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Actividad antiespasmoédica de los flavonoides aislados de las hojas de
Sature ja brevicalix Epi. “wayra muia” Ayacucho - 2011
Autor: Gonzales Atao, Gerardo
Asesores: Mg. Enrique AGUILAR FELICES
Dr. Johnny Aldo TINCO JAYO

RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizd en el laboratorio de Farmacologia
del EFP de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga entre enero a junio del
2011, con el objetivo de determinar la actividad antiespasmédica de los
flavonoides aislados de las hojas de Safureja brevicalix Epl. “wayra mufia” y
comparar esta actividad con la atropina.

El estudio farmacoldgico In Vitro se realizé con el método de érganos aislados
en fileon de ratas (Magnus) se empleé los flavonoides aislados a
concentraciones de 0.5%, 1.0% y 1.5 %. Para el ensayo se emple6 5 lotes de §
unidades cada una a las que se les sacrificd y se extrajo el ileon, el cual se
colocé y lavé en el liquido nutricio de Tyrode, seguidamente se afiadié
Acetilcolina, y luego a los Flavonoides extraidos en diferentes concentraciones
y se comparé con la atropina para medir el efecto antiespasmédico empleando
un Quimégrafo.

Los flavonoides aislados fueron caracterizados como la apigenina y la
naringenina, siendo la apigenina el flavonoide mas importante. Asi mismo
demostraron tener actividad antiespasmoédica similar a la atropina a una
concentraciéon de 1.0 %. Las concentraciones de 0.5 y 1.5 % demostraron tener
menor actividad.

Palabras clave: Satureja brevicalix Epi. “wayra muRa”, actividad

antiespasmédica, Flavonoides.



L INTRODUCCION
La regidon andina se caracteriza por tener una flora muy particular por la
naturaleza del terreno (Brack, 1999), que se manifiesta por ser arido la mayor
parte del afio, pedregoso, no apto para las actividades agricolas. Sin embargo,
a través del tiempo ha permitido la supervivencia de especies que se adaptan
faciimente a estas condiciones, proveyendo al hombre de especies que han sido
utilizadas como forraje, combustible, material de construccién y medicinales.
Satureja brevicalix Epling, es una especie medicinal nativa de los andes
sudamericanos ampliamente conocida por sus propiedades analgésicas y
digestivas (Mostacero y Mejia, 2002) (Carhuapoma, 2002).
El interés por estudiar esta especie es iniciado por Soto (1999), quién evalia su
actividad analgésica y reporta por primera vez en su composicion quimica la
presencia de flavonoides. Sin embargo, hasta ahora ha despertado mayor
intgrés, mas por sus propiedades aromaticas por su contenido de aceites
esenciales, llegandose a determinar exactamente su composicién, el porcentaje
de cada uno de sus componentes y algunas propiedades biolégicas
(Carhuapoma, 2007).
Los flavonoides son un grupo muy grande de metabolitos secundarios que
provienen del metabolismo del acido shikimico. Se caracterizan por ser

polifenoles y hasta la fecha se conocen hasta catorce clases de flavonoides.



Todos tienen en una u otra manera cierto interés bioldgico, sin embargo, las

flavonas y los flavonoles tienen gran interés por sus propiedades antioxidantes y

por ende antiinflamatorias (Lopez-Lazaro, 2009).

En varias especies del género Salureja se han estudiado sus flavonoides,

destacéndosé la presencia de flavonas y flavonoles (Lizarraga y Abdala, 2004)

(Moghaddam y col,, 2007) (Alonso, 2009); siendo una flavona, la luteolina la que

se presencia con mucha frecuencia en diferentes especies de éste género

(Lopez — Lazaro, 2009).

Siendo Satureja brevicalix Epling, una especie ampliamente utilizada en nuestra

region y conociéndose la presencia de flavonoides, en el pfesente trabajo de

investigacion se ha propuesto aislarlos mediantes técnicas cromatograficas,

proponer su estructura quimica, utilizando técnicas espectrales, ultravioleta e

infrarrojo y determinar su actividad antiespasmddica, relacionandolo con su

estructura quimica.

Por estas consideraciones, nos propusimos los siguientes objetivos:

Objetivo General

e Determinar la actividad antiespasmodica de los flavonoides aislados de las
hojas de Satureja brevicalix Epi. “wayra mufia’. Ayacucho - 2011.

Objetivos especificos.

e Comparar la actividad antiespasmédica con la atropina y Acetilcolina.

e Determinar la concentracion de los Flavonoides con mejor actividad

antiespasmaodica.



i. MARCO TEORICO
2.1. Descripcion botanica de la familia Lamiaceae
Familia compuesta con 224 Géneros y 5600 especies, se caracterizan por ser
plantas herbaceas (anuales o perennes), los tallos y las ramas cuadrangulares o
tetragonal generalmente con aceite esencial, aromatico, hojas opuestas enteras,
simples, pinnati-partidas o raramente compuestas, peciolados o sésiles, sin
estipulas, mayormente pinnatinervias. Inflorecencia cimosa, pocas 0 muchas
flores que se reunen en pseudo espigas o capitulos. Flores hermafroditas
solitarias a menudo sésiles, zigomorfas o raramente actinomorfas, con o sin
bracteolas, Caliz con 5 sépalos soldados, corola con 5 pétalos generalmente
bilabiados, 2-4 estambres libres, gineceo con ovario supero bicarpelar, 1 estilo y
2 estigmas, fruto tetraquenio, descompuestos en 4 ndculas (muy raramente
carnosas), semillas con endospermo escasa (Brack, 1993) (Font Quer, 1988)
(Mostaceros y Mejia, 2002).
2.2, Descripcion del género Satureja.
Son plantas herbaceas anuales o permanentes de unos 70 a 90 cm de altura,
algo tiesos y un tanto asperos al tacto, solo lefiosas en la base. Son plantas con
hojas enfrentadas, estrechas y agudas, con los bordes enteros y ciliados. Las
flores son blancas o rosadas y nacen de las axilas de las hojas superiores para

formar ramilletes terminales con las flores echadas todas a un lado, las flores



son muy pequefias de 35 a 8 mm. Se encuentran divididos en 5 dientes
puntiagudos con quince nervios muy realzados y cinco dientes triangulares de
0,5 mm. En las hojas de alguna de las especies de Satureja se distinguen
numerosos hoyitos, en cada uno de los cuales se aloja una glandula repleta de
esencia, la cual comunica a la Satureja el intenso aroma que despide (Font
Quer, 1988) (Mostaceros y Mejia, 2002).

2.3. Distribucion geografica del género Satureja

El género Satureja se desarrolla especiaimente en las montafias secas
pedregosas, en las laderas o colladas y toda suerte de matorrales de los
terrenos calcareos de gran parte de Espafia (Font Quer, 1988). Cuenta con unas
200 especies en el mundo, todas estas especies son de regiones templadas y
tropicales de ambos hemisferios de la Tierra. En el Perl se han identificado unas
26 especies, de las cuales 20 son endémicas. La Satureja brevicalyx Epling es
una especie endémica de las regiones altoandinas surefias del Peru. (Brako y
Zarucchi, 1993 citado por Carhuapoma, 2007) (Chumacero y col., 2003)
(Mostaceros y Mejia, 2002).

2. 4. Satureja brevicalyx Epl.

2.4.1. Taxonomia

Segun el sistema de clasificacién de A. Cronquist (1981), la especie se ubica en
la siguiente categoria taxondmica:

DIVISION  : Magnoliophyta

CLASE : Magnoliopsida

Sub- CLASE : Asteridae

ORDEN : Lamiales

FAMILIA : Lamiaceae

GENERO : Satureja

ESPECIE : Satureja brevicalyx Epling



Fuente: Cronquist (1988) y Brako y Zarucchi (1993) citado por Carhuapoma
(2007).
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Sinonimia vulgar: “‘urqu mufia’, “wayra mufa”, “sacha mufia”’, ‘mufia”’, "inca

“ U

muia“, "salga muia“ “cjunumuia’, “‘cjufia’, “konoc” y “orégano de los incas”.
(Chumacero y col.,, 2003) (Carhuapoma, 2002).

2.4.2. Descripcion botanica

Es de porte arbustiva perennifolio, erguido de 1.0, 1.5 m de altura, aromatica y
pubescente. Hojas muy pequefias, espatuladas, sésiles, verticiladas y opuestas,
de margen entero. Flores biancas, solitarias, axilares, tetrameras, bilabiadas;
cdliz gamosépalo; corola gamopétala; androceo con estambres didinamos;
gineceo con ovario stpero, estilo apical y estigma simple. Florece en primavera y
verano (Chumacero y c‘o|., 2003) (Carhuapoma, 2002).

2.4.3. Distribucién geografica

En el Peru Satureja brevicalyx Epi. crece en territorios aito andinos mayormente
entre los 3500 y 3800 m.s.n.m. de clima frio, creciendo de manera silvestre en
las montanas y faldas de los cerros junto con el ichu, es de predileccion por
laderas de suelos areno-arcillosos y pedregosos. Los lugares peruanos donde
esta planta se desarrolia se encuentra en Cuzco, Apurimac, Huancavelica, Junin
y en mayor cantidad y siendo vernacula y aborigen del departamento de
Ayacucho (Magallanes y co|.; 1994) (Brako y Zarucchi, 1993; citado por
Carhuapoma, 2007) (Carhuapoma, 2002) (Chumacero y col,, 2003) (Mostacero y
col,, 2002).

2.4.4. Etnobotanica y etnofarmacologia

Segun informaciones etnobotanicas y etnofarmacoldgicas es usada para resolver

problemas gastrointestinales y para la correccion de desdrdenes menstruales. Es

digestivo, carminativo, contra la gastritis, flatulencia y antiespasmoédica. También



es usado como analgésico soasando las hojas en caso de dolores musculares y
torticolis. (Soto, 1999) (Chumacero y col., 2003) (Carhuapoma, 2002).

2.4.5. Composicion quimica

El extracto hidroalcohdlico evidencia los siguientes metabolitos: resinas,
azucares reductores, catequinas, lactonas sesquiterpénicas, triterpenos,
esteroides, saponinas, taninos, flavonoides y aceite esencial. (Soto, 1999)
Carhuapoma (2002), realizé un estudio detallado de la composicién quimica del
aceite esencial reportando la presencia de pulegona (27.2%), linalol (20.3%),
mentona (11.1%), isomentona (8.3%), B-cariofileno (6.5%) y otros compuestos
€n menor proporcion.

2.4.6. Propiedades farmacoldgicas

Soto (1999), determiné la actividad analgésica del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de S. brevicalyx Epling a 400 mg/kg de peso, aproximando tal actividad a
la del acido acetilsalicilico, pero de menor actividad que el ketorolaco. Diez
(2003), estudi6 la actividad antiespasmddica sobre intestino aislado de cobayo,
de una infusion acuosa al 5% de hojas y sumidades floridas de S. brevicalyx
Epling, mostrando una ligera accion antiespasmédica frente al N-butilbromuro de
hioscina. Palomino (2005), demostré que el extracto acuoso liofilizado de las
hojas de S. brevicalyx Epling posee capacidad de captacidén de radicales libres,
en relacion a la vitamina C. Ademas no hallé diferencia estadisticamente
significativa en los niveles de lipoperoxidacion, glutation y proteinas hepaticas,
utiizados como medida de estrés oxidativo. Carhuapoma (2007), estudié la
actividad anti-Helicobacter pylori y antioxidante de su aceite esencial y Mendoza
(2007), demostré la actividad hepatoprotectora del extracto acuoso de sus hojas,
atribuyéndole dicha actividad a los flavonoides, por su capacidad antioxidante,
es decir, como agente neutralizador de los radicales libres, generadores del dafio

hepatico.



2.5. Flavonoides

2.5.1. Propiedades quimicas (Bruneton, 2001) (Lock de Ugaz, 1994)
(Kuklinski, 2003)

Constituyen uno de los grupos mas numerosos y ampliamente distribuidos de
metabolitos secundarios. Los flavonoides son poiifenoles de tipo diaril-propano
(Ar-C;-Ar) unidos, la mayoria, a una cadena de azucar: constituidos por un anillo
bencénico condensado a una y-pirona (o sus derivados) sustituida en posicién 2

por un radical fenilo.

Figura N° 1. 2-fenilbenzopirona, ntcleo basico de fos flavonoides
En todas las clases de flavonoides, la biosintesis justifica la frecuente presencia
de al menos tres hidroxilos fendlicos en C-5, C-7 y C-4' de la genina, aunque
algunos de ellos puede faltar.
De acuerdo al grado de oxidacion los flavonoides pueden ser: auronas,
chalconas, flavanonas, flavanonoles, flavonas, flavonoles, antocianinas,

antocianidinas, catequinas y biflavonoides.
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Flavona Flavonol
FIGURA N° 2. Algunos nucleos basicos de los flavonoides (Bruneton,2001).
Algunos nucleos basicos de los flavonoides (Bruneton, 2001) Lock de Ugaz
(1994) y Villar del Fresno (1999), refieren que las flavonas y flavanoles dan
coloraciones de amarillo a rojo, flavanonoles de rojo a magenta, flavanonas de
rojo a magenta inclusive hasta violeta con la prueba de Shinoda, fluorescencia
purpura, celeste fluorescente a la luz ultravioleta y tienen absorbancias al
ltravioleta entre 250 a 280 nm y 310 a 350 nm para las flavonas y 250 a 280 nm
380 a 385 nm los flavonoles.
2.5.2. Propiedades Biolégicas (Bruneton, 2001; Villar del Fresno, 1999)
La accion antiinflamatoria que poseen muchos flavonoides se relaciona en parte
con su interaccion con diversas enzimas implicadas en el metabolismo del acido
araquidénico. In vitro, los flavonoides polihidroxilados actiuan preferentemente
por la via de 5-lipooxigenasa, mientras que los menos hidroxilados inhiben
fundamentalmente la via de ciclooxigenasa. In vivo, sin embargo, parecen
comportarse como inhibidores duales. Esta diferencia de comportamiento, no
exclusiva de flavonoides, se debe a la biotransformacion que sufren en el
organismo.
Los flavonoides, en general, poseen capacidad para neutralizar radicales libres,
responsables cuando estan dotados de un alto grado de reactividad, de la
aparicion de determinadas patologias o del agravamiento de las mismas. Esta

accion antirradicalaria es, en algunos casos, heterogénea en relacion a los



distintos tipos de radicales libres (anién superdxido, radical hidréxilo, etc).

Diferentes grupos de flavonoides interaccionan in vitro con el radical libre estable

1, 1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), que es utilizado para poner de manifiesto de

manera general, su actividad antirradicalaria.

La capacidad de los flavonoides para prevenir la oxidaciéon del acido ascoérbico

es un hecho reconocido en la proteccion de esta vitamina en los zumos frescos

de frutas. Es obvio que tal propiedad provee a los flavonoides de una actividad

protectora de los sustratos oxidables (por ejemplo, membranas lipidicas).

Las investigaciones recientes inducen a pensar que existe una base comun que

explicaria los efectos farmacolégicos de los flavonoides, considerandose la

actividad antioxidante como la mas probable para jugar este papel.

Martinez — Flores y col. (2002), resumieron las condicionantes estructurales que

favorecen la actividad antirradicalaria, de la siguiente manera:

= Agrupamiento O-hidroxi en el anillo B. (La actividad aumenta con el nimero
de hidroxilos sustituidos.)

= Doble enlace 2-3, en conjugacién con una funcién oxo en 4.

= Presencia adicional de grupos hidroxilos en 3, 5 y 7 del nucleo A.

Esto hace que flavonas y, sobre todo, flavonoles se muestren como los mas

activos; sin embargo, otros flavonoides como los flavononoles también poseen

actividad antirradicalaria.

2.6. Flavonoides en el Género Satureja

Escudero y col. (1985), describen la presencia de naringenin 7-O-rutinosido y

eriodictol 7-O-rutinosido en las hojas de Satureja acinos y Satureja montana; y

Sanchez de Rojas y col. (1996), la presencia de naringenina, eriodictol y luteolina

en las hojas de Salureja obovata.

Lizarraga y Abdala (2004), reportan el aislamiento de flavonoides de las partes

aéreas de Satureja boliviana (Benth) Briq. siendo identificados como el
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kaemferol 7-O-glucosido, kaemferol 3-O-xilitol glucésido, kaemferol 7-
rhamnosido y quercetin 3 —O-soforosido. El kaemferol y la quercetina son

flavonoles que se diferencian por el grado de oxidacion en el anillo B. (Figura N°
\ oy HO
m o
I /

o

O cH O

3).

I il
Figura N° 3. Representacion de (l) kaemferol y (ll) quercetina
Moghaddam y col. (2006), aislaron un flavonoide de un extracto diclorometano
de las partes aéreas de Safureja khuzistanica cultivada. Esta especie es utilizada
como analgésico y antiséptico por la poblacion del sur de Iran. El flavonoide fue

identificado como 4’, 5, 6-trihydroxy-3', 7-dimethoxyflavone.

oCH
CH
=Y
(1)
CH (@)

Figura N° 4. Flavona aislada de Satureja khuzistanica.
Alonso (2009), investigando moléculas con actividad antioxidante aislé tres
flavonoides de Satureja macrostema, siendo caracterizados por RMN *C y RMN

'H. Los compuestos fueron identificados como la 5-hidroxi-7,4'-dimetoxiflavona,



5-hidroxi-3, 6, 4-trimetoxiflavona y la 5,4'-dimetoxi-7,3' 5 -trihidroxiflavanona.

(Figura N° 4).

Figura N° 5. Flavonas aisladas de Satureja macrostema
Lépez —~ Lazaro (2009), en una revisidén sobre sobre la distribucién y propiedades
biolégicas del flavonoide luteolina, refiere que esta se encuentra presente en

Satureja obovata y Satureja parvifolia (Figura N° 6).
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\\OH
oo I _J
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Figura N° 6. Flavona luteolina
Gohari y col. (2009), estudiaron los flavonoides de Satureja atropatana Bonge a
partir de un extracto de acetato de etilo y metandlico de las partes aéreas,
logrando aislar e identificar cuatro flavonoides: 5, 6, 3'-trihidroxi-7, 8, 4-
trimetoxiflavona, 5, 6 — dihidroxi- 7, 8 3, 4- tetrametoxiflavona, 5, 6, 4 -

trihidroxi- 7, 8, 3' —trimetoxiflavona y la luteolina (Figura N° 7).
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Figura N° 7. Flavonas aisladas de Satureja atropatana.
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1. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de Ejecucion
El presente trabajo de investigacion se desarrolld en el Laboratorio de
Farmacologia del Area de Farmacia, de la Facultad de Ciencias Biolégicas
de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante los
meses de enero a junio de 2011.
3.1. Materiales
3.1.1. Flavonoides
Los flavonoides aislados de las hojas de Satureja brevicalix Epl. Fueron
gentilmente facilitados por el Profesor Enrique Aguilar Felices del
Laboratorio de Farmacognosia, del Area de Farmacia de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga. (Aguilar, 2010)
3.1.2. Material Bioldgico
15 ratas albinas machos con peso entre 180 a 250 gramos de peso, en
buen estado de salud, adquiridas en el Bioterio del Instituto Nacional de
Salud (Chorrillos — Lima), con una semana de anticipacidn para su
adecuacion a las condiciones de laboratorio, con alimento pelletizado

estandar y agua a voluntad.

14



3.3. Disefio metodoldgico

3.3.1. Determinacion de la actividad antiespasmédica (Método de Magnus,
1968)
Fundamento

Consiste en la induccién de espasmos en fracciones de ileon aislado de rata

(Acetilcolina) y evaluacién del efecto antiespasmédico con la sustancia a evaluar,

utilizando como patrén de referencia atropina.

Materiales

- Acetilcolina (Merck), se disolvié en agua destilada a una concentracién de 5 x
10 * (Anexo N° 1).

- Atropina 1 mg (Laboratorios Farmindustria), se diluyé en agua destilada a
una concentracion de 5 x 10 ° (Anexo N° 2).

- Los flavonoides de Satureja brevicalix Epl. se disolvieron en agua destilada a
concentraciones de 0.5%, 1.0% y 1.5% respectivamente.

Procedimiento

- Se sacrificé las ratas con el peso de 180 a 250 gramos.

- Se obtuvo €l ileon de las ratas.

- Los fragmentos de ileo de 3 a 4 cm. fueron colocados en placas petri

- Se agrego el liquido nutricio de tyrode.

- Se observé la frecuencia de la contraccibn muscular con la ayuda del
Quimografo.

- Se conservé a las celulares vivas de ileon con la ayuda del equipo de
oxigenador.

- Se usO el intestino aislado de rata ya que las respuestas contractiles
expuestas son mas notorias, lo que facilité el trabajo, tal como recomienda

Magnus.

15



-  Después de encender el equipo Quimofrafo de 1 m. ha sido agregado 0.5
mi de Acetilcolina.

- 1 % min Detener el quimografo y lava la preparacion y adicionar 0.5 ml de
flavonoide.

La variable analizada fue el tamafio de la respuesta contracti (mm) que

producen los flavonoides, comparada a la respuesta contractil con solucion de

acetilcolina. La concentracion de los flavonoides fueron de 0.5%, 1.0%, 1.5%, y

la solucién de acetilcolina de 5x10*M. La respuesta contractil de los Flavonoides

se comparé con la respuesta contractil frente a la atropina 5x10° M.

3.4. Disefio experimental

Se emplearon 5 lotes de ratas wistar de 5 unidades cada una y se procedi6 de la

siguiente manera:

ACh Flavonoides | Flavonoides | Flavonoides | Atropina
5x10° 0.5% 1% 1.5% 5x10° M
‘M

Lote | X

Lote i X X

Lote il X X

Lote VI X X

Lote V X X

3.5. Analisis Estadistico
Se determind los valores estadisticos de tendencia central y de dispersion, la

normalidad de los datos y la homogeneidad de sus varianzas. Se evalu6 el
efecto antiespasmaodico por la variacion de la respuesta contractil inducida por la
Acetilcolina previo tratamiento con la muestra problema, la cual se compar6 con
la respuesta contractil inducida sélo con acetilcolina y de esta manera se evalu6
la existencia de diferencias estadisticamente significativas de los diferentes

tratamientos usando el analisis de varianza, a un nivel de confianza del 95%.
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Iv. RESULTADOS
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GRAFICO N° 1: Altura de la concentracion del ileo aislado por efecto de los
flavonoides aislados de las hojas de Satureja brevicalix “wayra muha” a

diferentes concentraciones. Ayacucho- 2011.
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GRAFICO N° 2: Numero de contracciones del ileo aislado por efecto de los
flavonoides aislados de las hojas de Satureja brevicalix Epling “wayra

mufa” a diferentes concentraciones. Ayacucho — 2011.
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V.  DISCUSION
Aguilar (2010), aislé dos flavonoides de las hojas de Satureja brevicalix Epl., los
mismos que fueron caracterizados mediante pruebas cromatograficas vy
espectrales como apigenina, que es el flavonoide principal y la naringenina
(Anexo N° 4), el primero quimicamente es una flavona y el segundo una
flavanona. Con ambos flavonoides demostr6 que tenian actividad
antiinflamatoria y antioxidante.
En el Grafico N° 1, se observa la altura de las contracciones del ileo aislado de
las ratas, con acetilcolina 5 x 10 * M se alcanzé una altura de 1.24 cm en
promedio y con atropina a 5 x 10 ° M una altura de 0.38 cm. Por lo tanto, la
altura de las contracciones producto de los espasmos disminuyeron cuando se
adicioné atropina a 5 x 10 ° M.
Esto significa que el método de Magnus funciona correctamente para evaluar la
actividad antiespasmaédica de una sustancia quimica.
Cuando se adiciona los flavonoides a las concentraciones de 0.5%, 1.0% y 1.5%
respectivamente dentro del medio nutricio de Tyrode, se observa que la altura de
las contracciones fueron 0.86 cm, 0.44 cm y 0.68 cm respectivamente.
Podemos afirmar que la concentracion de 1.0% tiene una respuesta

farmacoldgica cercana al patrén. Del mismo modo, no se pudo establecer una
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relacion dosis — respuesta, puesto que a mayor dosis no se obtuvo una mayor
disminucién de la altura de las contracciones.

Las diferencias entre la altura de las contracciones fueron contrastadas mediante
el andlisis de varianza (Tabla N° 1 y 2, ver Anexos) y observamos que existen
diferencias farmacolégicas entre los tratamientos ensayados. La prueba
complementaria de Tukey corrobora que la atropina y los flavonoides al 1%
tienen la misma respuesta farmacolégica.

Poar tanto, podemos afirmar que los flavonoides tienen la propiedad de modificar
la altura de las contracciones inducidas por la acetilcolina 5 x 10 * M.

El Grafico N° 2, muestra el nimero de contracciones inducidas después de la
adicién de la acetilcolina 5 x 10 * M al medio nutricio de Tyrode, la respuesta
antiespasmédica de la atropina 5 x 10 ® M. Después de la adicion de los
flavonoides, el nimero de las contracciones disminuye, al 0.5% produjo 13.2
contracciones, al 1.0% produjo 5.6 contracciones y al 1.5% 10.6 contracciones
respectivamente. Aqui también no se manifiesta una dosis respuesta.

Las diferencias entre el nimero de contracciones fueron contrastadas mediante
el analisis de varianza (Tablas N° 3 y 4, ver Anexos) y se demostro que existen
diferencias entre los tratamientos ensayados. La prueba complementaria de
Tukey precisa que la atropina y los flavonoides al 1% tienen respuestas
farmacolégicas similares.

Ghayur y col. (2007), exploraron las bases biologicas para el uso medicinal del
flavonoide catequina, investigando si exhibe alguna actividad farmacolégica
sobre preparaciones de musculatura lisa. Hallaron que la catequina relaja de
manera dosis dependiente el yeyuno de conejo, produciendo cambios de forma
calcio-dependiente, bloqueando los canales de calcio y actividad sobre los
receptores calinérgicos similares a la atropina. Concluyeron que la catequina,

podria tener una actividad calcio antagonista, ademas la capacidad de producir

21



relajacién del endotelio vascular, proveyendo una base farmacolégica para la
eficacia de la catequina en desordenes de hiperexcitabilidad del musculatura
gastrointestinal, respiratorio y vasos sanguineos de los tejidos blandos.

Heinrich y col. (2005), aislaron ocho flavonoides polimetoxilados y cuatro
glicésidos flavonicos de las hojas de Casimiroa tetrameria utilizada
tradicionalmente para tratar desordenes gastrrointestinales. Evaluaron el efecto
modulador sobre las contracciones en ileo aislado de cobayo inducidas por la
histamina, reportando que mostraron un fuerte efecto inhibitorio sobre las
contracciones.

Mohammad y col. (2008), evaluaron la actividad antiespasmodica de un extracto
hidroalcohdlico al 70% del bulbo deshidratado de Allium cepa, concluyeron que
la actividad antiespasmédica no se debe a una accion sobre los B-
adrenorreceptores, receptores opioides, produccion de Oxido nitrico o la
activacion de los canales de potasio; sino mas bien, el flavonoide quercetina
presente en el bulbo induce un efecto antiespasmédico via los canales de calcio.
Aguilar (2010), identificé en las hojas de Saturaje brevicalix la presencia de los
flavonoides, caracterizados mediante pruebas espectrales como Epigenina que
es el principal y naringenina (Anexo N° 4) el primero quimicamente es una
- flavona y el segundo una flavonona.

En el grafico N° 1 se observa la altura de las contracciones del ileo aislado de
las ratas, con acetilcolina 5x10™* M. se alcanzé una altura de 1.24 en promedio, y
con atropina a 5x10™°M una altura de 0.38 cm.

Esto significa que el método de Magnus funciona correctamente para evaluar la
actividad antiespasmodica de una sustancia quimica.

Cuando se administra los flavonoides a los concentraciones de 0.5%, 1.0% y
1.5% respectivamente, se observa que la altura de los contracciones fueron,

0.86 cm, 0.44 cm y 0.68 cm respectivamente.
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Podemos afirmar que la concentracién de 1.0%, tiene una respuesta
farmacolbgica cercana al patrén.

Las diferencias fueron contrastadas mediante el analisis de varianza (ANEXO N°
5y 6) y observamos que existe diferencia entre los tratamientos ensayados.

La prueba complementaria de Tukey corrobora que la atropina y los flavonoides
al 1% tienen la misma respuesta farmacolégica.

Por tanto podemos afirmar que los flavonoides tienen la capacidad (propiedad)
de modificar las concentraciones inducidos por la acetilcolina.

El presente estudio muestra que los Flavonoides aislados de la Satureja
brevicalix Epling “wayra muna” tiene efectos relajantes significativos (p< 0.05) y
antiespasmaédicos para la acetilcolina (p< 0.05), reversibles y dosis dependiente
sobre el ileon de rata Wistar, por lo que es necesario continuar con los estudios
fitoquimicos y farmacolégicos para aislar €l o los flavonoides responsables de los

efectos antes mencionados.
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1.

V. CONCLUSIONES
Los flavonoides aislados de las hojas de Satureja brevicalix Epl. “wayra
mufia” demostraron tener actividad antiespasmaédica a las dosis ensayadas.
Los flavonoides a fa concentraciéon de 1.0% redujeron la altura y el nimero
de las contracciones. Estadisticamente fue simllar a la atropina 5 x 10 ° M tai
como quedd demostrado con la prueba de Tukey.
Los flavonoides aislados demostraron tener una mejor actividad
antiespasmodica a una concentracién de 1.0 %. Las concentraciones de

0.5% y 1.5 % demostraron tener menor actividad.
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\"/R RECOMENDACIONES
Determinar de manera independiente cual de los flavonoides es el
responsable de la actividad antiespasmaodica.
Precisar cual es el mecanismo de accion antiespasmaodico.
Evaluar la actividad antiespasmoédica utiizando otros modelos

farmacolégicos.
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ANEXO



ANEXO N° 1

Férmula y su peso molecular de la Acetilcolina

O \ /

C/HeNO,  (PM 146.21 g/mol)

Férmulay peso molecular de la Atropina

C9H13N.(PM 694.83 g/motl)



ANEXON®°2

o)

OH

APIGENINA

OH

HO o

oH ©

NARIGENINA
Flavonoides aislados de las hojas de Satureja brevicalix Epl. “wayra mufa”

(Aguilar, 2011)
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ANEXO N° 3

Férmula de la solucién de Tyrode
-NacCl 80g¢
-KClI 02g
-CaCl2H,0 0.2-01g
-CO;HNa 1.0g
-PO4H,Na 005¢g

-MgCl, 01g
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ANEXO N°4

TABLAN°® 1. Prueba de Tukey de la Actividad antiespasmoédica de los
Flavonoides aislados de las hojas de Satureja brevicalix “wayra mufia” a
diferentes concentraciones en comparacién con la con la atropina. Ayacucho —

201.

Altura (cm)

HSD de Tukey a

Subset for alpha = .05
Tratamientos N 1 2 3 4
Atropina 5 3800
1% 5 4400
1.5 5 6800
0.5% 5 8600
Blanco 5 12400
Sig. 369 1.000 1.000 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000



ANEXO N° 5

TABLA N° 2. Prueba de ANVA de la Actividad antiespasmédica de los
Flavonoides aislados de las hojas de Safureja brevicalix “wayra mufa” a

diferentes concentraciones en comparacién con la con la atropina. Ayacucho —

20M.
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Altura Inter-grupos 2428 4 607 233.462 .000
(cm) Intra-grupos | 5.200E-02 20 | 2.600E-03
Total 2.480 24




ANEXO N°6

TABLA N° 3. Prueba de Tukey Numero de contracciones a diferentes
concentraciones por efecto de los Flavonoides aislados de las hojas de Satureja

brevicalix Epling “wayra muia”. Ayacucho — 2011

Numero de contracciones

HSD de Tukey®

Subset for alpha = .05
Tratamientos N 1 2 3 4 5
1% 5 5.6000
Atropina 5 7.8000
1.5 5 10.6000
05% 5 13.2000
Blanco 5 15.8000
Sig. ) 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Se muestran fas medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000



ANEXO N°7

Fotografia: Equipo de quimagrafo.



ANEXON®°8

Fotografia: Calibrando el quimégrafo.
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ANEXON°9

Fotografia: Sacrificio del animal de investigacion.



ANEXO N° 10

e

Fotografia. Extrayendo el ileon de la rata.



‘(go6l)
snuBepy sp  opojsw
1o unBas epeusiap
elos eoipowsedssaijue
pepiaioe el

"(5002) eiuog
A tepnBy sod ejuosep
eibojopojas B} opuainbis
epepion|a eoiinb

(000Z 109 A uoleipPI) (6661 ‘Ousald
#p Jejin) (0002 ‘Disupiny) (661
‘zeBn ep oo01) (L00Z ‘uoleurug)
‘seuojeWRLUIUE ‘sejuepixonue
Uuos §8j0UoAR| A seuoael se "eoiuinb
BINJONJISS NS UOD BJOSHP ugioe|as
us ugyse sedibojoiq sepepeidoid sng
‘BOISEQ BINIONJISO NS UD SBJBOIPES 8p
eloussaid e| Jod A ugioepixo ap opesd
1@ Jod uepuesalip 8s anb saplouoaey
ap sodi ¢ usisix3 "edibojolq pepianoe
ueib usaesod enb K sejousyiod
so] 8p odnib e usosusued senb

eoipowedsanue
peptaioe

Jofeut U0 saplouoAR|d
SO| 8p UOIBR.JUSOUOCD

sinjonyse ns KA sopejsie souepunoas sojjoqelsw ap spuesb | g Jjeuluelpg e
uUBiasS SapIcuoAB) SO7 SQUOIDDRIIU0D Anw odniB un uos saplouoaey sO7 “euidone g
SNI _ovAm:mm@woaMMco@v s@! °p By sns gm:ﬁ>o.mmowmﬂo_w—wwm:whw%ﬂm uod  eolpguisedsague 1102
0Z2Z - 081 SO} 81U 80910 S8UOIRoEUOD ‘eolp | sopezUBOEIED Jojsouaw | PEPINIE € Jesedwod e - oyonoeAy
enb oyoew seisip seiey | °P Bousndald  * 1 _gusedsenue | sa enb of Jod sepiouoaey op eidussaid *sogyjoedse soAlelqo - BUNW
‘jeyuswipedxy pepiun iseJ0peIIpPU| pepiagoe | Bl epodas ‘(ggsL) oo A (2002 Bunu eikem, '1d3 eifem, a3
sefoH ap By | ‘essenpy eoipowsedssjjue usuel; | ‘ezopusly) sesopsjoidojeday ‘(p00Z | xyeomeuq elaunjes op Jedipowsedsanue Xijeoineiq
enuIND ap ojsIp pEpIANDY | «LBYNW  BiAem, | ‘ouluofed) (S00Z ‘Bwo L) SSIUBPIXONUE | sefoy se| op Sopelsie pepiAoe elainjes
e TE e | owepusdep simmuey | e | e on ke pp | PO S0l uppusy e | P
' m&:uc( %S'L A %0 ‘%60 op " seloy umvm::.&cw._ e Jod ezoqED 2@: m&o.ov op  edipowsedsefue eshem, 1d3 xyeomarq mou_oco>m.z
JJSAIN iSBJOPEBDIPU] | gp ap sopejsie | JeiAe Bied SjUSWIEUOIDIPEY OPEZINN pEpIAOR elanjes ep $0| op BoIp
jejuswiuadxy S$8plouoAB) SOT SOplouoABl | BAlRU [euidipsw  spoedse eun se | Bl Jeuluueleg e | sefoy sej ep sopeisie | owsedselue
lodi] | :9jualpuadapu; ajqele $07 | Jeunw elhem, '|d3 xjyjeomalg efainjeg {etauan) oanafqo | seplouoaey s01? PEPINIOY
VI90104013N SIAFVYRIVA SIS3LOdIK OORIOZL OOV SOAILLIrg0 YNIT180¥8d ONLIL

VION3LSISNOD 30 ZRILVIN




ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
R.D. N° 452-2011-FCB-D
Bach. Gerardo Gonzales Atao.
En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del dia jueves
veintinueve de diciembre dos mil once, reunidos en el auditorio del
departamento Académico de Ciencias Biolégicas, bajo la presentacion del
Decano (e) de la facultad, actian ademas como miembro: Mg. Enrique Aguilar
Felices (Asesor) y Mg. Maricela Lopez sierralta quien ademas actuara como
secretaria docente encargada, para recepcionar el trabajo de tesis: “Actividad
antiespasmddica de las flavonoides aislados de las hojas de Satureja
Brevicalix Epi. “Wayra Muna” Ayacucho 2011, presentado por el bachiller
Gerardo Gonzales Atao, quien pretende optar el titulo profesional de Quimico
Farmacéutico.
El presidente (e) inicia el acto de sustentacidn, solicitando a la secretaria
docente (e) la revisién de documentos en mesa y lectura de RDN° 452-2011 -
FCB - D para luego autorizar al sustentante la exposicion en el tiempo
correspondiente.
Culminado la exposicion se inicia la segunda etapa en la cual los miembros del
jurado calificador realizan las observaciones y evaluacion correspondiente para
emitir su calificacién.
El presidente (e) solicita al sustentante y publico en general que abandonen el
auditorio para que el jurado calificador pueda deliberar y emitir su calificacion
pertinente como sigue:

Jurado Calificador Exposicion Rta a Pregunta Promedio
Mg Emilio Ramirez Roca 17 17 17
Mg Enrique Aguilar Felices 16 16 16
Mg. Maricela Lépez Sierralta 16 16 16

Promedio: 16

De la evaluacion realizada el sustentante obtiene una calificacién promedio de
DIECISEIS (16) DE LO CUAL dan fe los miembros estampando su firma al pie
de la presente. Culmina el acto de sustentacion las seis de la noche.

que Aguilar Felices
Asesor - Miembro

Mg. Maricéla K6pez Sierralta
Secretaria Docente (e) - Miembro
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