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RESUMEN
El presente informe de investigacion, da respuesta a la interrogante: ¢(EI nivel
porcentual del efecto antiespasmadico de la Clinopodium weberbabueri sera igual a
los niveles porcentuales de la N-butiloromuro de hioscina y atropina en duodenos
contraidos de Rattus rattus?, el objetivo principal fue Determinar el nivel porcentual
del efecto antiespasmodico de la Clinopodium weberbaueri, N-butiloromuro de
hioscina y atropina en duodeno contraido de Rattus rattus. La metodologia empleada
fue el de 6rgano aislado con estimulo creciente, se utilizaron 4 especimenes de
Rattus rattus, la parte trabajada del espécimen fue el duodeno, que, tras la adicion
de 6ml de Acetilcolina al 15% al grupo control (G1) fueron evaluadas el nivel de
amplitud contraccion, el nivel de amplitud de relajacion se evalu6 tras la adicion de
0.6ml de Clinopodium weberbaueri al 15% y 20% respectivamente (grupo
experimental G2 y G3), frente a 1ml de N-butiloromuro de Hioscina (grupo patrén
G4) y 1ml de Atropina (grupo patrén G5), los resultados obtenidos dieron un nivel
porcentual de amplitud de relajacion de 57.69%, para la Clinopodium weberbaueri
al 15% y de 92.12% para el extracto al 20%, para la N-butilbromuro de Hioscina y
la Atropina fue el 100% respectivamente, en conclusion, los resultados de esta
investigacion demuestran que el nivel porcentual de amplitud de relajacion del
extracto de Clinopodium weberbaueri al 15% y 20% no son iguales a los niveles
porcentuales de la N-butilboromuro de Hioscina y la Atropina en duodeno contraido

de Rattus rattus.

Palabras claves: Clinopodium weberbaueri, amplitud, contraccién, relajacion.
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ABSTRACT

This research report answers the question: Will the percentage level of the
antispasmodic effect of Clinopodium weberbabueri be equal to the percentage levels
of hyoscine N-butylbromide and atropine in contracted Rattus rattus duodenums?
The main objective was To determine the percentage level of the antispasmodic
effect of Clinopodium weberbaueri, hyoscine N-butylbromide and atropine in the
contracted duodenum of Rattus rattus. The methodology used was that of an isolated
organ with increasing stimulus, 4 specimens of Rattus rattus were used, the worked
part of the specimen was the duodenum, which, after the addition of 6ml of
Acetylcholine 15% to the control group (G1), the level of contraction amplitude, the
level of relaxation amplitude was evaluated after the addition of 0.6ml of
Clinopodium weberbaueri at 15% and 20% respectively (experimental group G2 and
G3), compared to 1ml of Hyoscine N-butylbromide (standard group G4 ) and 1ml of
Atropine (standard group G5), the results obtained gave a percentage level of
relaxation amplitude of 57.69%, for Clinopodium weberbaueri at 15% and of
92.12% for the extract at 20%, for N-butylbromide of Hyoscine and Atropine were
100% respectively, in conclusion, the results of this research show that the
percentage level of relaxation amplitude of the 15% and 20% Clinopodium
weberbaueri extract are not equal to the percentage levels of Hyoscine N-
butylbromide and Atropine in the contracted duodenum of Rattus rattus.

Keywords: Amplitude, Clinopodium weberbaueri, contraction, relaxation.
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I. INTRODUCCION:
A nivel mundial, uno de los primeros motivos de consulta médica son los trastornos
gastrointestinales, considerado a la vez como un problema de salud publica que
perjudican a personas de distintas edades y condicion social, siendo los grupos méas
vulnerables los nifios, adolescentes y ancianos'. Cuando hablamos de trastornos
gastrointestinales nos referimos a una composicion variable de manifestaciones
cronicas o recurrentes como en las que se puede mencionar el sindrome de intestino

irritable y la dispepsia funcional manifestada por dolores abdominales®.

La prevalencia de los trastornos gastrointestinales a nivel mundial es muy elevada,
pues alcanza un marco porcentual de 11% y 20% es por ello que a nivel asistencial
genera una gran demanda que conlleva a un gasto elevado respecto a costes de
consulta médica, posibles pruebas de diagnésticos y tratamiento farmacoldgico®. En
revisiones halladas en el 2015, las cifras de prevalencia del sindrome de intestino
irritable para Europa y América del norte est4 valorado en un porcentaje de 10% a
15% teniendo con 13.5% de estimacién para Suecia®, por otra parte, revisiones
cientificas realizadas en el 2018 a 5 paises (Panamé, Ecuador, El Salvador,
Nicaragua y México) de Latinoamérica donde se incluia a nifios y adolescentes entre
8 y 18 afios de edad, refieren que la prevalencia del sindrome de intestino irritable
para estos 5 paises es de 4.4%, este resultado esta basado en 1799 cuestionarios de la

base de datos del grupo FINDERS?.

Los estudios sobre la prevalencia del sindrome de intestino irritable en el Pert son
escasos, por ello, solo se hallaron datos en la selva y la zona costera del norte

(Chiclayo) del Pert, siendo el % de un 37,6% y 34% respectivamente®; Por otra



parte, en otro estudio realizado a los pacientes atendidos en el Hospital Docente
Trujillo del departamento de la Libertad los datos sobre la prevalencia del sindrome
del intestino irritable fueron de un 22,5% de un total de 195 pacientes de ambos

géneros y mayores de 18 afios’.

Cuando se hace mencién al sindrome de intestino irritable, nos referimos a cierto
trastorno funcional muy prevalente, cuya caracteristica predominante es la presencia
de dolor abdominal, de compleja fisiopatologia, de diversas manifestaciones clinicas
y de maltiples posibilidades terapéuticas®. De acuerdo con lo descrito, el dolor
abdominal, puede ser de intensidad variable, de forma constante, intermitente y de
tipo colico, entre los estimulos que generan este tipo de dolor, se encuentran los
espasmos intestinales que son contracciones bruscas, involuntarias y persistentes de

las fibras musculares intestinales®.

Para aliviar el dolor del tipo célico abdominal a menudo se recurre a la medicina
convencional como son los antiespasmaédicos, conjunto farmacoldgico que tienen
como farmacos principales a la atropina y N-butiloromuro de hioscina,
anticolinérgicos que ayudan a prevenir o suspender las contracciones dolorosas e
involuntarias del musculo liso intestinal, mediante el mecanismo farmacoldgico de
antagonista competitivo®. En tiempos actuales muchas personas optan por la
medicina natural y ven en ella una alternativa medicinal que alivian o curan sus

males o problemas de salud™.

En este estudio se presenta a la Clinopodium weberbaueri como medicina alternativa
frete a problemas de espasmos intestinales*?, segtn los pobladores de los valles de la

sierra de Ancash el uso tradicional e empirico de esta especie vegetal en su conjunto



(tallos, hojas y flores) ejercen accion positiva frente a dolores intestinales alcanzando

el alivio a sus males.

Siendo los trastornos gastrointestinales un problema de salud pablica y que entre ello
se encuentra el dolor abdominal de tipo colico y los espasmos gastrointestinales
como manifestaciones méas frecuentes, estos sintomas o males pueden ser tratables
con farmacos convencionales tales como la N — butilbromuro de hioscina y atropina,
y que a su vez estos farmacos ya tienen estudios clinicos realizados sobre la
concentracion para alcanzar su efectividad, minimizando de esta forma su reaccion
adversa; conociendo el nivel porcentual de la efectividad de la Clinopodium
weberbaueri frente a los niveles porcentuales de la efectividad de los farmacos
convencionales, se puede encontrar que se asemeje o se pueda mejorar la efectividad
de la Clinopodium weberbaueri y que esta informacion pueda servir a otros estudios
en el futuro o se pueda formular algun fitofarmaco a una concentracién correcta, y
que a su vez estos fitofarmacos sirvan y estén al alcance de las personas con los

males antes mencionado.

El método de esta investigacion esta basado en una metodologia experimental de
6rgano aislado con estimulo creciente tras la induccion de acetilcolina™.Asi mismo
los resultados obtenidos se evidencian mediantes las tablas 2 (niveles de amplitud de
contraccion), tabla 3 (nivel de la amplitud de relajacion) y los niveles porcentuales
del efecto antiespasmaodicos se muestran en la tabla 4 de esta investigacion) estos
resultados fueron hallados segun las lecturas del programa LABSCRIBE de la
camara de oOrgano aislado, los niveles porcentuales hallados para la Clinopodium

weberbaueri frente a los niveles de los farmacos convencionales, fueron



satisfactorios ya que a la concentracion de 20% del extracto muestra una gran

similitud con los niveles porcentuales de la N-butilboromuro de hioscina y atropina.

En el direccionamiento de este estudio se ha planteado la siguiente interrogante de

investigacion:

¢El nivel porcentual del efecto antiespasmodico de la Clinopodium weberbabueri
sera igual a los niveles porcentuales de la N-butiloromuro de hioscina y atropina en

duodenos contraidos de Rattus rattus?

Por ello, en esta investigacion se tuvo por:

Objetivo general:

e Determinar el nivel porcentual del efecto antiespasmaodico de la Clinopodium
weberbaueri, N — butiloromuro de hioscina y de atropina en duodeno

contraido de Rattus rattus.

Objetivo especifico:

e Determinar el nivel de la amplitud de contraccion del duodeno de Rattus
rattus tras la induccion de la acetilcolina.

o Determinar el nivel de amplitud de relajacion del duodeno de Rattus rattus
tras la aplicacion del extracto hidroalcohélico de Clinopodium weberbaueri,

N-butilbromuro de hioscina y atropina.



Il. REVISION DE LA LITERATURA:

2.1 Antecedentes:

En la indagacion de antecedentes con actividad antiespasmodica, hasta la actualidad
no se hallaron evidencias de estudios cientificos con la especie Clinopodium
weberbaueri que demuestre los niveles porcentuales del efecto antiespasmodico
frente a los niveles porcentuales de la Atropina y N- butiloromuro de hioscina, pero
existen reportes de estudios vinculados a la misma familia (Lamiaceae) de la especie
que reportan tener actividad antiespasmoddica, de las cuales se presentan a

continuacion.

Codruta S. et al'*. Realizaron un estudio en el afio 2019, en Rumania basada sobre el
Efecto antiespasmaodico de los aceites esenciales y sus Componentes: una revision; la
metodologia estaba basada en la revision de la base de datos cientificas de Web of
Science, PubMed y Scopus, donde fueron incluidos los estudios de los ultimos 20
afios (1998-2018) referentes a los efectos antiespasmdédicos basado en aceites
esenciales; en su revision concluyeron que de las 39 especies de plantas de 12
familias, 13 pertenecian a la familia lamiaceae, 6 a la familia apiaceae, 5 a la familia
estereaceae, Y las restantes a otras familias; asi queda demostrado que la gran parte

de la especie de la familia lamiaceae tiene efecto antiespasmodico.

Un estudio realizado por Martinez et al*®. Sobre Antiespasmédicos naturales: fuente,
configuracion estereoquimica y actividad biologica. Basado en la metodologia de
revision de base de datos de Google Scholar, PubMed y SciFinder, de donde
recabaron 248 publicaciones centradas en la actividad antiespasmodica Yy

comprendidos hasta el afio 2017; en su conclusion refieren que las especies de la



familia Lamiaceae y Estereaceae fueron los de mayor numero de compuestos
aislados con actividad antiespasmodica y los grupos quimicos con mas actividad

antiespasmadica fueron los monoterpenos y flavonoides.

Gutiérrez et al'®

. Realizaron un estudio en el afio 2016 cuyo objetivo fue Determinar
el efecto espasmolitico del timol, principal compuesto del aceite esencial de
ThymusVulgaris “Tomillo” en Gtero aislado de Rattus rattus, para ello se basaron
en la metodologia experimental de 6rgano aislado en muestra de Gtero de Rattus
rattus, donde se indujo a contracciones tras la induccion de oxitocina y para revertir
dicha contraccion administraron a volimenes de 0.2ml ,0.4ml, 0.6ml, como resultado
de su investigacion hallaron que tras la aplicacion de los diferentes volumenes del

aceite esencial, se produjo una relajacion proporcional, siendo el volumen de 0.6ml

quien produjo mayor relajacion de la muestra bioldgica.

Salvador S. y Varas S'. realizaron un estudio en el afio 2015 en Trujillo, cuyo
objetivo fue Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y el efecto del aceite
esencial de las hojas de Satureja brevicalyx al 0,5%, 1%, 2,5% y 5% sobre ileon de
Cavia porcellus; para lograr este proposito utilizo el método de hidrodestilacion para
la obtencion del aceite esencial que a su vez le permitié determinar las caracteristicas
fisico quimicas y para la determinacion del efecto antiespasmoddico utilizo 6
ejemplares de Cavia porcellus y para este experimento trabajo bajo el método de
organo aislado, utilizando diferentes concentraciones de aceite esencial y como
agente contracturante acetilcolina, a la conclusion de su estudio, demuestra que a la
concentracion de 5% de Satureja brevicalyx, reduce la contracciéon del ileon de

Cavia porcellus demostrando asi el efecto antiespasmadico.



Un estudio realizado por Castro y Ruiz*® cuyo objetivo fue Evaluar el efecto del
decocto de tallos y hojas de Mentha pulegium en ileon aislado de Cavia porcellus
bajo el método experimental de estimulo creciente, la concentracion utilizada en el
estudio fue de 10% y 20%, tras la estimulacion de los drganos aislados con
acetilcolina, fueron inducido volimenes del decocto de 0,2ml, 0,5ml y de 1ml, los
resultados del a la concentracion del decocto al 10% (1ml) y al 20% (0.5ml y 1ml)
mostraron una reduccion de la amplitud similar a la atropina y el decocto al 20%

(Iml) redujo la amplitud igual al nifedipino.

Los antecedentes mostrados estan basados en referencias de estudios realizados a la
familia de la Clinopodium weberbaueri, como se pueden demostrar, dichas especies
de esta familia citadas anteriormente, tienen actividad antiespasmaodica y los niveles
de la reduccién de la amplitud conducen a una relajacion del material biol6gico en

estudio.
2.2.-Bases tedricas de investigacion:

2.2.1. Clinopodium weberbaueri (cangalle)

2.2.1.1-Descripcion botanica.

La Clinopodium weberbaueri es una orden vegetal que pertenece a la familia
lamiaceae, planta arbustiva rigurosamente erecta con presencia de ramas
delgadas y puberulentas, 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 taxonomico.

El ejemplar de la especie vegetal en estudio fue identificado el 7 de julio del
2017 por el Dr. Eric Rodriguez R. Bidlogo — Botanico encargado del
Herbarium Truxillense (HUT), la especie siendo Clinopodium weberbaueri
fue inscrita bajo el codigo N° 59171; asi mismo fue asentado el nombre de la
familia y la especie de la misma; la determinacion realizada por el Dr.
Encargado del Herbarium truxillense nos permitieron revisar otra fuente de
estudio que proporcionaron la similitud del estudio taxondmico de la especie

brindada en el Herbarium Truxillense, en donde se consigna lo siguiente™.

Orden de la 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 lamiaceae en el PerQ es reconocida por presentar 21 géneros y 190
especies siendo gran parte arbustos y hierbas, considerandose también
especies endémicas de las regiones altoandinas del Perd, entre las que se

encuentran la especie Clinopodium weberbaueri®.



2.2.1.4.-Distribucion geograéfica.

La Clinopodium weberbaueri es una especie ampliamente diverso en los
valles y regiones altoandinas del Per( de clima relativamente templado con
variacion segun la estacion, 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 en forma de pendientes o laderas?.

2.2.1.5.-Antecedentes etnobotanico.

Siendo la Clinopodium weberbaueri (cangalle) recolectada en el distrito de
Huandoval de la provincia de Pallasca del departamento de Ancash,
pobladores del distrito en mencién, manifiestan su uso tradicional y empirico
frente a dolores gastrointestinales, dolores de cabeza, colicos menstruales,
problemas de resfriados, también advierten que en altas concentraciones

pueden ser abortivas.

2.2.2.-Espasmos:

El espasmo es una contraccién 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
estdn acompafiado de dolor leve o intenso, puede darse por falta de
oxigenacion de los masculos 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:

Los antiespasmodicos son sustancias de origen natural o sintético con
actividad relajante, cuya funcién es de reducir la motilidad muscular o
intestinal, aliviando transitoriamente el dolor del tipo calambre muscular, o

del tipo célico intestinal a consecuencia de la hiperactividad o irritabilidad®
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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 través de sus tubulos-T; ello
aumenta la permeabilidad y provoca la liberacién 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 accidn; 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®* .

El proceso anterior 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
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inmediata de energia para la contraccion muscular es el componente
adenosina trifosfato (ATP); 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 presinapticas de las terminaciones sinaptica;
la acetilcolina se libera cuando el potencial del nervio (PAN) se propaga hasta
la terminal sinaptica 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°.

2.2.2.4.-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 ionicos, donde el
sodio y el calcio entra al interior de la célula y dejando salir al potasio,
generdndose de esta manera la despolarizacién y produciéndose la
contracciéon muscular; cabe indicar que los receptores nicotinicos se
encuentran fundamentalmente en la placa motora tanto a nivel presinaptico
como a nivel postsindptico (aumentan la liberacidén de acetilcolina frente a
potentes estimulos, actdan como retroalimentacién positiva) y son los

responsables de la despolarizacién y contraccién muscular?.
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2.2.3.-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®’,

Para que se genere la relajacion 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 disminucién 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 relajacién muscular®’.

2.2.4.-Farmacos antiespasmadicos:

Los farmacos antiespasmddicos, son un grupo de sustancias que pueden
prevenir o interrumpir una contraccion dolorosa e involuntaria (espasmo) del
musculo liso intestinal; estos son clasificados en varios grupos segun su
mecanismo de accion, entre ellos se pueden mencionar: a) Agentes relajantes
directos del musculo liso, b) Anticolinergicos, ¢) Agentes blogueadores de los

canales de calcio?.
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2.2.4.1.-Anticolinérgicos.

Los anticolinérgicos son farmacos cuya accion farmacologica es de bloquear
algunos receptores muscarinicos o nicotinicos de la acetilcolina, de esta forma
inhiben la actividad que ejerce la acetilcolina, es por esta razon son
considerados como farmacos con efecto relajante sobre el musculo liso y a la
ves son utilizados para evitar los espasmos; su clasificacion se realiza de
acuerdo al tipo de receptor a quien bloquea y pueden ser: Antagonista
muscarinico o antagonista nicotinico, entre los antagonista muscarinicos mas
representativos estdn la N- butiloromuro de hioscina, la atropina y sus

derivados®® ¥,

2.2.4.2.- N - butilbromuro de hioscina.

La N-butiloromuro de hioscina es un derivado de la belladona, su efecto
reductor de la contraccidn estimulada por la acetilcolina, es debido a la accion
anticolinérgica y por su alta afinidad por receptores muscarinicos Ms las
cuales se localizan en el musculo liso del tracto gastrointestinal, la hioscina o
N-butiloromuro de hioscina no permite la uniéon de acetil colina con el
receptor muscarinico y como efecto de este impedimento se genera el efecto

espasmolitico en el sistema digestivo®" *2.

2.2.4.3.- Atropina.

La Atropina es un farmaco antagonista muscarinico (anticolinergico) que se
obtiene de la planta Atropa belladona, tiene una alta afinidad por los
receptores muscarinicos y compite por estos receptores con la acetilcolina,
considerandose de esta forma como un farmaco antagonista competitivo

reversible; la atropina bloquea todos los subtipos de receptores muscarinicos
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sin hacer distincion entre ellos, por su accion anticolinérgica y su alta afinidad
por receptores muscarinico ejercen actividad antiespasmodica reduciendo la

contraccion estimulada por la acetilcolina®**,

2.2.5.-Rattus rattus var. albinus o ratas de laboratorio:

Las 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 las ratas 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 las ratas de
laboratorio las mismas, 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 los cuartos traseros del animal y con la otra mano se
coge las patas y la parte de la cola esto permitira la inmovilizacion de las

Rattus rattus .
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2.2.5.1.-Ubicacion del duodeno de Rattus rattus.

El duodeno del Rattus rattus es la parte del intestino delgado situada en la
parte final del estdmago Yy esta sujeto por el mesoduodeno cuyo origen es la
derecha de la raiz del mesenterio, el pliegue duodenocdlico se extiende entre
la parte ascendente del duodeno y la hoja derecha del mesocolom

descendente®.
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I11.- HIPOTESIS:

Hipotesis nula: (HO)

e El nivel porcentual del efecto antiespasmodico de la Clinopodium
weberbaueri no es igual al nivel porcentual del efecto
antiespasmadico de la N — butiloromuro de hioscina y atropina en

duodeno contraido de Rattus rattus.

Hipétesis alternativa: (Ha)

e EI nivel porcentual del efecto antiespasmddico de la Clinopodium
weberbaueri si es igual al nivel porcentual del efecto antiespasmaédico
de la N — butilbromuro de hioscina y atropina en duodeno contraido

de Rattus rattus.
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IV.- METODOLOGIA:

4.1.-Disefio de la investigacion:

4.1.1.-Tipo de estudio:
La investigacion corresponde a un estudio experimental de enfoque

cuantitativo, de tipo bésico.

4.1.2.-Nivel de investigacion:
El nivel de investigacion es explicativo, de disefio experimental (grupos:

control y experimental) *%.

(] [S——— (o) ISSE——— ) q I 02
[y J—— (o) [S—————— ) E— 03
[l S—— o) ISR )& IR 04
Y/ R (o) FSEE—— )¢/ BN 05
] T— o ) E— ) — 06
Donde:

G1: Es el Grupo control negativo (Acetilcolina 15%).

G2: Es el grupo experimental (Clinopodium weberbaueri 15%).

G3: Es el grupo experimental (Clinopodium weberbaueri 20%).

G4: Es el grupo patron o control positivol(N-butilbromuro de Hioscina 2%).
G5: Es el grupo patron o control positivo2 (Atropina 0.05%).

O1: Observaciones de amplitud de contraccion y relajacion basal del musculo
liso intestinal aislado de Rattus Rattus

X1: Sin tratamiento.

X2: Tratamiento con Clinopodium weberbaueri al 15%.
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X3: Tratamiento con Clinopodium weberbaueri al 20%.
X4: Tratamiento con N-butilbromuro de hioscina al 2%.
X5: Tratamiento con Atropina al 0.05%

02, 03, 04, 05, 06: Observaciones de amplitud de contraccion y porcentaje
de relajacion del musculo liso intestinal aislado de Rattus rattus

4.2.- Poblacion y muestra:

4.2.1.-Poblacion vegetal:

Conjunto de hojas de Clinopodium weberbaueri.

4.2.2.-Poblacién bioldgica:

Rattus rattus — 4 especimenes.

4.2.3.-Muestra vegetal:

Se emplearon 1kg de hojas frescas de Clinopodium weberbaueri.

4.2.4.- Muestra Bioldgica:
Porciones de duodeno de Rattus Rattus

4.3.- Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores:

Variables Definicién conceptual Definicion Indicadores
operacional

Contraccion del musculo liso
El musculo liso gastrointestinal es | intestinal por acciéon de la
un tejido excitable capaces de | acetilcolina y determinacion | Amplitud de contraccion
generar gradientes | de  la  amplitud  de | y relajacion expresada en
Dependiente: electroquimicos responsables de | contraccion para su posterior | cm.

almacenamientos y descargas de | relajacion por accion de la
Relajaci6n  sobre el | Corrientes eléctricas, son capaces | Clinopodium weberbaueri, | Porcentaje de amplitud
musculo liso intestinal. | de  contraerse  ante  una | Nbutilbromuro de hioscinay | de relajacién del musculo
estimulacién de acetilcolina, y atropina y determinacion de | |iso intestinal

de relajarse ante un farmaco | su amplitud de relajacion
anticolinérgico al bloquearse los | para determinar el nivel
receptores muscarinicos. porcentual del efecto
antiespasmadico.

Volumen de extracto de | Concentracion de
Clinopodium  weberbaueri. | Clinopodium
Independiente: Mezcla de complejos compuestos | (0.6ml) weberbaueri al 15% vy
y principios activos con actividad 20%
Extracto farmacoldgica obtenida a partir | Volumen de N-butilbromuro 5
hidroalcohdlico  de | de la maceracién de muestras | 9€ hioscina (1 ml) E:or_mlcbentramond r?.e N-
Clinopodium vegetales y alcohol rectificado ZLL)J/E' romuro de hioscina
weberbaueri.

0.05% Volumen de Atropina
I ml) Concentracion de
Atropina al 0.05%

18



4.4 .- Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:

Esquema de Desarrolld de los procedimientos para alcanzar el objetivo

Recoleccion de la muestra vegetal Seleccion de la muestra vegetal
Lavado de la muestra vegetal Secado de la muestra vegetal
Pulverizado de la muestra vegetal » Preparacion del extracto seco

|

Analisis Fitogquimico

'

| Preparacion de extracto H. C.w. al 15
y 20%

[

Preparacion de sobredosis de

Preparacion de Tyrode

Ketamina
Preparacion del duodeno de _ |Determinacion de la amplitud frente a
Ratius rattus " espasmogeno

4.4.1.- Preparacion de la muestra vegetal®:

4.4.1.1.-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
evito recoger muestras himedas debido al mes lluvioso en esta provincia) del

mes de abril del 2018.

4.4.1.2.-Seleccion de la muestra vegetal.
La seleccion de la muestra vegetal se realizd en el laboratorio de la

Universidad Catélica los Angeles de Chimbote, con el fin de separar las hojas
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que no se encontraban en condiciones favorables para el proposito del

estudio.

4.4.1.3.-Lavado de las hojas de la muestra vegetal.
La muestra vegetal se lavd con agua potable eliminando impurezas como

tierra y polvo de las hojas, posteriormente se enjuago con agua destilada.

4.4.1.4.-Secado de la muestra vegetal.
El secado de la muestra vegetal se realizd en la estufa del laboratorio de
farmacologia de la Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote a

temperatura de 50°C.

4.4.1.5.-Pulverizacién de la muestra vegetal.
La pulverizacién de la muestra vegetal se realizo con la ayuda de un molino
de aspas, una vez pulverizada la muestra, se introdujo a un frasco &mbar y se

conservg para su posterior proceso.
4.4.2.-Metodologia experimental:

4.4.2.1.-Preparacion del extracto seco.

A 100g de muestra pulverizada de Clinopodium weberbaueri se le afiadid
500ml de alcohol de 80°, el cual se dejé macerar por 7 dias, concluida la
maceracion se filtro con la bomba de filtrado al vacio, la muestra filtrada se
llevo al equipo rota vapor eliminando en este proceso el alcohol y el agua, la
muestra concentrada se guardd en un frasco porta muestra debidamente

rotulado y se forro con papel aluminio para evitar que le afecte la luz*.
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4.4.3.-Analisis fitoquimico para

la determinacion de metabolitos

secundarios en la especie Clinopodium weberbaueri:

Para la identificacion de metabolito secundario se hizo el analisis fitoquimico

del extracto hidroalcohdlico de Clinopodium weberbaueri, para ello, se

realizaron ensayos como el FeCl; y Shinoda para identificar flavonoides,

Mayer y Dragendorf para alcaloides, Baljet para cardenolidos, y de Liberman

Burchard para la identificacion de esteroides

4144

Esquema para el Scrining fitoquimico para identificacion de metabolitos

Esquema para el Scrining fitoquimico para identificacion de metabolitos

Metabolito
secundario Ensayos Dilucion Mas
2ml de E. Cw. en 5ml de | 4 gotas de FeCl; (tricloruro
FeCls etanol férrico)
Particulas de Mg (magnesio)
Flavonoide 2ml de E. Cw. en 5ml de | 0.5ml de HCI cc (4cido
Shinoda etanol clorhidrico concentrado)
2ml de E. Cw. en 5ml de | 5 gotas de HCI cc
Mayer etanol 8 gotas de Reactivo de Mayer
Alcaloide 2ml de E. Cw. en 5ml de | 5 gotas de HCI cc (4cido
Dragendorf | etanol clorhidrico concentrado)
8 gotas de Dragendorf
2ml de E. Cw. en 5ml de | NaOH (hidréxido de sodio),
Cardenolidos | Baljet etanol Acido piprico
0.5ml de cloroformo
Liberman 2ml de E. Cw. en 5ml de | C4HsOs; (Anhidrido acético),
Esteroides Burchard etanol 0.5ml  de H,SO; (acido

sulfdrico)
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4.4.4.-Preparacion de concentracion de extracto Hidroalcohdlico de
Clinopodium weberbaueri:

Tras realizar la operacion correspondiente se hallé el volumen necesario del
extracto de Clinopodium weberbaueri para la concentracion al 15% y 20%,
siendo 0.5ml y 0.2ml de extracto de muestra respectivamente, el cual deberia

estar contenido en 1ml de H,O destilada cada volumen.

4.4.5.-Preparacion de la solucién Tyrode* ™.

Para la preparacion de la solucion de Tyrode se necesitaron los siguientes
insumos quimicos, que a la vez fueron afiadidos en un recipiente que contiene

H20 destilada.

Cloruro de sodio (NaCl) 8.0g

Cloruro de potasio (KCI) 0.20g

Cloruro de magnesio (MgCl2) 0.1g

Cloruro de calcio (CaCl2) 0.20g

Bifosfato de sodio (NaH2PO4) 0.05g

Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 1.0g

Glucosa 1.0g

H.0 destilada completar hasta 1L.

4.4.6.-Preparacion de sobredosis de Ketamina segun el peso del
espécimen (para el sacrificio del espécimen).

Para el sacrificio de los especimenes, se aplicd sobre dosis de ketamina en
base a 800mg por el peso del espécimen, teniendo en cuenta que la
concentracion de ketamina es de 50mg/ml, entonces para saber la cantidad de

la dosis de ketamina a coger por cada espécimen, se cogi6é cada resultado de
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la multiplicacion hallado por cada espécimen y se dividio entre 50mg que es
la concentracion de la ketamina; los volimenes para una sobre dosis hallados
por cada espécimen fue: para los especimenes 1, 2 y 3 se necesitd 2.6ml y

para el cuarto espécimen 3.7ml de ketmina respectivamente.

4.4.7.-Preparacion del duodeno de Rattus rattus:

Los especimenes fueron sacrificados mediante inyeccion intraperitoneal con
Ketamina a sobredosis de 2.6ml para los especimenes 1, 2, 3 (2.6ml por c/u) y
de 2.7ml para el espécimen 4; posteriormente se abrié la cavidad abdominal
de cada espécimen y se extrajo la porcién del duodeno, esto fue seccionado
en tres partes iguales, a su vez estas partes fueron colocadas en placa Petri
para su posterior lavado con la solucién de Tyrode, realizado el lavado de las
secciones de duodeno estos fueron introducidos a un vaso de precipitacion
que contenia la solucién de Tyrode la cual posteriormente fue llevado a bafio
maria para mantenerlo a 37° C, luego fue fijado en el equipo de érgano

aislado para la lectura de la amplitud y registro correspondiente®’.
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Esquema de ejecucion.

Especimen 1 Especimen 2 Especimen 3 Especimen 4
Sobredosis de Sobredosis de Sobredosis de Sobredosis de
Ketamina Ketamina Ketamina Ketamina
¥ ¥ Y l
Retirar el Retirar el Retirar el Retirar el
duodeno duodeno duodeno duedeno
Induccién de . : :
acetilcoling Induccion de Induccion de Induccion de I
i acetileolina + acetilcolina + acetileolina Obtener tres
Obtener una Obtener una Obtener una Sl
seccion seccion seccian
MOTA:
Registrar la amplitud basal i l Jv g
antes de la induccion de am 5 B 5
acetilcolina para todas las Seccion A Seccion A Seccion A A C
secciones de duodeno L
r
Paso 1 Paso 1 | Paso1 - Paso 1 |
Registrar la amplitud de la Registrar la amplitud Registrar la amplitud Re“'ﬂm‘;:al:mpllt“
contraccion de la de la = contraccion
¥ contraccion ¥ contraccion ¥
1 .'.-I_ Paso 2 L Paso2 | 1—»' Paso 2 ‘ \—.-| Paso 2 |
F L volumen de volumen de
Volumen de Clinopodium I I 1 Volumen L
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4.4.8.-Determinacion de la amplitud:

4.4.8.1.-Determinacion de la amplitud basal.
Para la determinacion de la amplitud basal, antes de cada aplicacion de
acetilcolina, se dejo estabilizar el duodeno en la cdmara de 6rgano aislado y

se registré el tono de la amplitud basal por 1 minuto.

4.4.8.2.-Determinacion de la amplitud frente a espasmogeno.

Una seccion de duodeno del espécimen 1 fue introducido en la camara de
Organo aislado atado a la varilla de metal de superacion de la muestra
biologica, luego de ser estabilizado por 1 minuto; se afiadi6 6 ml de
acetilcolina al 15% (3g Ach. en 20ml de H,0) y se registro el tono de la
amplitud de contraccion; posteriormente se aplicé el volumen de 0.6 ml de
Clinopodium weberbaueri a una concentracion de 15%, y se registrd la
amplitud de relajacion; se hicieron dos repeticiones consecutivas hasta
completar los tres procesos con la misma seccion de duodeno, cabe indicar
que antes de repetir cada proceso se hizo el lavado de la camara de 6rgano
aislado y material bioldgico por 2 veces correlativo con la solucion de
Tyrode.

La misma técnica anteriormente empleada, se aplicd para la seccion del
duodeno del espécimen 2, siendo la unica diferencia la concentracion del
extracto de Clinopodium weberbaueri que para este nuevo proceso fue a una
concentracion de 20%, luego se realizo el lavado respectivo de la camara de
organo aislado con solucion de Tyrode para el siguiente proceso.

Para el tercer proceso también se utilizo una seccion del duodeno del

espécimen 3, esta porcion se introdujo a la cAmara de 6rgano aislado luego de



ser estabilizado por un minuto se agregd 6 ml de Acetilcolina al 15%, se
registré el tono de la amplitud de la contraccion paso seguido se aplico el
volumen de 1ml de N-butiloromuro de hioscina a una concentracion de 2%,
luego se registrd la amplitud de relajacion, a continuacion se lavé la camara
de drgano aislado, se hicieron dos repeticiones consecutivas hasta completar
los tres procesos, luego se lavé la camara de drgano aislado por 2 veces con
solucion de Tyrode.

Para la seccion del duodeno del espécimen 4, la técnica difiere de lo anterior,
en esta ocasion, se utilizé tres secciones del duodeno del mismo espécimen, la
primera seccién del duodeno se introdujo a la cAmara de 6rgano aislado y se
dejo estabilizar por 1 minuto, luego se agregé 6 ml de Acetilcolina y se
registré la amplitud de la contraccion, posteriormente la cdmara de dérgano
aislado y el material biolégico son lavados por 2 veces, luego se aplico 1ml
de Atropina al 0.05%, y se registré la amplitud de la relajacion, nuevamente
la cdmara de 6rgano aislado es lavado con la solucion de Tyrode para el
siguiente proceso; la misma operacién se siguié con las dos secciones de
duodeno restante del mismo espécimen, completando de esta manera los tres
procesos para las secciones del duodeno del espécimen 4

Los diferentes valores de la amplitud hallada para cada proceso de las
técnicas utilizadas fueron registrados en tablas disefiadas respetando el orden

del esquema de ejecucion descrito anteriormente.
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ESPECIMEN ESTIMULACION VOLUMEN TRATAMIENTO VOLUMEN

1 Acetilcolina 15% eml Clinopodium weberbaueri 15% 0.6ml
2 Acetilcolina 15% éml Clinopodium weberbaueri 20% 0.6ml
3 Acetilcolina 15% eml N-butilbromuro de hioscina 2% 1ml
4 Acetilcolina 15% éml Atropina 0.05% Iml

Fuente: Datos hallados en el laboratorio de Bioquimica de la escuela de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Catélica

los Angeles de Chimbote.

XMLR x 100

% de Relajaciéon = XMLC

Donde:
XMLR = Promedio del mdsculo liso relajado (cm)
XMLC = Promedio del musculo liso Contraido (cm)

Para esta investigacion se utilizo la técnica de observacion directa, registro, volumen
— respuesta que se observaron en la evaluacion del nivel del efecto antiespasmodico
del extracto hidroalcohodlico de Clinopodium weberbaueri; N-butilbromuro de
hioscina y atropina, los datos obtenidos fueron registrados por el programa LAB
SCRIBE®.

4.5.- Plan de analisis:
Los resultados del analisis se muestran a través de las tablas y graficos donde se
aprecian los niveles de amplitud de contraccion y relajacion tras la induccion de las

sustancias utilizadas en este estudio segun el procedimiento aplicado.
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4.6.- Matriz de consistencia:

Titulo del estudio: NIVELES PORCENTUALES DE LOS EFECTOS ANTIESPASMODICOS DE Clinopodium weberbaueri, N -
BUTILBROMURO DE HIOSCINA Y ATROPINA SOBRE EL DUODENO CONTRAIDO DE Rattus rattus

Objetivos Hipdtesis Variables Definicion Indicadores Metodologia del estudio | Poblacion y
operacional muestra
Hipotesis nula: 1.- El extracto hidroalcohdlico de | Poblacion:
El nivel porcentual Clinopodium  weberbaueri  se
del efecto | Dependiente: Se utilizé el | Amplitud de | extrajo por maceracion, filtracion, | 4 especimenes de
antiespasmadico de la método de 6rgano | contraccion del | evaporacion. Rattus rattus
Clinopodium Relajacion del | aislado  bajo la | musculo liso intestinal
weberbaueri no es | musculo liso | técnica de | expresadaen cm. 2.- El musculo liso intestinal se | Muestra vegetal:
Determinar el nivel igual al nivel | intestinal observacion obtuvo de 4 especimenes de Rattus
porcentual del efecto | porcentual del efecto directa,  registro, | Porcentaje de | rattus. Quienes fueron seccionados | 1kg de hojas de
antiespasmadico de la | antiespasmadico de la volumen — | amplitud de relajacion | en  tres  partes de  4cm | Clinopodium
Clinopodium N-butilboromuro  de respuesta del musculo liso | aproximadamente que luego fueron | weberbaueri
weberbaueri, hioscina y Atropina. intestinal estimulado con 6 ml de acetilcolina,
N-butilbromuro y tras ello, se afiadi los diferentes | Muestra bioldgica:
de hioscinay Hipdtesis Independiente: Concentracion del | Volumen de | volumenes del extracto y los
atropina. alternativa: extracto de | Clinopodium antiespasmadicos, por ultimo se | 4 duodenos  de
El nivel porcentual | Concentracion  del | Clinopodium weberbaueri registré la amplitud de relajacion | Rattus rattus.
del efecto | extracto weberbaueri al para luego determinar el nivel
antiespasmadico de la | hidroalcohdlico  de | 15%y 20% 0.6 ml porcentual del efecto
Clinopodium Clinopodium antiespasmodico.
weberbaueri si es | weberbaueri. De N-butilbromuro | De N-butilbromuro de
igual al nivel de hioscina 2% hioscina 1 ml

porcentual del efecto
antiespasmadico de la
N-butilboromuro  de
hioscina y Atropina.

y de Atropina
0.05%

De Atropina 1 ml

28




4.7.- Principios éticos:

Teniendo en cuenta la Declaracion de Helsinki, se promovié 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
propésitos de la investigacién, promoviendo su adecuada utilizacién®®, por ello,
respetando el codigo de ética para la investigacion de la Universidad Catdlica los
Angeles de Chimbote, en este estudio se respetaron los principios para el cuidado del
medio ambiente y la biodiversidad tomando las medidas necesarias para evitar los

dafios o lesiones lesivas que se pudieron ocasionar a la especie vegetal en estudio™.
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V. RESULTADOS:

5.1.- Resultados:

Tabla 1. Resultado del Screening fitoquimico para identificacion de metabolitos.

SCREENING FITOQUIMICO

Metabolito Estimacion:
. Ensayos Resultado
secundario
FeCl; Color azul verdoso +++
Flavonoide
Shinoda Ligero color rojo +
Mayer Precipitado blanco lechoso ++
Alcaloide
Dragendorf Ligero color rojo naranja +
Cardenolidos Baljet No presento reaccion -
Liberman
Esteroides Burchard Color azul verdoso ++

Fuente: Datos experimentales

La estimacion de los resultados estd dada en una proporcion en base a tres cruces

donde se considera la siguiente interpretacion:

Interpretacion de la intensidad de color

Signos Significado
+++ Muy intenso
+ + Intenso
+ Poco intenso
- Sin intensidad
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Tabla 2: Consolidado del resultado promedio de la amplitud de contraccion por accion de la Acetilcolina y disminucion de la amplitud por

accion del extracto hidroalcohdlico de Clinopodium weberbaueri al 15%, 20%, N-butiloromuro de Hioscina y Atropina

AMPLITUD PROMEDIO DE CONTRACCION Y DISMINUCION DE LA CONTRACCION

GRUPO 1

DISMINUCION DE LA CONTRACCION

CONTRACCION

TRATAMIENTO

EIRCEE ESP'\IEOCDIIE\E/IEN DSEESLCJED%I\:E%\ISO REPE'\lTolglEONES T ACETF'-OC%L'NA WebCeIrIQ:L?:r?Iz;JITS% Webcelrlga(\)lﬁ)gr?l:ln;O% N hbigtsl(lzlior:g Zlu;&)de Atropina al
(6 mb (0,6 ml) (0,6 ml) (1 ml) ?iori(;/)o
Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio
G2 1 A 3 Ocm 2,6 cm 1,1cm - - -
G3 1 A 3 0cm 3,3cm - 0,26 cm - -
G4 1 A 3 0cm 1,86 cm - - Ocm -
G5 1 A-B-C 3 0cm 2,23 cm - - - 0.cm

Fuente: Elaboracion propia -
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Grafico 1. Consolidado de resultados promedio de la amplitud de contraccion y

disminucion de la amplitud.

Consolidado de resultados de la amplitud de contracciony
disminucion de la amplitud

35

3.3
2.6
2.5 2.23
1.86
1.5 M Basal
1.1 .,

B Contraccion
m Dis. Cont.

0. 0.26

o o o | ] K ] E

Ext. Cw. Al 15% Ext. Cw.al 20% N-butiloromuro de Atropina
Hioscina

Tratamiento con Cw. al 15%, 20, N-butilbromuro de Hioscina y Atropina

N

[REN

Aplitud de contraccion exp. en cm
(9]

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 3: Determinacion del nivel de amplitud de contraccion del duodeno de Rattus

rattus tras la induccion de acetilcolina.

AMPLITUD DE CONTRACCION POR EFECTO DE ACETILCOLINA (G1)
CONTRACCION

POR EFECTO
DUODENO
Promedio Promedio
G2 1 A 3 0Ocm 2,6 cm
G3 1 A 3 0cm 3,3cm
G4 1 A 3 Ocm 1,86 cm
G5 1 A-B-C 3 Ocm 2,23 cm

Fuente: Elaboracion propia - Microsoft Excel.

Grafico 2. Nivel de amplitud de contraccion por accién de acetilcolina al 15%.

Amplitud de contraccion

3.5 3.3
3
: 2.6
3
£ 25 2.23
S
S 5 1.86
(9]
S W contraccién
315
E
=2 1
€
<
0.5
0

Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5

Estimulacion por Acetilcolina

Fuente: Elaboracion propia

33



Tabla 4: Determinacion del nivel de amplitud de relajacion del duodeno de Rattus
rattus tras la aplicacion del extracto hidroalcoholico de Clinopodium weberbaueri,

N-butilbromuro de hioscina y atropina.

NIVEL DE AMPLITUD DE RELAJACION POR EFECTO DE
Clinopodium weberbaueri

L Disminucion
. Contraccion de amplitud )
N de Secciones N° de por efecto de dg Amplitud
Grupo espécimen repeticiones  Acetilcolina i6 de
duodeno contraccion relajacion
Promedio Promedio

G2 1 A 3 2,6 cm 1,1cm 1,5¢cm

G3 1 A 3 3,3cm 0,26 cm 3,04 cm

G4 1 A 3 1,86 cm 0Ocm 1,86 cm

G5 1 A-B-C 3 2,23cm Ocm 2,23 cm

Fuente: Elaboracion propia - Microsoft Excel.

Grafico 3. Amplitud de relajacion por accion del extracto de Clinopodium
weberbaueri, N-butiloromuro de Hioscina y atropina respecto a la contraccion

ejercida por accién de la acetilcolina.

Amplitud de relajacion respecto a su contraccion

3.3
3.04
2.6
2.232.23
1.86 1.86

1.5
m Contraccion

I M Relajacion

N~ w
N} " w "

Amplitud de relajacion (cm)

0.5
0
Ext. Cw. Al 15% Ext. Cw. Al 20% N-b.Hioscina Atropina
Tratamiento con Cw. al 15%, 20%, N-butiloromuro de Hioscina y
Atropina

Fuente: Datos propios
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Tabla 5: Determinacion del nivel porcentual del efecto antiespasmodico de la
Clinopodium weberbaueri, N — butilbromuro de hioscina y de atropina en duodeno

contraido de Rattus rattus tras el efecto de acetilcolina.

NIVEL PORCENTUAL DE LOS EFECTOS ANTIESPASMODICOS

% DE
EXTRACTO DE Clinopodium weberbaueri -
. 3 AMPLITUD DE
FARMACOS ANTIESPASMODICOS 3
RELAJACION
Ext. Clinopodium weberbaueri al 15% 57,69%
Ext. Clinopodium weberbaueri al 20% 92,12%
N-b-Hioscina al 2% 100%
Atropina al 0,05% 100%

Fuente: Elaboracion propia - Microsoft - Excel

Grafico 4: Nivel porcentual de los efectos antiespasmodicos por accion del extracto

de Clinopodium weberbaueri, N-butiloromuro de hioscina y atropina.

Porcentaje de amplitud de contraccion y relajacion en relacion a su
contraccion

120
100 100
100 92.12
g}
2 &
o
57.96
£ 60
a
40
N W % de reljacion
20
0
% Amp. De %Amp. De % Amp. De %Amp. De
Relajacion. Cw.  Relajacion Cw. relajacion N- relajacion
15% 20% b.Hioscina Atropina

Tatamiento con Cw. al 15%, 20%, N-butilbromuro de Hioscina y Atropina

Fuente: Datos propios
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5.2. Analisis de resultados:

La Clinopodium weberbaueri es una especie vegetal que pertenece a la familia
lamiaceae usada de manera tradicional y empirica para calmar dolores
gastrointestinales, colicos menstruales, dolores de cabeza y problemas de resfrid,

gracias a sus metabolitos secundarios, segin Santos et al®

refiere que los
flavonoides ejerce un efecto relajante en el musculo liso intestinal, esto debido a los
efectos de la genisteina y quercetina, donde la genisteina actuaria sobre los canales
de Ca** y K* mientras que la quercetina en el AMPc como también en la proteina
kinasa A; en este estudio si bien no se pudo identificar el tipo de flavonoide, gracias
a un sreenig fitoquimico realizado al extracto hidroalcohdlico de la Clinopodium
weberbaueri, si se identifico la presencia de flavonoide con el FeClz con una
estimacion de intensidad de tres cruces tal como se muestra en la tabla 1, esto
demuestra el efecto relajante que posee el extracto hidroalcohdlico de la
Clinopodium weberbaueri.

Por otra parte; entre los problemas gastrointestinales como el sindrome de intestino
irritable, estan incluidos los signos y sintomas como el dolor abdominal del tipo
célico que van desde un estiramiento o desgarro del musculo liso intestinal conocido
como espasmo intestinal, tal como lo refiere Jayne®® en su articulo ¢Porque tengo
espasmos musculares en el estémago? Publicado el 2018.

Para aliviar los espasmos existen los farmacos antiespasmaédicos entre los que se
presenta en este estudio, N-butilbromuro de hioscina y atropina farmacos con
estudios sobre el mecanismo de accion farmacoldgico, y que esto a su vez radica en
que sus moléculas tengan afinidad por los receptores muscarinicos, tal como lo

afirma Flores® en su estudio comparacién del efecto de butilbromuro de hioscina
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versus atropina para el manejo de bradicardia intraoperatoria en pacientes sometidos
a anestesia general inhalatoria para colecistectomia laparoscopica del 2017; esta
afinidad por receptores muscarinicos bloquea la accion de la acetilcolina quien es el
agente contracturante, dicho de otra forma, la acetilcolina ejerce efecto de
contraccion y quien se encarga de relajar son los farmacos antiespasmodicos.

Para la ejecucion de la presente investigacion se tomo como referencia el estudio

realizado por Plasencia et al**

quienes determinaron el efecto del infuso de las hojas
secas de Psoralea glandulosa utilizando la técnica de ileon aislado de Cavia
porcellus y tomando como agente espasmogeno la acetilcolina.

En este estudio, el nivel de amplitud de contraccion por el efecto de la acetilcolina y
el nivel de amplitud de relajacion por efecto del extracto hidroalcohdlico de la
Clinopodium weberbaueri y los farmacos antiespasmodicos se determinaron a través
de la metodologia experimental de érgano aislado con estimulo creciente, para ello se
utilizé el equipo de 6rgano aislado PANLAB con el software LABSCRIB 3.0, como
agente contracturante se utilizo la acetilcolina a un volumen de 6ml (concentracion
de 150mg/ml), como agente relajante se utilizd el extracto de Clinopodium
weberbaueri a concentraciones de 15% (150mg/ml) y 20% (200mg/ml) a un
volumen de 0.6ml, y los farmacos antiespasmodicos N-butilbromuro de hioscina al
2% (20mg/ml) y atropina al 0.05% (0.5mg/ml) 1ml respectivamente.

Los resultados del nivel de la amplitud de contraccion se evidencian en la tabla 3,
siendo los valores promedio para el segundo grupo de un 2.6cm de amplitud, para el
tercer grupo 3.3cm de amplitud, para el cuarto grupo 1.86cm, y para el quinto grupo

2.23cm de amplitud de contraccion. Los resultados de la amplitud de relajacion se

evidencian en la tabla 4, donde se muestran los valores de 1.5cm de amplitud de
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relajacion para el extracto de Clinopodium weberbaueri al 15%, para el extracto al
20%, 3,04cm de amplitud de relajacion, para la N-butiloromuro de hioscina 1.86cm.
y para la atropina 2.23cm de amplitud de relajacion, la concentracion que alcanzo la
mayor amplitud de relajacion frente a los farmacos antiespasmaodicos fue el extracto
hidroalcoholico de Clinopodium weberbaueri al 20%.

A lo referido por Flores®, y los resultados obtenidos en este estudio la probabilidad
por la afinidad de receptores muscarinicos también tendria la Clinopodium
weberbaueri ya que se comprueba un alto efecto antiespasmaédico y que su nivel
porcentual del extracto a 20% es muy cercano a los niveles porcentuales de los
farmacos convencionales como los utilizado en este estudio , tales resultados se
pueden evidenciar en la tabla 5 donde el nivel de la amplitud de relajacién alcanzo un
92.12%, mientras que el nivel porcentual del efecto de la N-butilbromuro de hioscina
y la atropina alcanzaron el 100% de su amplitud de relajacion respectivamente, como
se puede demostrar en los resultaos mostrados en la tabla 5.

La razén 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 masculos lisos intestinales precontraidos. Por otra

parte, Vanachola y Cafiigueral®®, describen que los flavonoides poseen actividad
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antiespasmadica y precisan que el flavonoide liquiritdésido presente en la raiz de

regaliz es la que 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 antiespasmddico se debe a la actividad de los

flavonoides contenido entre sus metabolitos secundarios.
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V1. CONCLUSION:
1. El nivel porcentual del efecto antiespasmadico del extracto hidroalcohdlico de la
Clinopodium weberbaueri al 15% fue de 57,69%, para el extracto al 20% fue de
92,12%, para la N-butilbromuro de hioscina al 2% y para la Atropina al 0,05% fue de

100% respectivamente.

2. El nivel de amplitud de contraccion del duodeno de Rattus rattus tras la induccion
de la acetilcolina fue para el segundo grupo 2,6¢cm, para el tercer grupo 3.3cm, para
el cuarto grupo, 1,86cm y para el quinto y ultimo grupo 2,23cm de amplitud de

contraccion.

3. El nivel de amplitud de relajacion del duodeno de Rattus rattus tras la aplicacion
del extracto hidroalcoholico de Clinopodium weberbaueri al 15% fue de 1,5cm,
para el extracto al 20%, 3,04cm, de amplitud, para la N-butilbromuro de hioscina al

2% y la Atropina al 0,05% fue de 100% respectivamente.
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ANEXO:

Anexo 1: Determinacion de la taxonomia de Clinopodium weberbaueri.
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Anexo 2: Especie de Clinopodium weberbaueri (canglle) en su Habitad natural.
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Anexo 3: lzquierda: Filtrado del extracto de Clinopodium weberbaueri por medio

de la bomba al vacio. Derecha: Extracto hidroalcoholico de Clinopodium

weberbaueri.

Anexo 4: Obtencidn del extracto seco por medio del equipo rota vapor.
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Anexo 5: lzquierda: extracto hidroalcohdlico de Clinopodium weberbaueri;

Derecha: Solucion de Tyrode, extracto de Clinopodium weberbaueri al 15% y

Acetilcolina.

Anexo 6: Extraccion del duodeno de Rattus rattus
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Anexo 7: lzquierda: seccion de duodeno de Rattus rattus. Derecha: Camara de

organo aislado.

Anexo 8: Seccidn de duodeno de Rattus rattus en la cdmara de 6rgano aislado
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Anexo 9: Equipo de camara de érgano aislado y programa LABSCRIBE.

Anexo 10: lzquierda: Lectura de la amplitud de contraccién del duodeno de Rattus
rattus por accién de la Acetilcolina y relajacion por accion de Clinopodium
weberbaueri. al 15%. Derecha: Lectura de la amplitud de contraccién del duodeno
de Rattus rattus por accion de la Acetilcolina y relajacion por accion de

Clinopodium weberbaueri. al 20%
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Anexo 11: lzquierda: Lectura de la amplitud de contraccion del duodeno de Rattus
rattus por accion de la Acetilcolina. Derecha: Lectura de la amplitud de relajacion

del duodeno de Rattus rattus por accion de la N-butilbromuro de Hioscina
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Anexo 12: lzquierda: Lectura de la amplitud de contraccion por acciéon de la
Acetilcolina del duodeno de Rattus rattus Derecha: Lectura de la amplitud de

relajacion del duodeno de Rattus rattus por accion de la Atropina
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