticos:

Teniendo en cuenta la Declaracion de Helsinki, se promovid la recuperacion del
conocimiento tradicional sobre el uso de las plantas medicinales, no solo para
preservar su legado cultural, sino también para registrar informacion relevante y
demostrar cientificamente sus efectos terapéuticos que serviran como nuevas fuentes
de medicamentos y otros beneficios para la humanidad. En el caso del manejo de
animales de experimentacion se realizara con respeto de su bienestar de acuerdo a los

propasitos de la investigacion, promoviendo su adecuada utilizacion®2.,
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V. RESULTADOS:

5.1 Resultados:

Tabla 6: Determinacién de la amplitud y disminucion de la concentracion

Amplitud y disminucién de la contraccion
Amp. En cm Nivel sobre el basal

Basal 1.5cm
Contraccion con | 3¢m Sobre el nivel del basal
Ach. — 1ml
E.Cw. al 20% -|13cm Por debajo del basal
0.2ml
E.Cw. al 20% -|1cm Por debajo del basal
0.3ml
E.Cw. al 20% - |Ocm Por debajo del basal
0.5ml

Figura 2: Representacion grafica lineal de los niveles de amplitud contraccion y
relajacion del duodeno de Rattus rattus.

Amplitud de contraccion y relajacion de duodeno de Rattus rattus

3.5 4
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(] 25 T
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c 3 14
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o a
[} 0.5 A
T 3
S 0
%_ Basal Contraccion Relajacion Relajacidn Relajacion
£ inducidax Imlde  producida x 0.2ml producida x 03ml producida x 0.5ml
< Ach de E.Cw. de E.Cw. de E.Cw.

Tratamiento con E. de Cw. al 20%
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Figura 3: Amplitud de relajacion del duodeno por accion del extracto hidroalcohdlico
de hojas de Clinopodium weberbaueri en comparacion con la amplitud de contraccién

provocada por acetilcolina.

Amplitud de relajacion de duodeno respecto al basal y Ia
amplitud de la contraccién
3.5 4
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o U 1
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T 0 05 A

S _% \ 4

2w 0-

o v Basal Contraccién Relajacién Relajacion Relajacion

g inducida x 1Iml  producida x producida x producida x
deAch = 0.2mldeE.Cw. 03mldeE.Cw. 0.5mldeE.Cw.
Tratamiento con E.Cw. al 20%

Las determinaciones de las medidas estan dadas por la resta entre el pico de la
contraccion provocada por acetilcolina y el punto de referencia alcanzado por los

distintos volumenes del E. H. Clinopodium weberbaueri al 20%.

Figura 4. Amplitud de relajacion del duodeno por accion del E.H.C.w. En

comparacion con el nivel de la amplitud de contraccion provocada por acetilcolina.

Amplitud de relajacién del duodeno de RAttus rattus
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contraccion relajacion producida relajacion producida relajacion producida
producida por Aco. por 0.2ml de E.C.w. por 0.3ml de E.Cw. por 0.5ml de E.C.w.
Tratamiento con ECw. al 20%

25



Figura 5: Amplitud de la relajacién del duodeno en comparacién con la amplitud

basal
15 + t -
. 0.2cm 0.5cm
1.5cm
05
0

Basal Contraccian Relajacion Relajacion Relajacion
inducida x 1ml producidax producidax03ml  producida =
de Ach 0.2ml de E.Cw. de E.Cw. 05mlideE. Cw.

Tratamiento con E.Cw. al 20%

Figura 6: Amplitud de relajacion del duodeno por accién del extracto hidroalcohdlico
del de las hojas de Clinopodium weberbaueri en comparacion con la amplitud basal.

Amplitud de relajacion de duodeno por accién del extracto de
Clinopodium weberbaueri en comparacion con la amplitud basal
1.6 1 1.5cm
€14 ] -
C
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U 08
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o 06 A .5cm
© 04 A
g 0.2cm
il :
o
20
= Relajacion Relajacion Relajacion
£ producida x producida x producida x
< 0.2ml de E.Cw. 0.3ml de E.Cw. 0.5ml de E.Cw.
Tratamiento con E.Cw. al 20%

Las medidas de la amplitud para esta representacion estan en relacion de la resta entre

el nivel basal menos el nivel de referencia alcanzado por las distintas dosis.
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5.2 Analisis de resultados:

Siendo la Clinopodium weberbaueri una especie vegetal que pertenece a la familia
Lamiaceae segun la descripcion taxondémica realizada por el Herbarium Truxillense
(HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo, y que dicha familia de esta especie
vegetal posee entre sus metabolitos secundarios un alto contenido de flavonoides
segun lo referido por Sierra et al*® en el afio 2013; los flavonoides poseen diversos
efectos medicinales y entre lo que menciona Lépez en su estudio del afio 2002, el
efecto antiespasmaddico®. Por ello, a partir de los hallazgos encontrados en este
estudio, aceptamos la hipotesis, que establece que el extracto hidroalcohdlico de
Clinopodium weberbaueri tiene efecto antiespasmodico, estos resultados guardan
relacion segun los autores mencionados respecto a la familia lamiaceae y a la actividad

de los flavonoides.

Teniendo referencia que la Satureja brebicalys pertenece a la familia lamiaceae, un
estudio realizado por Yapuchura® en el afio 2010 respecto a esta especie, determino a
través de sus resultados hallados mediante el analisis fitoquimico, que existe 16.0 mg
de flavonoides por gramo de muestra de Satureja brebicalyx. La evidencia de la
existencia de flavonoide en la familia lamiaceae al cual pertenece la Satureja
brebicalyx y demostrado por Yapuchura contrasta con el resultado hallado en este
estudio tras la realizacion de la prueba de reaccion con el tricloruro férrico para la
muestra de Clinopodium weberbaueri hallandose como resultado positivo a esta
reaccion, una coloracion azul verdoso tal como se muestra en la tabla 02; ambas
evidencias comprueban y confirman la existencia de flavonoide en la familia

lamiaceae.
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Tras la induccion de Acetilcolina a la muestra de duodeno de Rattus rattus, se hallaron
resultados de contraccion muscular, mostrando una amplitud de 3cm tal como se
muestra en la figura 2 ; esta evidencia de contraccion muscular se relaciona con
diversas fuentes de informacién respecto a la accion de la Acetilcolina, asi mismo, se
puede confirmar con lo descrito por Carrasco y Ayuso'® donde refieren que la
acetilcolina al ser liberada desde las terminaciones presinapticas se une con el receptor
nicotinico postsinapticos, ocasionando la apertura de canales i6nicos donde el sodio y
el calcio se introducen en la célula a través de los canales y desplazando al potasio
hacia el exterior de la célula y por consiguiente produciéndose la despolarizacion y

con ello provocando la contraccion muscular.

Referente a la efectividad del extracto de Clinopodium weberbaueri a una
concentracion de 20%,muestra en los resultados obtenidos en este estudio, una
disminucion en la amplitud de la contraccion muscular, tal como se muestra en la
figura 2, 3y 4, la efectividad de Clinopodium weberbaueri a una concentracion de
20% respecto a la disminucion de la contraccion muscular, es contrastable con el
resultado mostrado por Ruiz et al*' en el estudio realizado para la Actividad
espasmolitica de una tintura de Melissa officinalis L. en modelos experimentales, que
también demuestra efectividad de la disminucion de la contraccion muscular a una
concentracion de 20% para Melissa offisinalis; la Clinopodium weberbaueri y la
Melissa offisinalis pertenecen a la familia lamiaceae y esto sigue reafirmando que
dicha especie posee efecto frente a espasmos, con ello la Clinopodium weberbaueri

va tomando mayor fuerza de credibilidad en cuanto a su efecto antiespasmaédico.

Los resultados hallados tras las diferentes volumenes con extracto de Clinopodium

weberbaueri mostraron diferencias en la reduccion de la amplitud respecto a
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contraccion muscular inducida por la Acetilcolina, siendo esto para el volumen de
0.2ml de extracto al 20%, alcanzo una reduccion de la amplitud de 0.2cm, para el
volumen de 0.3ml de la misma concentracion del extracto, se hallé una disminucion
de la amplitud de la contraccion de 0.5cm, y para el volumen de 0.5ml de la misma
concentracion del extracto, alcanzo una reduccion de la amplitud de 1.5cm, las tres

disminuciones por debajo el estado basal, tales resultados se evidencian en la figura 5

y 6.

La razon de mayor probabilidad del efecto antiespasmodico del extracto de
Clinopodium weberbaueri, puede deberse al contenido de flavonoides que posee entre
sus metabolitos secundarios, la manera de sustentar esta probabilidad es mediante lo
descrito por Santos et al*> donde en el estudio realizado en el afio 2015 sobre Diferentes
mecanismos de accion de la genisteina y quercetina en las contracciones espontaneas
del duodeno de conejo, demuestra que la genisteina y quercetina (flavonoides)
redujeron la amplitud de contracciones espontaneas en el musculo liso del duodeno de
conejo, asi demuestran que los flavonoides tanto genisteina y quercetina relajan los
musculos lisos intestinales precontraidos. Por otra parte, Vanaclocha y Cafiigueral®®,
describen que los flavonoides poseen actividad antiespasmodica y precisan que el
flavonoide liquiritosido presente en la raiz de regaliz es la brinda la actividad

antiespasmaodica.

Si bien no se sabe qué tipo de flavonoide le confiere la actividad antiespasmaodica a la
Clinopodium weberbaueri, esta especie vegetal ya evidencia una alta probabilidad que
demuestra que el efecto antiespasmaddico se debe a la actividad de los flavonoides

contenido entre sus metabolitos secundarios.
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VI. CONCLUSIONES:

Mediante el desarrollo de este estudio se pudo determinar la presencia de flavonoides
en el extracto hidroalcoholico de las hojas de Clinopodium weberbaueri, para lograr
este propdsito se hizo la identificacién correspondiente con la reaccion de tricloruro
férrico, obteniendo como resultado una coloracion azul verdoso y con una estimacién

de 4 cruces en base 4.

Se logré determinar la amplitud de relajacion a través del efecto del extracto
hidroalcoholico de Clinopodium weberbaueri a una concentracion de 20% a
diferentes voliumenes, siendo el nivel de relajacion con una amplitud de 0.2cm para el
volumen de 2ml, de 0.5cm para el volumen de 0.3ml y de 1.5cm para el volumen de

0.5ml, las tres amplitudes se encuentran por debajo del nivel basal.

Se concluye en este estudio, demostrando con evidencia, el efecto antiespasmédico
que tiene el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Clinopodium weberbaueri sobre

el duodeno de Rattus rattus.

Aspectos complementarios:

Como aspecto complementario a través de los resultados hallados en este estudio, se
recomienda a los futuros investigadores, no tomar en cuenta los tres minutos de
registro del tono luego de la induccion de Acetilcolina, debido a las dificultades que
presenta sobre la disminucion de relajacion de manera acelerada al estado basal siendo
la disminucion en menos de 1 minuto, se recomienda aplicar la dosis del extracto

vegetal en segundos de haber inducido la Acetilcolina para mejores resultados.
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ANEXOS:

ANEXO 1.- Estudio taxonémico e inscripcion del material vegetal
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ANEXO 2.- Extraccién del duodeno de Rattus rattus

ANEXO 3.- Secciones de duodeno de Rattus rattus
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ANEXO 4.- Determinacion de la amplitud de la reduccion de la contraccion a dosis
de 0.2ml de extracto hidroalcohdlico de Clinopoium weberbaueri al 20%

-

-1.14 -

<115 -

-1.16 -

447 - ;
.18 - : : i
i 2 ; &
= 8 : s
A S 2 5 i
1,19 - £ 2 3 R
g - = 8
o) S = [
z i £
¥ g g &
w T T T T T T T T T T T u T T T T T
Y 16:00 0:00 (139 241% 28:00 137 32:00 1335:00 50:00 . I
5 B o = vlefTel alonn.sl Al

ANEXO 5. Determinacion de la amplitud de la reduccion de la contraccién a dosis de

0.3ml de extracto hidroalcoholico de Clinopoium weberbaueri al 20%
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ANEXO 6.- Determinacién de la amplitud de la reduccion de la contraccion a dosis

de 0.5ml de extracto hidroalcohdlico de Clinopoium weberbaueri al 20%
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