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“Efecto antiespasmodico de la infusion de Mentha aff. arvensis L. “hierba
buena“ sobre el ileon aislado de Cavia porcellus “Cobayo*. Ayacucho,
2004”
Autor : Bachiller. Tatiana FERNANDEZ MEDINA.
Asesores : Mg. José Manuel, DIEZ MACAVILCA. y Q.F. Marco Rolando,
ARONES JARA.
RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizé con la finalidad de
determinar el efecto antiespasmaédico de la infusion de Mentha aff. arvensis L.
“hierba buena”, en segmentos de intestino (ileon) de cobayo a diferentes
concentraciones: 10, 15, 20, 25 y 30%, para luego realizar estudios in vitro
usando el método descrito por Magnus, los cuales se mantienen en liquido
nutricio de Tyrode; en un bafio de érganos aislados con suministro permanente
de oxigeno y a una temperatura de 37°C.

Se utilizo un quimografo para registrar la respuesta contractii maxima del
ileon en presencia de acetilcolina a diversas concentraciones de 5x10°M,
5x107*M, 5x10°M, 4.13x10°°M y 1.38x10°°M. Los datos obtenidos sirvieron para
calcular los valores relativos en milimetros de respuesta contractil del érgano a la
acetilcolina, en presencia de las diferentes concentraciones de la infusion de
Mentha aff. arvensis L. “hierba buena” y de atropina como farmaco de referencia
a concentraciones de 5x10™*M, 5x10-°M, 5x10°°M.

En el ensayo farmacologico se determind que la infusidn de la Mentha aff.
arvensis L. posee efecto antiespasmodico debido a que disminuyeron de forma
dosis dependiente la amplitud de las contracciones inducidas por el
espasmégeno (acetilcolina 5x10°*M) actuando en forma similar a la atropina.

En este ensayo se determiné que la infusion al 30% (4.00mm) tiene una
eficiencia de 86.66% con respecto a la infusion al 10%. EI efecto
antiespasmodico de la infusion al 10% (17.0mm) es similar a la droga de
referencia, atropina 5x10°M (18.0mm).

El andlisis fitoquimico de los extractos de Mentha aff. arvensis L. “hierba buena”
reportd presencia de los siguientes metabolitos secundarios: aceites esenciales,
alcaloides, cumarinas, lactonas, resinas, azucares reductores, taninos, quinonas,
mucilagos, principios amargos y saponinas.

Palabras claves: Plantas medicinales: Antiespasmodico; Atropina; Acetilcolina,

Mentha aff. arvensis L..;: Organos aislados.
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I. INTRODUCCION

La medicina tradicional es un conjunto de conocimientos y practicas que
tiene como fundamento el saber médico ancestral de la poblacion modificado a
lo largo de los siglos por la influencia de la medicina popular, la religién cristiana,
etc; es una préactica que se transmite por la tradicién familiar o comunitaria, que
tiene sus propios agentes de salud y sus ideas especificas sobre la enfermedad
y curacion.

Como se sabe las plantas elaboran dos productos quimicos: los principios
inmediatos y los principios activos, siendo estos Ultimos los que ejercen la
actividad farmacolégica.

En nuestro pais y especificamente en nuestra regién existen muchas
plantas medicinales que son utilizadas en el tratamiento de diversas patologias,
muchas de ellas carecen de base cientifica, por ello es necesario realizar
estudios-y de esta manera contribuir con el uso adecuado por la poblacién.

Los procesos espasmodicos son afecciones que sufren la poblacion
frecuentemente ya sea por enfermedades del intestino, consecuencia de
intoxicaciones o fermentaciones.

Entre las especies empleadas por sus propiedades antiespasmaodicas se
encuentra Mentha aff. arvensis L. “hierba buena” y por esta razén se desarrolld

el presente trabajo de investigacidon que estuvo orientado a conocer los



principales metabolitos secundarios mediante un tamizaje fitoquimico y
corroborar el efecto antiespasmaédico de la infusién de esta especie utilizando la
técnica de érganos aislados en pruebas in vitro que son contrastados con
drogas _patrones, en este caso la acetilcolina que tiene una accion
espasmogénica a nivel de la musculatura lisa intestinal.

Este trabajo se desarrollo teniendo en cuenta los siguientes objetivos:

Objetivos Generales:

*x Evaluar el efecto antiespasmddico de infusiones de Mentha aff. arvensis L.
“hierba buena” en el ileon aislado de Cavia porcellus “cobayo”.

Objetivos Especificos:

*  Caracterizar la actividad basal in vitro del ileon aislado de Cavia porcellus
“‘cobayo” con sus movimientos tipicos de contraccidén-relajacién ritmica
alternante.

* Evaluar las respuestas contractiles dependientes de las dosis de acetilcolina
a diversas concentraciones sobre el ileon aislado.

* Evaluar la respuesta contractil por accion de la atropina bloqueando los
efectos espasmodicos de la acetilcolina.

* Evaluar las respuestas contractiles de las infusiones de Mentha aff. arvensis
L. “hierba buena” a diversas concentraciones y determinar variaciones
significativas.

*  ldentificar el metabolito secundario responsable de la actividad
antiespasmodica.

* Determinar la concentracion oOptima que tenga la mejor actividad

antiespasmaodica.



Il. MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES.

El empleo de plantas medicinales, con fines curativos, es una practica que
se ha utiizado desde tiempo inmemorial. Al principio se utiizaba a través de
rituales magicos. El uso, desde tiempos antiguos, de las plantas para curar se
pone de manifiesto por la existencia de herbarios desde la época de los
sumerios, los asirios, los babilonios o los fenicios. El Papiro de Ebers (1700
a.C.), con mas de 20 m de longitud, encontrado en las ruinas de Luxor, ya
recoge, por ejemplo, el uso medicinal de 700 plantas, como el ajo o la
adormidera. En China y el resto de Asia el uso de plantas para tratar
enfermedades se remonta a mas de 10.000 arios. Sin embargo, fueron griegos y
romanos los primeros en sistematizar en Occidente, a través de sus escritos, el
estudio de las plantas medicinales. Asi, Dioscérides, en su obra De Materia
Medica, describe mas de 600 plantas de uso medicinal.

Se calcula en unas 260.000 las especies de plantas que se conocen en la
actualidad, de las que el 10% se pueden considerar medicinales, es decir, se
encuentran recogidas en los tratados médicos de fitoterapia, modernos y de

épocas pasadas, por presentar algun uso. (Encarta® 2005).



Hoynpor hoy en el mundo industrializado, donde hay una cierta desconfianza
en los avances cientifico — tecnolégicos y donde el valor de los productos de la
industria farmacéutica se consideran “téxicos” o repletos de “quimicos”, el
mercado de medicamentos basados en plantas medicinales a crecido
notablemente (Estrella, E.1997).

No debemos olvidar que los remedios a base de plantas medicinales
presentan una inmensa ventaja con respecto a los tratamientos quimicos. En las
plantas, los principios activos se hallan siempre bioldgicamente equilibrados por
la presencia de sustancias complementarias, que van a potenciarse entre si, de
forma que en general no se acumulan en el organismo, y sus efectos
indeseables estan limitados. Sin embargo, a pesar de que han aumentado las
investigaciones y estudios cientificos de las plantas medicinales, todavia no se
conocen muchos de los principios activos a los que deben las plantas sus
extraordinarias cualidades. (Estrella, E. 1997).

Por oftro lado, sabemos que desde siempre, los vegetales hacen posible la
vida del organismo animal y condicionan su estado de salud, mediante la
elaboracién de dos clases de componentes quimicos denominados: Principios
Inmediatos y Principios Activos. Los primeros como los proétidos, glicidos y
lipidos son sustancias que no ejercen una actividad farmacoldgica directamente
sobre las f‘ubnciones fisiologicas del organismo animal, pero les son
imprescindibles para mantener la vida. (Cornejo, V. 1996).

Los Principios Activos, son sustancias que ejercen una accién
farmacoldgica, beneficiosa o perjudicial, sobre el organismo vivo. Su utilidad
primordial a veces es especifica, es servir como droga o medicamento que alivie
la enfermedad o restablezca la salud perdida; es decir, que tiende a disminuir o

neutralizar el desequilibrio organico que es la enfermedad.(Cornejo, V. 1986)



Las sustancias que las plantas elaboran y acumulan en sus tejidos son
importantes desde el punto de vista farmacéutico, porque muchas poseen
propiedades farmacoldgicas y pueden utilizarse en la preparacidn de los
medicamentos. En algunos casos los medicamentos se preparan a partir de los
extractos crudos de las plantas debido a que el principio activo no ha sido
aislado, o bien, porque el extracto total tiene una mayor actividad en relacion
con otras sustancias que se encuentran asociadas al principio activo.
(URL:www.monografias.com/trabajos 11/arom/arom.shtml).

Es por ello que nace el interés en esta especie vegetal que habita en
nuestra region, y teniendo en cuenta que en nuestra Casa Superior de Estudio,
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, se han venido realizando
estudios“ de tipo fitoquimico y farmacoldgico fomentado por los profesionales
farmacéuticos docentes de nuestra universidad, rescatando asi los diversos
aspectos de la Fitofarmacologia y la Fitoterapia, buscando una investigacion que
procure mantener en uso y forma medicinal las plantas que la poblacién viene
usando vy verificar si las formas medicamentosas (infusiones, tisanas, extractos)
son las correctas, determinar sus principios activos y los efectos indeseables y
en lo posible, luego, bajo un control de calidad y estandarizacién, alertar su uso.
Asi las plantas medicinales pueden sustituir a un buen nimero de medicamentos
basicos,..con beneficios econdmicos para la poblacion.

En lo que refiere a las investigaciones realizadas sobre la actividad
antiespasmodica que tienen determinadas especies, usando como método
experimental el descrito por Magnus, (Guerra y Pérez, 1980).

Se ha venido desarrollando diversos trabajos entre los que mencionamos:
~ Actividad antiespasmédica de extractos de Piper auritum H.B.K. en intestino.

Se prepararon los extractos al 45 y 80 % y se evaluaron en yeyuno aislado

de conejo a diversas concentraciones, frente a diferentes espasmdgenos



(BaCl, acetilcolina e histamina). La papaverina se empled como referencia.
(Milian, A. 2001).

Efecto de la tintura de Melissa officinalis L. “toronjil” sobre ileon aislado y en
Modelo de Diarreas. Se llevd a cabo dos estudios: En el modelo in vitro en el
ileon”aislado de cobayo y el otro in vivo, en un modelo de diarrea en ratas,
con el objetivo de corroborar la accion antiespasmédica de una tintura al 20%
de Melissa officinalis L. encontrandose que las dosis de 0.084, 0.169 y 0.338
mg/ml de solucion nutricia provocaron una disminucion significativa (p<0.05)
de la contraccion inducida con acetilcolina (I0mg /mi). En ambos modelos el
efecto era dependiente a la dosis. (Céspedes, A. 1996).

Actividad Espasmolitica del Extracto de Matricaria recutita “Manzanilla”en
organos aislados, en donde se evalla la actividad de un extracto fluido de
Matricaria recutita, elaborado con un menstruo de etanol —agua al 30% en los
modelos de yeyuno de conejo e ileon de curiel aislados y se empleo la
papaverina como medicamento de regencia y utilizandose como
espasmogeno a la acetilcolina, cloruro de bario e histamina.

(Morédn, F. 1996).

Efecto sobre la Motilidad Intestinal y Toxicidad Aguda Oral del Extracto
Fluido de Ocimun grastissimum L. “Orégano cimarrén”, se determind la
actividad antagonista sobre la motilidad intestinal y la toxicidad aguda oral del
extracto fluido de Ocinum grastissimum L. “orégano cimarrén” con menstruo
al 70%, evaluandose el efecto sobre €l ileon aislado de cobayo, utilizando
comc; espasmogeno la aceticolina y medicamento de referencia Ia
papaverina. La toxicidad oral aguda se realizd en ratones mediante Ia

determinacion de la dosis letal media (DL 50). (Vega, R. 1999).



En nuestra Universidad se desarrollé el trabajo titulado:

- [Efecto antiespasmodico de los extractos de Melissa Officinalis L. “Toronjil”
en ileon aislado con el objetivo de determinar la accion espasmolitica de los
extractos acuoso y alcohdlico de Melissa Officinalis L. “Toronjil" a diferentes
concentraciones (dosis). 5% y 15% .Se observd y registr6 la respuesta
contractil maxima del ileon en presencia de acetilcolina. Lo que sirvid de
base para calcular los valores relativos en milimetros de respuesta contractil
del érgano a la acetilcolina, en presencia de los extractos acuoso y alcohdlico
al 5y 15% y utilizando atropina como farmaco de referencia. Donde se llego
a determinar el efecto antiespasmaodico (Espinoza, P. 2004).

2.2. ASPECTOS BOTANICOS.

2.2.1. CLASIFICACION SISTEMATICA DE LA Mentha aff. arvensis L.

Sistema de clasificacién de Cronquist (1988):

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsyda

Sub clase : Asteridae

Orden : Lamiales

Familia : Lamiaceae

Genero : Mentha

Nombre cientifico : Mentha aff. arvensis L.
Nombre vulgar : “hierba buena”.

(Anexo N° 20)

Fuente: Constancia emitida por el Museo de Historia Natural de la UNMSM.



2.2.2. CARACTERISTICAS BOTANICAS DE LA FAMILIA LAMIACEAE.
L.r;a Familia Lamiaceae comprende plantas del mas variado porte: hierbas
(anuales o perennes), lianas, arbustos y pequefios arboles, generalmente con
aceites esenciales y aromaticos.
Tallos y Ramas.- Cuadrangulares o tetragonos, glabros o pubescentes, los
pelos a menudo glandulosos.
Hojas.- | Opuestas o verticiladas, simples o pinnati-partidas o raramente
compuestas, pecioladas o sésiles, sin estipulas, mayormente pinnatinervias.
Inflorescencias.- en cimas formando verticilastros de pocas o muchas flores
que se reunen en pseudo espigas 0 capitulos.
Flores.- SoliytVarias a menudo sésiles en las axilas. Flores hermafroditas,
zigomorfas © raramente actinomorfas, con o sin bracteolas, sésiles ©
pediceladas. Caliz persistente, generaimente acrescente, imbricado, bilabiado o
regular, a veces con 5, 10, 13 & 15 costillas (nervios), tomentosos, pubescentes
o glandulosos. Corola gamopétala, 5-lobulada, bilabiada, labio superior plano o
cuculado, labio inferior trilobulado. Estambres 3 a 4 epipétalos, mayormente
didinamos, libres(monadelfos en Coleus), anteras 2 a 1, loculares, con
dehiscencia longitudinal; 16culos paralelos o divergentes, conectivos a veces muy
desarrollados (salvia). Ovario supero, bicarpelar, 4-locular, placentacion basal,
ovulos 1 por lo6culo, anatropos; estilo filiforme, ginobasico o terminal;, estigma
simple o bifido.
Fruto.- Tetraguenio, descompuesto en 4 nuculas (muy raramente carnoso),
incluso en el caliz persistente y a veces acrescente.
Semillas.- Con endosperma escaso o nulo, (Mostacero, J. 1993).
La familia comprende unos 200 géneros con 3200 especies esparcidas

en las zonas calidas y templadas del globo, con el centro de la distribucién en la



region mediterranea; del Peru se conocen 22 géneros entre espontaneos y
cultivados. Entre sus géneros figuran el Rosmarinus (3 especies), Salvia (500-
900 especies), Satureja (200 especies), Stachys (250-300 especies),Melissa (3-4
especies), Mentha (25-30 especies), Mithostachys (12 especies), Ocimum (50-60
especies), Origanum (25-30 especies), Marrubium (40 especies), Marsypianthes
(3 especies), Leonorus (4 especies), etc, (Mostacero, J. 1993).

2.2.3. DESCRIPCION DE LA ESPECIE Mentha aff. arvensis L.

La Mentha aff. arvensis L. es conocida también como menta japonesa. Es
una planta herbacea de 50 a 90 cm de altura. Presenta un tallo cuadrangular,
glabro, ramificado y con manchas violetas. Las hojas son opuestas con un
peciolo corto, acuminadadas, con la base asimétrica y con los bordes del limbo.
acerrados. Las inflorescencias son falsas espigas con pequefias bracteas. Las
flores son de un color violeta y tienen un olor caracteristico fuerte a mentol. Es
por ello que estan reforzadas aquellas propiedades que son especificamente
atribuidas al aceite y al mentol como las antisépticas, antiespasmodicas vy
fungicidas, (Leal, . 1988).

En cuanto a su composicién quimica la Mentha aff. arvensis L. “hierba
buena” contiene un aceite esencial, utilizado en su casi totalidad para fa
extraccién de mentol. Existen otros componentes identificados en la esencia
como: acetato de mentilo, canfeno, limoneno, cariofileno, valerianato de mentilo,
mentona, piperitona, furfurol, alcohol etilico, pineno, etc.

(URL: www.herbotecnia.com.ar/exotica.html).
2.2.4.- HABITAT:

La Mentha aff. arvensis L. “hierba buena’es una planta nativa de la zona

templada norte, naturalizada en Estados Unidos, introducida en Cuba y cultivada

en muchos paises a 1,500-2,700msnm. (Leal, |. 1988).



2.2.5.- AGRICULTURA:

La multiplicacion puede ser realizada por estolones o plantines.

Por estolones: se separan de plantas madres de uno o dos afios de edad,
sanas y de inmediato se disponen una a continuacion del otro en el fondo de
surcos distanciados por 70 a 80 cm, a una profundidad no mayor de 8 cm;
seguidamente se los cubre con tierra que se comprime ligeramente. El suelo
debe contar con humedad suficiente.

Por plantines: en este caso deben prepararse plantines, para ello se eligen
trozos de rizomas de plantas vigorosas que se plantan en invierno a 40 cm de
distancia en todo sentido, con una profundidad de unos 4-8 cm. Al brotar, los
rizomas originan numerosas plantulas que al alcanzar entre 10 y 15 cm de altura
pueden fransplantarse al lugar definitivo, a una distancia de 70 a 80 cm entre
lineas y de'30 cm entre plantas de cada linea.

El transplante se realiza a principios de la primavera y puede efectuarse a
mano, con plantador o con maquina plantadora. Debe tenerse la precaucion de
plantar en dias nublados en un suelo con humedad suficiente.

(URL: www herbotecnia.com.ar/exoticahtml).
2.2.6. USOS MEDICINALES:

La infusién o decoccién de la planta se usa por via oral para tratar
afecciones digestivas (cdlico, indigestion, diarrea dispepsia, flatulencia,
gastralgia, nausea, vomito), dismenorrea, dolores, reumatismo y neuralgia.
Topicamente se usa en cataplasma y compresas para tratar abscesos,
piodermis, reumatismo y tumores, en bafios para desodorizar los pies, lavar
heridas y raspones. La decoccién vy el jugo de hojas se aplican en cataplasma y
bafios para cancer, endurecimientos, tumores y ulceras.

Se le atribuye propiedad analgésica, antiséptica, antiemética, calmante,

carminativa, diaforética, digestiva, diurética, emenagoga, espasmolitica,
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estimulante, estomaquica, expectorante, febrifuga, hipotensora, sudorifica y
vermifuga, (Caceres, A. 1996).

2.3. DROGA, PRINCIPIO ACTIVO Y DESCRIPCION DE LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS.

La buena calidad de una droga es de importancia fundamental se debe
tratar de alcanzar y mantener ese nivel de calidad, siendo los medios mas
importantes para cumplir con ese objetivo:

—- La recoleccién de la droga de una fuente natural debe ser correcta, en el
momento apropiado y de la manera adecuada.
~ La preparacién conveniente de la droga recolectada por limpieza, secado
y pulverizado.
~- La preservacioén de la droga pura, limpia y seca, (Tyler, V. 1979).
Droga.- Es una sustancia simple o compuesta, natural o sintética que puede
emplearse en la elaboracion de medicamentos, medios de diagnostico,
productos dietéticas, cosmeéticos u otra forma, que pueden o no modificar la
salud de los seres vivos, (Cotillo, P. 1998).
Principio Acﬁvo.- Es la sustancia quimica mas importante desde el punto de
vista farmacoldgico y la responsable de la accién farmacolégica de la droga, por
ejemplo la morfina y codeina en el opio, (Cotillo, P. 1998).
2.3.1. ACEITES ESENCIALES:

Son sustancias aromaticas, olorosas y volatiles. Se trata de mezclas de
moléculas muy diversas, normalmente derivadas del terpeno, pero que también
pueden contener alcoholes, fenoles, aldehidos, cetonas, ésteres e incluso
nitrogeno y azufre. Se encuentran en cualquier parte del tejido vegetal

normalmente se depositan en células especiales, vias o pelos oleaginosos.
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Se encuentra en un numero restringido de familias, pertenecientes a los
ordenes de las Magnoliales, Laurales, Lamiales, Rutales y Asterales. (Lock, O.
1994).

2.3.2. SAPONINAS:

Son glicosidos de estructura triterpenocide o esteroide, dan soluciones
jabonosas amargas, muy solubles en agua, disminuye la tension superficial de
esta, al agitar la solucién acuosa forma espuma abundante y relativamente
estable. Posee propiedades hemoliticas, (Lock, O. 1994).

2.3.3. CUMARINAS:

A las cumarinas se les atribuye diversas actividades farmacoldgicas tales
como: acciin anticoagulante y antibacterial, accion insecticida cabe destacar
también aplicaciones de las cumarinas como saborizante y en la perfumeria,
(Limaylla, A. 1985).

2.3.4. TANINOS:

Los taninos son sustancias astringentes que abundan en los vegetales,
disueltasv en la savia celular. Se encuentran especialmente en la corteza de los
arboles, en las hojas y en frutos inmaduros.

Su composicién quimica es variable pero poseen una caracteristica comun, la de
ser astringente y coagular los alcaloides, albuminas y metales pesados.
Externamente, los preparados a base de drogas ricas en taninos, como las
decocciones, se emplean para detener pequefias hemorragias locales; en
inflamaciones de la cavidad bucal, catarros, bronquitis, quemaduras, etc.
Internamente son utiles contra la diarrea, enfriamiento intestinal, afecciones
vesiculares, y como contraveneno en caso de intoxicacién por alcaloide vegetal.

(Evans, W. 1991).
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2.3.5. ALCALOIDES:

Sbn sustancias organicas nitrogenadas, con propiedades basicas, de
origen vegetal en su mayoria. Poseen una compiejidad molecular que causa
algunos potentes efectos fisioldgicos en el cuerpo.

Parece que se forman a partir de aminoacidos; son de naturaleza basica y se
unen a radicales acidos para formar sales. Ej Morfina, cocaina, atropina, etc.
(Evans, W. 1991).

2.3.6. TRITERPENOS Y ESTEROIDES:

Son compuestos con un esqueleto carbonado basado en seis unidades
de isopreno que derivan biogenéticamente dei escuaieno, hidrocarburo aciclico
de 30 carbonos. Son de estructura relativamente compleja generaimente
tetraciclico o pentaciclico con grupos hidroxilos,v aldehidos o cetonas y acido
carboxilico. Muchos se encuentran como glicosidos formando las llamadas
saponiné's triterperoides.

Los esteroides biogenéticamente se relacionan con los triterperoides. Se
clasifican como esteroles, saponinas esferoidales, glicosidos cardiacos,
esteroalcaloides y las ilamadas hormonas esferoidales, (Bruneton, J. 1991, Lock,
0.1994 y Caceres, A. 1996).

24. DOLOR.

Se define como una experiencia sensorial y emocional desagradabie,
asociada con una lesiéon tisular o potencial descrita en términos de lesion.
Tambiér!’ como un conjunto de repuestas para proteger el organismo ante un
dafio. Estas respuestas pueden describirse como términos que reflejan
conceptos neurolégicos, fisioldgicos, del comportamiento y afectivos.

El dolor es un mecanismo protector del cuerpo. Se produce siempre que
un tejido es lesionado y obliga al individuo a reaccionar en forma refleja para

suprimir el estimulo doloroso, (Cotilio, P. 1998).
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E!l dolor abdominal puede ser causado por toxinas, infecciones,
problemas de la vesicula o vias biliares, del higado, enfermedades renales,
menstruacion, ovulacién, enfermedades de los o6rganos reproductivos del
hombre y de la mujer, problemas vasculares, tumores, ulcera gastroduodenal,
perforacion intestinal, enfermedades del pancreas, hernias traumatismos
abdominales y otras enfermedades diversas. El dolor abdominal es un sintoma
que se produce en el area abdominal, tanto a nivel alto (estdmago), o mas bajo
(a nivel intestinal). La intensidad del dolor no implica su nivel de gravedad, a
veces un dolor muy intenso puede ser debido a la presencia de gases
intestinales sin mas, y un dolor leve puede ser debido a tumores intestinales.
(URL:www tuotromedico.com/temas/dolor_abdominal.htm)

2.4.1. FISIOPATOLOGIA:

Ei estudio de la fisiopatologia del dolor, contribuye extraordinariamente a
comprender sus caracteres clinicos y, como se trata del sintoma mas precoz en
estas enfermedades, es el primer elemento de juicio, el cual a su vez
evolucionara con la enfermedad misma, permitiendo deducciones pronosticas,
cuya importancia se destaca por si sola.

Todas las enfermedades agudas quirdrgicas se inician con dolor: con la
sola referencia de sus caracteres podemos tener una muy aproximada impresioén
respecto de su dolor visceral que, como sabemos, estan bajo el dominio del
sistema nervioso neurovegetativo.
(URL:www.abcmedicus.com/articulo/medicos/id/68/pagina/1/dolor _abdominal ht
mi).

2.4.2. TIPOS DE DOLOR:
El dolor abdominal puede tener diferentes desencadenantes y vias de

propagacion, asi distinguimos:
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- Dolor visceral: El dolor procedente de las distintas visceras abdominales o
toracicas es uno de los pocos criterios que se pueden utilizar para diagnosticar la
inflamacioén, las enfermedades u otras dolencias viscerales. En general, la
viscera no posee receptores sensoriales para ninguna otra clase de sensaciones
mas que para el dolor.

Los estimulos dolorosos se transmiten por el sistema simpatico hasta el ganglio
raquideo y de aqui al asta posterior medular por donde llegaran hasta el talamo.
Es un dolor de caracter sordo y de localizacidn poco precisa, se puede
acompafiar de sintomatologia vagal.

Cuando el dolor procede de la estructuras viscerales, se percibe como
mal localizado descrito a menudo como profundo y opresivo, cuando es agudo
| es acompanado de nauseas, vomitos, sudoracion, taquicardia y aumento de la
presion arterial muchas veces, se irradia a otras areas o es referido a ella,

- Dolor parietal (somatico): Es la sensacion dolorosa generada a través de la
estimulacion del peritoneo parietal por agentes nocivos. Este dolor se trasmite
por los nervios aferentes cerebroespinales que inervan el peritoneo y se localiza
directamente sobre el area inflamada. Es un dolor agudo, intenso y bien
localizado.

- Dolorﬂ referido: Se percibe en regiones anatémicas diferentes a la zona de
estimulacién y se produce por que esta zona de estimulacion comparte
segmento neuronal sensorial con el area dolorosa.
(URL:wikimania.wikimedia.org/kiwi/portada).

2.4.3. CAUSAS DESENCADENANTES DEL DOLOR ABDOMINAL.:

Lbs estimulos desencadenantes del dolor abdominal se pueden agrupar
en tres grandes grupos: de tipo mecanico, de tipo inflamatorio y de tipo

isquémico
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- Inflamatorias: La liberacion de sustancide—mplic adas en el proceso
inflamatorio tanto fisico como infeccioso es un poderoso estimuio doloroso,
ocurre a nivel del Peritoneo, Viscera huecas, Visceras soélidas, Mesenterio,
Organos pélvicos.

- Mecanicos: Son la traccién, la distension y estiramiento sobre las capas
musculares de las visceras huecas, el peritoneo y la capsula de las visceras
macizas; es importante que se produzca de modo brusco pues una instauracion
progresiva puede no ocasionar dolor, produciéndose una obstruccion intestinal y
biliar a nivel de las visceras.

- Isquémicos: El cese de riego sanguineo a una viscera, ya sea primario por
embolia o trombosis o secundario por torsion de su pediculo vascuiar, provoca
dolor debido a la irritacion que provoca la concentracion de determinados
metabolitos tisulares.

Hay que tener en cuenta también la diferente sensibilidad de Ilas
estructuras intraabdominales, asi por ejemplo la mucosa de casi todo el tubo
digestivo no aprecia sensacion dolorosa, ias visceras huecas son mas sensibles
al aumento de presidn, el peritoneo visceral es practicamente indoloro y que
existen unas zonas denominadas "areas silenciosas" (camara gastrica y ciego)
que no provocan dolor hasta que no se produce irritacion peritoneal u
obstruccion. (URL:wikimania.wikimedia.org/kiwi/portada).

2.4.4. CARACTERISTICAS DEL DOLOR ABDOMINAL.

A la hora de enfrentarnos a un paciente con un cuadro de doior
abdominal es necesario definir exactamente sus caracteristicas , de esta manera
podremos establecer un diagnéstico sindrémico que nos orientara para conducir
su estudio y actitud terapéutica. Ante un dolor abdominai debemos considerar la
edad, localizacién del dolor y ia intensidad del dolor.

Caracteristicas del dolor, Podemos clasificarlo en tres tipos fundamentales:
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- Dolor constante: Es continuo en el tiempo y permanece con la misma
intensidad, puede ser caracteristico de patologia inflamatoria.
- Dolor intermitente: El dolor presenta intervalos no dolorosos.
- Dolor cdlico: Si existen variaciones en intensidad y cierto ritmo temporal, es
tipico de procesos obstructivos.

Sin embargo no siempre podemos encasillar un dolor abdominal en
alguno de estos tres tipos. (URL:wikimania.wikimedia.org/kiwi/portada).
2.4.5. SINTOMATOLOGIA ACOMPANANTE:
- Anorexia: La asociacidén de dolor abdominal y anorexia es variable pero su
presencia es un sintoma precoz de un proceso inflamatorio agudo especialmente
en apendicitis.
- Nauseas y vomitos: La distension de una viscera hueca frecuentemente se
asocia con episodios de vomito sin un estado nauseoso previo. El dolor que no
cede luego del vomito, es caracteristico de una obstruccién completa del
intestino"delgado, del tracto biliar o de las vias urinarias.
- Alteraciones del habito intestinal: La mayoria de los casos de dolor
abdominal se acomparian de alteraciones en la funcion intestinal. La ausencia de
deposicion o flatos por mas de 24 horas puede estar relacionada bien sea con un
proceso obstructivo del intestino o con un ileo adinamico secundario a un
proceso inflamatorio. La diarrea se asocia con un cuadro de gastroenteritis pero
también puede ocurrir en presencia de un absceso intrabdominal o de una
peritonitis. La diarrea sanguinolenta acomparia a la enfermedad inflamatoria del
colon y a la isquemia del colon.
- Sintomatologia urinaria y trastornos ginecolégicos: Muchas veces
trastornos de esta esfera provocan cuadros de dolor abdominal es importante la
historia menstrual, posibilidad de embarazo, antecedentes de infecciones

urinarias, prostatismo, etc.
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- Otros sintomas: Ictericia, coluria , fiebre, etc. también nos orientan
para el diagnostico. (URL:www.tuotromedico.com/temas/dolor_abdominal. htm)
2.5. SISTEMA NERVIOSO:

El sistema nervioso comprende el sistema nervioso central, que incluye el
cerebro, la médula espinal y sus correspondientes redes neuronales, y el
sistema nervioso periférico, que se comunica con las glandulas y los musculos, e
incluye los receptores sensoriales para ver, oir, oler, gustar, tocar y sentir.

El sistema nervioso periférico se divide en somatico, que efectua el
control ;/oluntario sobre los musculos esqueléticos, y autonomo, que es
involuntario y controla el musculo liso, el musculo cardiaco y las glandulas. El
sistema nervioso autonomo se divide en dos: simpatico y parasimpatico. La
mayoria de los musculos y las glandulas poseen una doble inervacion; en tales
casos las divisiones puede ejercer efectos opuestos. (Litter, M.1991).

2.5.1. FARMACOS COLINERGICOS O PARASIMPATICOMIMETICOS:

La acetilcolina (Ach) se biosintetiza en el citoplasma de las terminaciones
axobnicas, a partir de la colina y de la acetilcoenzima A (aceti-CoA) vy la
intervencion de la enzima colinoacetiltransferasa (CAT), dejando libre a la
coenzima y dando como resultado la acetilcolina, se almacenan en las vesiculas,
liberandose por estimulacion neuronal, se destruye por la acetilcolinesterasa
hidrolizandola a acido acético y colina, (Flores, J. 1992).

El sitio de accion de la acetilcolina como agente muscarinico son los
receptores colinérgicos en las sinapsis posganglionar parasimpatico del musculo
liso, musculo cardiaco, diversas glandulas, provocando activacién o inhibicién en
diversos sistemas efectores.

En el sistema cardiovascular la acetilcolina posee una accion depresora
que disrﬁinuye la frecuencia y amplitud de las contracciones hasta llegar al paro

cardiaco. En el tracto gastrointestinal aumentan el tono, las contracciones y las

18



secreciones del estomago, activan en mayor grado fas glandulas salivales y
gastricas, aumentan el peristaltismo y la relajacién de esfinteres produciendo
colicos, una brusca aceleracion del transito intestinal. En el tracto urinario
produce relajacion del esfinter ~de la vejiga, favoreciendo la miccion. En el tracto
respiratorio contraen los bronquiolos y pueden provocar un acceso en pacientes
asmaticos,; fa secrecion bronquial también es aumentada. En el ojo produce
miosis y en las glandulas aumenta las secreciones. (Litter, M. 1991).

La musculatura lisa posee receptores, que frente a la acetilcolina permiten que
en las membranas permeables, se abran los canales i6nicos, el potencial de
membrana cambia, hay despolarizacién y se manifiesta la accion. (Goodman vy
Gilman, 1996).

2.5.2. FARMACOS BLOQUEANTES COLINERGICOS:

Los agentes antimuscarinicos como la atropina antagonizan la accion
muscarinica de la acetilcolina. Actian en los receptores de érganos inervados
por nervios colinérgicos posganglionares del sistema auténomo pero carecen de
la actividad intrinseca para estimular o inhibir el tejido. La atropina aparece en
plantas del orden de las solanaceas (Atropa belladona). (Litter, M. 1991).

Su administracion se caracteriza por producir dilatacién de la pupila en el
ojo, Disminuyen la secrecién pulmonar y producen bronco dilatacién. Altas dosis
afectan .l’a frecuencia cardiaca, pequefias dosis la disminuyen. Disminuyen la
secrecion y la motilidad gastrointestinal, se les denomina antiespasmaédicos.
Reducen la actividad del tracto urinario y las glandulas salivales. El antagonismo
gue manifiesta la atropina es competitivo “por superposicién” en los receptores
muscarinicos del musculo liso, miocardico, glandulas exocrinas y sistema

nervioso central. (Goodman y Gilman, 1996; Bevan, J. 1982).
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lil. MATERIALES Y METODOS

3.1.- UBICACION:

El presente estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Bioquimica de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional De San Cristobal De
Huamanga, durante los meses de Agosto a Diciembre del 2004.

Las muestras de Mentha aff. arvensis L. ‘“hierba buena”’ fueron
recolectadas durante los meses de Agosto y Setiembre del 2004, en el centro
poblado de San José de Vifiaca, Distrito de San José de Ticllas, Provincia de
Huamanga, Departamento de Ayacucho.

Altitud: 2500 msnm.

Distancia, Ayacucho, San José de Vifiaca: 23.5Km.
Longitud: 13°05°14".

Latitud: 741637.

Coordenandas: UTM 578,714— 8553,333.

3.2.- MATERIALES:

3.2.1. POBLACION:

Todas las plantas de Mentha aff. arvensis L. “hierba buena“ de los
sembrios del centro poblado de San José de Vifiaca, Provincia de Huamanga,

Departamento de Ayacucho.
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3.2.2. MUESTRA:

500g de hojas vy tallos, fueron escogidas aleatoriamente a partir de los
cuales se reaiizaron las diferentes infusiones de acuerdo a recomendaciones
establecidas en la bibliografia.

3.2.3. MATERIAL BIOLOGICO:

21 cobayos de ambos sexos con un peso entre 300 y 500 g. en ayunas
adquiridos en el Instituto Nacional de Investigacion Agraria (INIA).
3.2.3.1. DESECACION:

Las hojas y tallos fueron secados durante cuatro semanas a temperatura
ambiente, bajo techo y previamente acondicionado, removiendo el vegetal para
evitar la descomposicion.
3.2.3.2. MOLIENDA:

Una vez seleccionado las hojas de la Mentha aff. arvensis L. “hierba
buena“ se sometié a molienda hasta obtener un polvo fino.
3.3.-TAMIZAJE FITOQUIMICO:

Se pes6 10 g de de la planta seca y pulverizada y se introdujo en un
cartucho de papel de filtro y se sometié a tres extracciones sucesivas utilizando
bencina,. etanol y agua.

EXTRACTO BENCINICO:

10 g de plahta seca y molida fue sometida a 250 mL de bencina por 18

horas, obteniéndose un extracto bruto (1.2866 g).
EXTRACTO ALCOHOLICO:

~ El residuo del cartucho se seco6 en la estufa a una temperatura de 30 —
40° C, luego se sometié a una segunda extraccion con 250 mL de alcohol etilico

de 96° por un periodo de 15 horas, obteniéndose un extracto bruto (1.4863 g).
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EXTRACTO ACUOSO:

El residuo del cartucho se seco en la estufa a una temperatura de 30 —
40° C, luego se sometid a una tercera extraccion con 250 mL de agua destilada
por un"periodo de 13 horas, luego el solvente fue recuperado utilizando el
rotavapor, obteniéndose un extracto bruto (2.9408 g).

El tamizaje fitoquimico se realizé con la metodologia propuesta por Miranda, M.
(1996), basadas en pruebas de coloracion y precipitacion para la identificacion
de los principales metabolitos secundarios que contiene en los extractos
bencinicos, alcohdlicos y acuoso del Mentha aff. arvensis L. “hierba buena”.
3.3.1. ANALISIS FITOQUIMICO:

- Ensayo de Dragendorff. Esta prueba sirve para reconocer la presencia de
alcaloidg‘s, en la realizacion de este ensayo se evapord en bafio de agua el
solvente organico, luego el residuo se disolvié en 1mL de acido clorhidrico al 1%
en agua, si el extracto es acuoso agregar una gota de &cido clorhidrico
concentrado. Agregar 3 gotas de reactivo de Dragendorff, si hay opalescencia se
considera (+), turbidez definida (++), precipitado(+++).

- Ensayo de Wagner. Al igual que en el caso anterior de la solucion acida.
Luego sé anadié 2 a 3 gotas del reactivo, se clasifican los resultados igual que
en el caso anterior.

- Ensayo de Mayer. Se procedio de la forma descrita anteriormente, hasta
obtener ta solucion acida, luego se afadié una pizca de de Cloruro de sodio en
polvo, se agitd y fitré. Se afiadio luego 2 a 3 gotas del reactivo de Mayer, si se
observa opalescencia(+), turbidez definida(++), precipitado coposo(+++).

- Ensayo de Baljet. Nos permite reconocer compuestos con agrupamiento
lacténico, en particular las cumarinas, para ello la muestra se evapor6 en bafio

de agua y se disolvid en la menor cantidad de alcohol.
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Se adiciond6 1mL de reactivo y se considera positivo la aparicion de de
coloracién o precipitado rojo.
- Ensayd de Lieberman Burchard. Este ensayo nos permitio reconécer la
presencia de triterpenos y esteroides por poseer ambos un nucleo de
androstano, generalmente insaturado en el anillo B y la posicién 5 — 6.
Se adicioni 1 mL de anhidrido acético y se mezclo bien. Por la pared del tubo
de ensayo se dejo resbalar 2 a 3 gotas de acido sulfurico concentrado en zona.
Un ensayo positivo se tiene por cambio rapido de coloracion.

Rosado — azul muy rapido.

Verde intenso — visible aunque rapido.

Verde oscuro — negro, final de la reaccion.
- Ensayo de Sudan. Este ensayo nos permite reconocer compuestos grasos, a
una alicuota de la extraccion se le afiadié 1mL de una solucion diluida en agua
del colorante de Sudan lll. Se calenté en bafio maria hasta la evaporacion del
solvente. Es positivo si aparece una pelicula coloreada de rojo.
- Ensayo de Bortrager. Nos permite reconocer la presencia de quinonas, para
ello se evapord el solvente y el residuo se disolvido con 1 mL de cloroformo. Se
adicion6 1mL de hidréxido de sodio, de potasio o amonio al 5% en agua. Se
agité mezclando las fases y se dejd en reposo hasta su separacion, si la fase
alcalina (superior) se colorea de rosado o rojo, el ensayo se considera positivo.
- Ensayo de Catequinas.- Se tomé de la solucién alcohdlica una gota con un
capilar y se aplicé la solucién en un papel de filtro, sobre la mancha se aplicé
una solucién de carbonato de sodio. La aparicién de una mancha verde carmelita

a la luz ultra violeta indica un ensayo positivo.
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- Ensayo de Ninhidrina. Permite reconocer aminoacidos libres o de amina en
general. Se tomd una alicuota del extracto, se mezclé con 2 mL de solucién al
2% de Ninhidrina en agua. La mezcla se calentd 5 a 10 minutos en bafio maria.
Es positivo si desarrolla un color azul violaceo.

- Ensayo de Shinoda. Nos permite reconocer la presencia de flavonoides. La
alicuota obtenida del extracto alcohdlico se diluyé con 1 mL de acido clorhidrico
concentrado y un pedacito de cinta de magnesio metalico.

Después de la reaccion se esperé 5 minutos, se afiadié 1mL de alcohol amilico,
se mezc;iaron las fases y se dejé reposar hasta que se separen. Se considera
positivo cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o
rojo.

- Ensayo de Kedde. Para reconocer glicsidos cardiotonicos. Una alicuota del
extracto de etanol se mezclé con 1mL de reactivo y se dejd reposar durante 5 a
10 minutos. Un ensayo positivo es cuando se desarrolla una coloracién violacea
persistente durante 1 — 2 horas.

- Ensayo de Resinas. Para detectar este tipo de compuestos, se adicion6é 2 mL
de la solucién alcohdlica a 10 mL de agua destilada. La aparicién de un
precipitado indica un ensayo positivo.

- Ensayo de Fehling. Permite reconocer la presencia de azucares reductores.
Para ello la alicuota debe estar en agua, se adicion6 2 mL del reactivo y se
calentd en bafio de agua de 5 a 10 minutos. El ensayo se considera positivo si
la solucion se colorea de rojo o aparece precipitado rojo.

- Ensayo de la espuma. Este ensayo nos permite reconocer la presencia de
saponinas tanto del tipo esteroidal triterpenica, de modo que si la alicuota se
encuentra en alcohol, se diluyo con 5 veces su volumen en agua y se agité la

mezcla fuertemente durante 5 a 10 minutos.
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Es positivo si aparece espuma en la superficie del liquido de mas de 2 mm de
altura, pgrsistente por mas de 2 minutos.

3.4. ESTUDIO FARMACOLOGICO:

3.4.1. METODO DE MAGNUS:

El método in vitro de érganos aislados se realizé en la blsqueda de
receptores especificos que midan la accidn y potencia relativa luego de la
administracién del farmaco en el animal comparado con otros agonistas o
antagonistas. Se comenzé a utilizar la técnica del érgano aislado como pieza
ineludible en el estudio del mecanismo de accion de los farmacos.

Ventajas con respecto a los preparados in vivo:

- Posibilita la cuantificaciéon de la respuesta o efecto

- Conocimiento exacto de la concentracion del farmaco

- Eliminacién de respuestas de caracter reflejo (neuronal) o retroalimentacion
humoral.

Desventajas:

También posee sus limitaciones ya que la técnica exige una gran minuciosidad y
un correcto montaje del preparado. A pesar de intentar mantener las condiciones
fisiologicas, debemos tener en cuenta que el organo va a estar en un medio
artificial.

3.4.2. B;ﬁo de organos aislados

Se denomina asi al conjunto de materiales que se utilizd para realizar
experiencias en Organos aislados. En realidad, son varios elementos que
constituyen un sistema que intenta reproducir las condiciones fisico-quimicas,
fisiologicas necesarias para que el érgano responda.

a) Vaso de precipitado: Es un vaso en el que se dispuso la pieza de tejido
mediante un sistema de sujecion (varilla). Este vaso se llend de solucién nutricia

y se sittio inmersa en el “bafio” propiamente dicho.
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Recibe una entrada para aireacién y una conduccién regulable para el medio de
Incubacién; para cambiar esta soluciéon se recurre a una jeringa de 20 mL. En
cualquier caso se debe comprobar que el llenado del vaso se efectie siempre al
mismo nivel.

Los farmacos se administraron con una pipeta en el interior del vaso. El volumen
de solucién de farmaco afadido no debe ser superior al 10% del volumen total
de la copa.

b) Aireacion: Se realizé a través de conducciones adecuadas,k regulables, a
partir de aireadores (aire) de gas carbogeno (95% O,y 5% CO,). Cuando el
medio como es este caso contiene NaHCO; como tampén, conviene utilizar
carbégeno, ya que el oxigeno puro haria perder CO, y el pH se elevaria hasta
valores mayores de 8, con el consiguiente deterioro de la actividad del érgano.

c) Temperatura: El control de la temperatura se realizé6 mediante un “bafio
maria” 66n un termostato, en el cual se encuentra introducido el vaso con los
tejidos. La solucion nutricia se hizo circular a través de un serpentin sumergido,
antes de alcanzar la preparacion. Se debe evitar administrar las disoluciones de
farmaco aun frias.

d) Solucion Salina Fisiolégica: Se entiende por solucion salina fisioldgica
(SSF), aquella diseffiada para mantener la viabilidad del 6rgano aislado.
Diferentes preparados exigen distintas SSF de acuerdo a las caracteristicas de
cada uno. El principio que determina la composicibn de la SSF es la
aproximaciin artificial a fas condiciones fisiolégicas del entorno en que se
encuentra dicho érgano o tejido cuando forma parte del organismo.

e) Sistema de registro: Esta dotado de amplificador y registrador. Los cambios
de tension, es decir la contraccion o relajacién del muasculo liso del preparado

utilizado, deben ser adecuadamente amplificados a fin de obtener un registro
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que se pueda medir. Se utilizd un registro poligrafico, es decir, la sefial mueve
unas agujas las cuales dibujan en un papel la contraccién del 6rgano.
3.4.3. PREPARACION DEL METODO DE MAGNUS

En primer lugar se mantuvieron a los animales 24h en ayunas luego se
procedié al sacrificio, en este caso cobayos de ambos sexos de peso
comprendido entre 300 y 500 g. Posteriormente procedimos a identificar y
extraer el 6rgano segun el método general de Magnus.

Los cobayos fueron sacrificados por dislocacién cervical y  por
laparotomia, se obtuvieron segmentos de ileon de mas o menos 10 cm de
longitud los cuales fueron sumergidos en un bafio de érganos aislados que
contenian solucion nutricia Tyrode a 37°C, los cuales fueron cortados en
segmentos de 2cm de longitud y atados luego con seda quirurgica ambos
extremos sin ocluir la luz intestinal un lado al extremo del soporte y el otro al
transductor.

Se colocd en baflo para oOrganos aislados que contenia 40 mL de
solucion-de Tyrode burbujeada con una mezcila de oxigeno 95% y 5% de diéxido
de carbono a 37°C, colocando uno de los extremos del hilo de seda a una aguja
inscriptora la cual estuvo conectado al tambor giratorio del quimégrafo y el otro a
un extremo del soporte. Se utilizdé 2 a 3 segmentos de intestino por cada animal.
La secuencia conveniente que se usé fue la siguiente:

-0Omin. . Encender el quimégrafo

-1 min. Agregar la droga

-1% min. Detener el guimégrafo y lavar la preparacién
-3 min. Encender el quimégrafo.

Sé determiné una curva dosis respuesta de la acetilcolina y atropina a
diferentes concentraciones molares para luego trabajar con concentraciones

establecidas. La variable analizada fue el tamafio de la respuesta contractil en
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mm de Ja infusion al 10, 15, 20, 25 y 30% frente a la acetilcolina 5x10™* M. La
respuesta contractil de la infusién de “hierba buena” fue comparada con la
respuesta contractil de la atropina 5 x 10°M.

3.4.4. ILEON DE COBAYO.

El cobayo fue sacrificado por dislocacién cervical seguidamente se
procedié a abrir el abdomen y se extrajo una porcion de ileon, colocandolo en un
recipiente que contenia solucién de Tyrode; se at6é un hilo a la parte de arriba, es
decir, en la parte final del duodeno y el yeyuno, para que sirva de marca.
Tomamos con mucho cuidado evitando dafar el masculo del intestino. Se retird
el mesenterio y las porciones de ileon son cortadas. El tejido di¢ respuestas a la
droga aun a las 2 o 3 horas después de que el animal ha sido sacrificado. Si el
animal ha sido alimentado recientemente, el intestino es lavado bien para su uso
directo. De otro modo ya no es necesario lavar el contenido y esto se hace
colocando un extremo del intestino en un extremo de la pipeta que contenia
solucién de Tyrode y aplicando poca presién (1 o 2 cm) e inclinando la pipeta.
Una presidon excesiva debe evitarse porque dararia €l tejido irreparablemente;
esto es importante solo para forzar lavar el tejdo cuando este ha tenido un
tiempo de relajacion extrema en la solucién de Tyrode a 37°C.

3.4.5. PR"EPARACI()N DE LA INFUSION DE LA PLANTA.

La Mentha aff. arvensis L. “hierba buena“ fue recolectada en horas de la
mafiana las cuales fueron tomadas al azar, se dej6 secar a temperatura
ambiente y aproximadamente 500 g de hojas se pulverizaron y a partir de los
cuales se realizaron las diferentes infusiones.

Se colocéron 10, 15, 20, 25 y 30 g de la muestra pulverizada en vasos de
precipitado y se agregé hasta 100 mL con agua destilada hirviendo, se tapé y
se dejo reposar por 5 a 10 minutos. Luego se pasé por un filtro y se procedio a

trabajar .-
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3.4.6. DISENO EXPERIMENTAL.

Se utilizaron cobayos de ambds sexos con un peso comprendido entre
300 y 500 g que fueron escogidos al azar, los cuales fueron mantenidos en
ayunas “24 horas antes del experimento. Se formaron siete grupos de
experimentacién con tres cobayos cada uno.
Primer Grupo: Sirvi6 para realizar la curva de dosis ~ respuesta de la
acetilcolina y asi determinar la dosis 6ptima (5x10*M), dosis en la que presenta
una mejor respuesta contractil con respecto al estado basal.
Segundb Grupo: Sirvié para determinar la dosis 6ptima de la atropina (5x10°M)
dosis en {a que se observa una mejor inhibicion de la respuesta contractil con
respecto a la dosis de acetilcolina (5x107*M), sirvi6 como referencia para realizar
las diferentes infusiones de la Mentha aff. arvensis L. “hierba buena”.
Tercer Grupo: Se administré la infusion al 10% de la Mentha aff. arvensis L.
“hierba buena’. Frente a la acetilcolina a la dosis de 5x10*M.
Cuarto Grupo: Se administré la infusién al 15% de la Mentha aff. arvensis L.
“hierba buena“. Frente a la acetilcolina a la dosis de 5x10™M.
Quinto Grupe: Se administré la infusion al 20% de la Mentha aff. arvensis L.
“hierba buena®. Frente a la acetilcolina a la dosis de 5x10™*M.
Sexto Grupo: Se administré la infusién al 25% de la Mentha aff. arvensis L.
“hierba buena". Frente a la acetilcolina a la dosis de 5x10™M.
Séptimo’ Grupo: Se administré la infusién al 30% de la Mentha aff. arvensis L.
“hierba buena®. Frente ala acetilcolina a la dosis de 5x10™*M.
3.4.7. CONSTRUCCION DE LA CURVA DOSIS - RESPUESTA
- Para la Acetilcolina.- Se adicion6 al vaso del barfio, 0.25 mi dosis de una
solucion de acetilcolina a concentraciones que van desde 5x10°M, 5x107*M,
5x10°M, 4.13x10°M y 1.38x10°M, las cuales originaron contracciones ritmicas.

Luego se procedio a lavar el mismo con solucién nutricia a 37°C.
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- Para la Atropina.- Una vez relajado el ileon aislado se adicion6 al bafic 0.25 mi
de una solucién de atropina a concentraciones de 5x10™M, 5x10°°M, 5x10°M.
Luego se procedid a realizar otra curva-dosis respuesta del agonista acetilcolina
repitiendo el protocolo anterior.

La representacion grafica del experimento resultdé una curva. En el eje de
ordenadas se representd en mm el efecto y en el de abscisas la concentracion
molar del agonista (acetilcolina)Una vez representada la curva, se calcul6 la
dosis efectiva.

3.5. TECNICAS DE MEDICION:

En cada registro se determiné las variables de amplitud de cada contraccion en
milimetros de desplazamiento, desde la linea de base hasta la maxima
alcanzada, ademas se consider6 la mayor contraccion del estado basal como el
100 % y se calculd los valores porcentuales de las restantes.

3.6. ANALISIS ESTADISTICO:

Para el .'anélisis estadistico, todos los datos fueron sometidos al Analisis de
Varianza y la prueba de Tukey mediante el software estadistico SPSS 7.5 para
windows. Representado en cuadros y graficos. Se realizé con un nivel de
confianza de 95% para determinar las diferencias significativas entre los

tratamientos.
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IV. RESULTADOS
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CUADRO N° 01: Metabolitos secundarios presentes en el extracto

bencinico de Mentha aff. arvensis L. “hierba buena”. Ayacucho, 2004.

METABOLITOS SECUNDARIOS RESULTADOS |OBSERVACIONES
ALCALOIDES ‘
- Ensayo de Dragendorff + Formacidon de wuna
- Ensayo de Hager + opalescencia
- Ensayo de Wagner +
- Ensayo de Mayer +
LACTONAS Y CUMARINAS
- Ensayo de Baljet ++ Formacién de una
coloracion rojiza
TRITERPENOS Y ESTEROIDES
- Ensayo de Lieberman vy Formaciéon de dos
Burchard + fases: una superior
de color verde y ofra
inferior de  color
rosado que fue
oscureciendo.
ACEITES Y GRASAS
- Ensayo de Sudan Hay formacién de
+++ una pelicula roja al

borde del tubo

Resultados:
Escaso =(+)
Bueno = (++)

Excelente = (+++)
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CUADRO N°

02: Metabolitos secundarios presentes en el extracto

alcohdlico de Mentha aff. arvensis L. “hierba buena”. Ayacucho, 2004.

METABOLITOS SECUNDARIOS RESULTADOS OBSERVACIONES
AZUCARES REDUCTORES Formacion de
- Ensayo de Fehling +++ precipitado rojo
- Ensayo de Benedict +++ ladrillo
ALCALOIDES
- Ensayo de Dragendorff + Formacién de una
- Ensayo de Hager + opalescencia
- Ensayo de Wagner ++
- Ensayo de Mayer +
TRITERPENOS Y ESTEROIDES Formacion de una
- Ensayo de Lieberman vy coloracién verde
Burchard +++ oscuro
LACTONAS Y CUMARINAS Formacion de una
- Ensayo de Baljet +++ coloracion roja
SAPONINAS Formacion de
- Ensayo de Espuma ++ espuma
CATEQUINAS Formacién de
coloracién verde
++ carmelita a la luz UV
RESINAS Formacion de
+++ precipitado blanco
QUINONAS La fase amilica es
- Ensayo de Borntrager +++ de color rojiza
FENOLES Y TANINOS Formacién de una
Ensayo de FeCl, ++ coloracién oscura
ANTOCIANINAS Fase amilica es de
- Ensayo de Kedde ++ color anaranjado
FLAVONOIDES No hay coloracion
- Ensayo de Shinoda - en la fase amilica
AMINOACIDOS No hay coloracion
- Ensayo de Ninhidrina - azul violacea
GRASAS Y ACEITES Formacién de una
- Ensayo de Sudan ++ pelicula roja al
borde del tubo
Resultados: Ausente=(-) Escaso=(+) Bueno=(++) Excelente=(+++)
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CUADRO N° 03: Metabolitos secundarios presentes en el extracto acuoso

de Mentha aff. arvensis L. “hierba buena“. Ayacucho, 2004.

METABOLITOS SECUNDARIOS RESULTADOS |OBSERVACIONES
ALCALOIDES
- Ensayo de Dragendorff + Formacion de una
- Ensayo de Hager + opalescencia
- Ensayo de Wagner ++
- Ensayo de Mayer +
AZUCARES REDUCTORES
- Ensayo de Benedict ++ Formacion de una
- Ensayo de Fehling +++ ligera opalescencia
FENOLES Y TANINOS
- Ensayo de Cloruro Ferrico +++ Formacion de wuna
coloracion negrusca
FLAVONOIDES Ligera coloracion
- Ensayo de Shinoda + amarilla en la fase
amilica
SAPONINAS
- Ensayo de Espuma +++ Formacion de
espuma
MUCILAGOS ++ Formacion de un gel
ligeramente blanco
PRINCIPIOS AMARGOS ++ Es amargo al paladar
GRASAS Y ACEITES ++ Formaciéon de una
coloracién roja al
borde del tubo

Resuitados:

Escaso =(+) Bueno =(++)

Excelente = (+++)
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2004.
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VI. DISCUSION

La infusidn de la Mentha aff. arvensis L. es utilizada por la poblacion para
tratar afecciones digestivas (cdlico, indigestion, diarrea, flatulencia, nauseas,
vémitos, etc.) lo que motivd a estudiar el efecto antiespasmoédico de la infusion
de esta especie sobre la motilidad espontanea y contracciones inducidas por la
acetilcolina en 6rganos aislados.

Se realizd la extraccidn de la muestra utllizando solventes como la
bencina, etanol y el agua, teniendo en cuenta la polaridad creciente de estos
solventes.

En la extraccién bencinica (cuadro N° 01), pudimos ver la presencia de
alcaloidé.s que es muy baja ya que se observé una ligera turbidez en las
pruebas que se realizaron, también se evidencia la presencia de lactonas y
cumarinas, observandose una coloracion rojiza, triterpenos y esteroides,
observando la formacion de dos fases, grasas y aceites dié positivo a la prueba
de Sudan 1il.

Eh el extracto alcohdlico (cuadro N° 02), se observd la presencia de
azucares reductores ya que la prueba de Fehling y Benedict dié positivo, se
evidencio también la presencia triterpenos y esteroides, lactonas y cumarinas, se

observaron también alcaloides en mayor cantidad que en el extracto bencénico,
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resinas y quinonas, saponinas, catequinas, antocianinas, fenoles y taninos,
grasas y aceites.

En el extracto acuoso (cuadro N° 03), se observé la presencia de
azucares reductores dando positivo a la reacciéon de Benedict y Fehling, taninos
observandose la formaciéon de una coloracion negrusca frente al Cloruro férrico,
saponinas, alcaloides, flavonoides, mucilagos, grasas y aceites.

Los metabolitos secundarios en la menta japonesa que crece en nuestra
regiéon coinciden con los reportados por otros autores observandose reacciones
positivas para: fenoles, taninos, triterpenos y esteroides, flavonoides, quinonas,
azucares reductores, alcaloides, principios amargos y aceites esenciales (Leal, |.
1988).

Tedricamente sabemos que el aceite esencial de la Mentha aff. arvensis
L. esta compuesto por mentol en un 60%, otros componentes identificados en la
esencia son; acetato de mentilo, canfeno, limoneno, cariofileno, valerianato de
mentilo, mentona, piperitona, furfurol, alcohol etilico, pineno, etc.

(URL: www.Herbotecnia.com.ar/exotica htmi).

El efecto antiespasmddico de la Mentha aff. arvensis L. *hierba buena” se
determiné por el método de Magnus, para lo cual se utilizd acetilcolina 5x10™* M,
como espasmadgeno, atropina 5x10° M como farmaco de referencia y las
infusiones at 10, 15, 20, 25y 30%.

En el grafico N° 01, Se observa la curva dosis — respuesta de la
acetilcolina. La respuesta contracti del ileon aislado se incrementa
progresivamente a medida que se aumenta la concentracién. De esta manera
se determind que la concentracion Optima de acetilcolina es 5x10* M (se
consideré como contraccién de maxima amplitud y 100% de respuesta) ya que
esta concentracion permite una rapida recuperacion del estado basal del ileon

luego de enjuagar con la solucidn de Tyrode.
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En el grafico N° 02, Se observa que la infusion de Mentha aff. arvensis L.
redujo dé modo significativo la contraccion provocada por la acetilcolina sobre
el ileon aislado de cobayo con dosis de 10, 15, 20, 25 y 30%. Este efecto se
manifestd en forma dosis - dependiente, donde la infusidon al 30% presentd un
mejor efecto ya que inhibe marcadamente la respuesta contractil (4.0mm) luego
de la induccion del espasmo con la acetilcolina a la dosis de 5x107* M,
comparando con la acetilcolina sola (30.0mm).

Se observa que la infusién al 10% tiene una respuesta contractil de
(17.0mm), luego de la induccién del espasmo con la acetilcolina y de forma
similar la atropina a la dosis de 5x10° M que inhibe la respuesta contractil en
(18.0mm).

También se observa que la infusion al 15, 20 y 25% inhiben mejor Ia
respuesta contracti inducida por la acetilcolina (9.2mm, 6.0mm, 4.8mm
respecti\;amente) en comparacion con la atropina (18.0mm) que es el farmaco de
referencia.

Tedricamente sabemos que fla atropina disminuye el tono y las
contracciones, especialmente si existe hiperactividad y espasmo provocados por
drogas colinergicas relajando el musculo liso del intestino lo que coincide con la
parte experimental. En el anexo 07 se observa que en la frecuencia de
contracciones hubo una tendencia a la disminucidn de 3mm aproximadamente lo
cual atribuimos a las condiciones experimentales ya que también (Espinoza, P.
2004) encontrd este mismo comportamiento.

Las diferentes concentraciones de la infusion de Mentha aff. arvensis L.
se prepararon teniendo en cuenta la baja toxicidad de esta especie.

En el grafico N° 03: Se observa el efecto antiespasmoédico de los
diferentes tratamientos, expresado en porcentaje de disminucion de la respuesta

contractil inducida por la acetilcolina a la dosis de 5x10* M. La infusidn al 10, 15,
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20, 25, 30% presentan mejor efecto antiespasmodico, con un porcentaje de
inhibicion de (43.33%, 69.44%, 80.00%, 83.89% y 86.66% respectivamente) con
respecto a la atropina que tiene (40.00%) de porcentaje de inhibicién, como se
ve es dosis dependiente.

En el anexo N° 01. Observamos el andlisis de varianza del efecto
antiespasmodico de las infusiones al 10, 15, 20, 25, 30% de la Mentha aff.
arvensis-L. *hierba buena“ luego de producir una disminucion de la amplitud de
las concentraciones inducidas por la acetilcolina a la dosis de 5x10 “M, en el
ileon aislado de cobayo, se encontr6 que existe diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05) entre los tratamientos a un nivel de confianza del 95%.

En el anexo N° 03: Realizando comparaciones mdiltiples con la prueba de
Tukey tomando como referencia la infusion al 10% (esta dosis presenté un
efecto antiespasmodico similar a la atropina 5x10° M) y los demas tratamientos
(infusion al 15, 20, 25 y 30%) afirmamos que los tratamientos no son iguales
existiendo diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

LIJ(—:-gO haciendo una comparacién multiple de esta misma infusion a la
misma dosis, frente a la atropina a la dosis de 5x10°M, se afirma que los
tratamientos son iguales no existiendo diferencias estadisticamente significativas
(p>0.05).

También al hacer una comparacion muitiple de esta misma infusion a la
misma d‘osis, frente a la acetilcolina, afirmamos que los tratamientos no son
iguales existiendo diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

En estudios realizados a esta planta (Lagarto, A. 1999) reportan que el
extracto acuoso y etandlico tienen poca toxicidad, al igual que el mentol que es
uno de los componentes del aceite esencial que posee una DL50 por via oral de
3180 mg/Kg. Atendiendo a la DL50 estimada se clasifica a este extracto como

no téxico.
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De igual manera se comprobaron sus propiedades antiinflamatorios y
antihistaminicos (Leal, I. 1988), sin embargo nuestros resultados podemos
compararlos con (Céspedes, A. 1996), quienes indican que la tintura de Melissa
officinalis L. “toronjil’, al 20% posee efecto antiespasmddico dependiente de la
dosis en modelos de ileon aislado de cobayo y con el trabajo realizado en
nuestra Universidad por (Espinoza, P. 2004) quien determindé que el extracto
acuoso de Melissa officinalis L. “toronjl”, al 15% posee mayor efecto
antiespasmédico frente al extracto acuoso a la dosis de 5% y extractos
alcohdlicos al 5 y 10% en modelos de ileon aislado del cobayo.

Al analizar el efecto de nuestras infusiones sobre el ileon aislado de
cobayo; encontramos que redujo la amplitud de las contracciones espontaneas y
las inducidas por la acetilcolina, lo que valida la accién antiespasmédica referida
en la medicina popular.

En el presente trabajo se observé que la infusién de la Mentha aff.
arvensis.L. ‘hierba buena” a la dosis de 30% redujo significativamente la
contraccion provocada por la acetilcolina, sobre el ileon aislado de cobayo, este
efecto se manifiesta en forma dosis dependiente.

La infusién al 10% de la Mentha aff. arvensis L. “hierba buena” presentd
un buen efecto espasmolitico que se manifiesta en forma dosis dependiente, de
manera similar a la atropina de 5x10°M que es el farmaco de referencia.

Los resultados obtenidos nos permiten afirmar que la infusion de la
Mentha aff. arvensis L. ‘hierba buena” tiene muy buena actividad
antiéspasmédica a nivel de la musculatura lisa intestinal lo que corrobora de
forma experimental el uso que como antiespasmédico le atribuye la medicina
popular por lo que se debe propiciar. el empleo de esta planta en el tratamiento

de afecciones del tracto gastrointestinal.
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VL. CONCLUSIONES
1.- Las iﬁfusiones de la Mentha aff. arvensis L. “hierba buena” presentan buen
efecto antiespasmaédico evaluados en €l ileon aislado del cobayo.
2.- Se determind la concentracién de acetilcolina adecuada para obtener
respuestas contractiles por medio de la elaboracion de una curva dosis-
respuesta que es 5x107*M.
3.- Se determind las respuestas contractiles dependientes de la dosis de
acetilcolina a las infusiones de Mentha aff. arvensis L. “hierba buena" al 10, 15,
20, 25 y 30% dando 17.0, 9.2, 6.0, 4.8 y 4.0mm respectivamente.
4.- La disminucion de la respuesta contracti de la atropina 5x10° M fue
(18.0mm) similar a la infusién al 10% que fue de (17.0mm).
5.- En la disminuciéon de la respuesta contracti de las infusiones frente a la
acetilcolina 5x10°* M existe diferencia significativa (p < 0.05) entre los
tratamieﬁtos a un nivel de confianza de 95%.
6.- La infusion al 30% fue la que mostré mayor efecto antiespasmaédico (4.0mm)
con respecto a la atropina (18.0mm).
7.- Los alcaloides de la Mentha aff. arvensis L. “hierba buena” son los posibles

responsables del efecto antiespasmadico.



1.

Vil. RECOMENDACIONES

Se recomienda a los estudiantes de la Escuela de Formacion Profesional
de Farmacia y Biogquimica seguir realizando estudios de las plantas con
actividad antiespasmodica.

Realizar estudios farmacolégicos distintos a la actividad antiespasmédica
de la Mentha aff. arvensis L. “hierba buena’, puesto que la medicina
bbpular le atribuye otras propiedades que son de gran importancia en la
actualidad.

Formuiar preparados galénicos de la Mentha aff. arvensis L. "hierba

buena” ya que se demostr6 el efecto antiespasmaédico de la infusion.
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v ANEXO N° 01
Tabla de Analisis de varianza del efecto antiespasmaddico de la atropina, las
“hierba buena“ frente a la

infusiones de Mentha aff. arvensis L.

acetilcolina. En ileon aislado de cobayo. Ayacucho, 2004.

ANOVA
Respuesta
contractl | Suma de Media

(mm) cuadrados gl | cuadratica F Sig.
Inter-

grupos 1622.5 6.0 2704 143.8 | 9.01E-12
Intra-

grupos 263 14.0 1.9

Total 1648.8 20.0
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ANEXO N° 02

Tabla de Valores descriptivos de la respuesta contractil de los diferentes

tratamientos utilizados en la determinacion del efecto antiespasmaddico de

Mentha aff. arvensis L. “hierba buena“. Ayacucho, 2004.

Respuesta
contractil Intervalo de confianza
{mm) para la media al 95%
Desviacion | Error Limite Limite
Tratamiento N Media tipica tipico inferior superior Minimo | Maximo
acetilcolina 3.0 30.0 1.0 0.6 275 325 29.0 31.0
Atropina
5x10E-5 3.0 18.0 26 1.5 11.4 24.6 15.0 20.0
Infusién 10% 3.0 17.0 20 1.2 12.0 220 15.0 19.0
Infusién 15% 3.0 92 0.3 0.2 84 99 9.0 95
Infusion 20% 3.0 6.0 1.0 0.6 35 85 50 7.0
Infusion 25% 3.0 4.8 0.3 0.2 4.1 56 4.5 5.0
Infusién 30% 3.0 4.0 0.0 0.0 4.0 4.0 4.0 4.0
Total 21.0 12.7 9.1 2.0 8.6 16.8 4.0 31.0
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ANEXO N° 06

Respuesta contractil de la Acetilcolina a la dosis de 5x10™* M, en ileon
aislado de cobayo. Ayacucho, 2004.
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ANEXO N° 07

Respuesta contractil de la Atropina a la dosis de 5x10"° M mas Acetilcolina
a la dosis 5x10“M, en ileon aislado de cobayo. Ayacucho, 2004.
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ANEXO N° 08

Respuesta contractil de la Atropina (fig. izquierda) a la dosis de 5x10° M,
(observese ligera disminucion del peristaltismo basal del ileon de cobayo).
Frente la respuesta contractil de la infusidon de Mentha aff. arvensis L.
“hierba buena” al 30% (fig. derecha). Ayacucho, 2004.
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ANEXO N° 09

Respuesta contractil de la infusion al 10% de Mentha aff. arvensis L.
“hierba buena“ frente a la Acetilcolina en ileon aislado de cobayo.
Ayacucho, 2004.
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ANEXO N° 10

Respuesta contractil de la infusion al 15% de Mentha aff. arvensis L. “
hierba buena” frente a la Acetilcolina en ileon aislado de cobayo.
Ayacucho, 2004,
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ANEXO N° 11

Respuesta contractil de la infusién al 20% de Mentha aff. arvensis L. “
hierba buena” frente a la Acetilcolina en ileon aislado de cobayo.
Ayacucho, 2004.
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ANEXO N° 12

Respuesta contractil de la infusidon al 256% de Mentha aff. arvensis L. *
hierba buena” frente a la Acetilcolina en ileon aislado de cobayo.
Ayacucho, 2004.
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ANEXO N° 13

Respuesta contractil de la infusiéon al 30% de Mentha aff. arvensis L. “
hierba buena” frente a la Acetilcolina en ileon aislado de cobayo.
Ayacucho, 2004.



ANEXO N° 14

Fotografia N° 02: Equipo de Termostato, Quimégrafo y Bafo maria,
utilizado para determinar el efecto antiespasmédico de Mentha aff. arvensis
L. “hierba buena“.
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ANEXO N° 15

Fotografia N° 03: Equipo de Termostato, Quimégrafo y Bafio maria utilizado
para determinar el efecto antiespasmédico de la hojas de Mentha aff.

arvensis L. “hierba buena“.



ANEXO N° 16

Fotografia N° 04: Desnucado y desangrado del cobayo para determinar el
efecto antiespasmédico de la hojas de Mentha aff. arvensis L. “hierba
buena”.
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ANEXO N° 17

Fotografia N° 05: Vista fotografica de las hojas de Mentha aff. arvensis L.

“hierba buena”.
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ANEXO N° 18

Fotografia N° 06: Vista fotografica de Mentha aff. arvensis L. “hierba

buena”.
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ANEXO N° 19

Fotografia N° 07: Vista fotografica de las flores y caliz de Mentha aff.
arvensis L. “hierba buena”.
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ANEXO N° 20

MUSEOQ DE HISTORIA NATURAL  \__ %28

CONSTANCIA N°OS3-USM-2004

EL JEFE DEL BERBARIO SAN HARCOS {USM} DEL MUSEOQ DE
HISTORIA NATURAL, DE LA UMIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DR
SSN MARCUS. DEJA CONSTANCIA QUE:

TATIANA FERNANDEZ MEDINS, egresada de la Fsaiels de Farmacia ¥
Bioguimica de la Universidad Nacicoa! Sam Criztobal de Vuapengn-
avacucho , ha sido estadiads 7 clasificoda como: Mermtha aff

arvensis 1., ¥ tiepe la siguiemie posicity texonomica, segun el
fistems de Clewificecitn de Cronguist (31958}

ta mwestra vegetal (raiz. tullo y hojes) recibida de o Stia.

DIVISION: RAGHYIOPIVTA
CLASE: WARILIOPRIDS
SUACLARE: ASTERINAE
. OHIDRMN: LAMIEES
FAMILIA: LAMISCEAER
GFNFRG:  XMeniha

ESPECIR:  Mentha «f7. arveasis L.

Moghre valgar 3 THierha buesa”
Determinaclad por: Mg, Joaguing Albdnr Castillo.

Se extiende la presente comstapcia & selicited de iz juteresada,
para jos fires que estimen convenlente.

Lima, 28 de Mayo de 2004

P

EL HERBARIOQ SAN MARCOZ({UiSH}

Ax Arendles 1256, Jevis Mariy Telfz.: (311) 471-0117, 4704471, Fax- (511} 265-6819
Apde. 14-04 34 Limuid Pari 476-7918 c-mauilwoaroolwe@unmim odn.pe
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Efecto antiespasmoédico de la infusion de Mentha aff. arvensis L. “hierba buena”sobre el
ileon aislado de Cavia porcellus “cobayo”. Ayacucho, 2004.

Tatiana Fernandez', José Diez’, Marco Aronés®

1 Escuela de Formacion Profesional de Farmacia y Bioquimica, Facultad de Ciencias Biologicas— Universidad Nacional de San Cristéhal de Huamanga,
Ayacucho, Peru.
2 Laboratoric de Famacia y Bioguimica, Facuitad de Ciencias Biologicas — Universidad Nacional de San Criftobal de Huamanga, Ayacucho Peru.

RESUMEN
La finalidad del estudio fue evaluar el efecto antiespasmédico en pruebas in vitro de las infusiones de Mentha aff. arvensis
L. "hierba buena” en segmentos de intestino (ileon) de cobayo a diferentes concentraciones:10, 15, 20, 25 y 30%, los que
se mantienen en liquido nutricio de Tyrode; en un bafio de érganos aistados con suministro permanente de oxigeno y a una
temperatura de 37°C. Se utilizd un quimégrafo para registrar la respuesta contractii maxima del ileon en presencia de
acetilcolina a diversas concentraciones que van desde 5x107°M, 5x10™*M, 5x10°M, 4.13x10"®M y 1.38x10°M. Los datos
obtenidos sirvieron para caicular los valores relativos en milimetros de respuesta contractil del érgano a la acetilcoling, en
presencia de las diferentes concentraciones de la infusién de Mentha aff. arvensis L. “hierba buena" y de atropina como
farmaco de referencia a concentraciones de 5x10™*M, 5x107°M, 5x107°M.
En el ensayo farmacolbgico se determiné que la infusién de fa Mentha aff. arvensis L. posee efecto antiespasmédico debido
a que disminuyeron de manera dosis dependiente la amplitud de las contracciones inducidas por e espasmoégeno
(acetilcolina 5x1 0*M) en forma simitar a la atropina.
La infusién at 30% (4.00mm) tiene una eficiencia de 86.66% es mas efectiva con respecto a la infusion al 10% (17.00mm).
Esta (ltima es similar a fa droga de referencia, atropina 5x10°M (18.0mm).

Palabras claves: plantas medicinales; antiespasmédico; Atropina; Acetilcolina; Mentha aff. arvensis L.; 6rganos aislados.

ABSTRACT
it was tested the antispasmodic effect of Mentha aff. arvensis L. “hierba buena™ infusions on cobayo (Cavia porcellus)
isolated ileum segments, “in vitrd'.. The study was carried out during 2004.
To prove relaxing effect of Mentha aff. arvensis L. *hierba buena” ' infusions; made ready infusions at varying concentrations:
10, 15, 20, 25 and 30%, likewise, in ivitro experiments were designed according to Magnus's Method, It was worked with
intestine segments (ileum), which were kept in Tyrode's nutritious liquid for isolated organs bath, with continuous supply of
oxygen, at 37-C temperature, in addition to presence of acetylcholine-induced contractions, at varying concentrations too
ranged from 5x107°M, 5x10™*M, 5x10°M, 4.13x10°M to 1.38x10°M, and atropine as control drug a different concentrations:
5x10*M, 5x10°°M, 5x10°M. indeed, in presence of infusions.
Information from assays readings was used to calculate relative values of organ's contractile response to acetyicholine, in
millimetres. In order to register the peak contractile response it was used a Kymograph
Pharmacological tests revealed that Mentha aff. arvensis L' infusions possesses antispasmodic effect, since contractions
wide to acetylcholine at 5x10*M decreased on dose dependent way, simitar to atropine does, Also, 30 % infusion (4.00 mm)
showed 86.66 efficiency, then was higher effective respect for 10 % infusion (17.00 mm), being this last alike to atropine
5x10°M (18.0mm).
On the light of results we could conclude that Mentha aff. arvensis L. “hierba buena” * infusions at 30 %, has high potency as
antispasmodic.

Key words: You plant medicinal; antiespasmodic; Atropine; Acetilcolina; Mentha aff. arvensis L., isolated Organs.

INTRODUCCION

La Menta aff. arvensis L. “hierba buena”, es una planta
nativa de la zona templiada norte, cultivada en muchos
paises. Ademas de ser aromatica, carminativa y
saporifera, esta planta se utiliza en Japén para obtener
el aceite esencial del que después se extrae el mentol, io
que di6 origen a su nombre comin menta japonesa Su
aceite esencial estd compuesto por acetato de mentilo,
canfeno, fimoneno, cariofileno, valerianato de mentifo,
mentona, piperitona, furfurol, alcohol etilico, pineno, etc.
Es por ello que estan reforzadas aquellas propiedades
que son especificamente atribuidas al aceite y al mentol
como las antisépticas, antiespasmoédicas y fungicidas.

La infusion de la Mentha aff. arvensis L. es utilizada por
la pobiacién para tratar afecciones digestivas (célico,
indigestion, diarrea, flatulencia, nauseas, vémitos, etc)
lo que motivo a estudiar €l efecto antiespasmadico de la
infusion de esta especie sobre la motilidad espontdnea
y contracciones inducidas por la acetilcolina en érganos
aislados.

Correspondencia:

Tatiana Femnandez Medina. tatian63@hotmail.com

Fac. Cs. Biologicas UNSCH. Ay. Independencia S/N Ciudad Universitaria.
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La infusibn de la Mentha aff. arvensis L. es utilizada por
la poblacién para tratar afecciones digestivas (célico,
indigestion, diarrea, flatulencia, nauseas, vémitos, etc)
lo que motivo a estudiar el efecto antiespasmédico de la
infusién de esta especie sobre fa motilidad espontanea
y contracciones inducidas por la acetilcolina en érganos
aislados.

Se estudié la actividad antiespasmoédica de la Mentha
aff. arvensis L sobre la fibra lisa del tracto
gastrointestinal mediante el uso de modelos .in vitro, con
infusiones, a las dosis de 10, 15, 20, 25 y 30%, que
fueron contrastados con drogas patrones con el fin de
corroborar el efecto antiespasmoédico que se le ha
atribuido tradicionalmente a esta planta. Esta planta fue
recolectada en el centro poblado de San José de
Vifiaca, distrito de San José de Ticllas, provincia de
Huamanga, departamento de Ayacucho, a una altitud
aproximada de 2500 msnm,

Et trabajo experimental se realiz6 en el laboratorio de
Bioquimica de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de ‘Huamanga,
teniendo en cuenta los siguientes objetivos:
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Objetivos Generales:

- Evaluar el efecto antiespasmddico de infusiones
de Mentha aff. arvensis L. "hierba buena” en el
ileon aislado de Cavia porcellus "cobayo”.

Objetivos Especificos:

- Caracterizar la actividad basal in vitro del ileon
aislado de Cavia porcellus “cobayo” con sus
movimientos tipicos de contraccién-relajacion
ritmica alternante.

- Evaluar las respuestas contractiles dependientes
de las dosis de acetiicoina a diversas
concentraciones sobre el fleon aislado.

- Evaluar ia respuesta contracti por accion de la
atropina blogueando los efectos espasmédicos
de la acetilcolina.

-~ Evaluar las respuestas contracties de Ias
infusiones Mentha aff. arvensis L. “hierba buena”
a diversas concentraciones y determinar
variaciones significativas.

- Identificar el metabolito secundario responsable
de la actividad antiespasmodica.

- Determinar la concentracion 6ptima que tenga la
mejor actividad antiespasmddica.

MATERIALES Y METODOS

Muestra: EI material vegetal Mentha aff. arvensis L.
“hierba buena” se recolecté en horas de la mafiana del
centro poblada de San José de Vinaca, los que fueron
tomados al azar, se dejé secar a temperatura ambiente y
aproximadamente 500g de hojas, se pulverizaron y a
partir de los cuales se realizaron las diferentes
infusiones.

Se colocé 10, 15, 20, 25 y 30g de la muestra molida en
vasos de precipitado y se agrego 100mL de agua
destilada hirviendo, se tapéd y se dejé reposar por § a 10
minutos. Luego se pasé por un filtro y se procedio a
trabajar.
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Material Biologico: 21 cobayos de ambos sexos con un
peso comprendido entre 300 — 500 g, adquiridos en e
Instituto Nacional de Investigacion Agraria (INIA).

Método: En primer lugar se mantuvieron a los animales
24h en ayunas luego se procedié al sacrificio del animal.
Posteriormente procedimos a identificar y extraer el
6rgano segln el método general de Magnus.

Los cobayos fueron sacrificados por dislocacidn cervical
y por laparotomia, se obtuvieron segmentos de ileon de
mas o menos 10cm de longitud los cuales se
introdujeron en bafio de drganos aislados que contenia
solucién nutricia Tyrode a 37°C, se cortd en segmentos

de 2cm de longitud y atédndoles luego con seda
quirdrgica ambos extremos sin ocluir la luz intestinal un
lado al extremo dei soporte y el otro al transductor. Se
colocé en 40mL de solucién de Tyrode burbujeada con
una mezcla de oxigeno 95% y 5% de diéxido de carbono
a 37°C, se atd uno de los extremos del hilo de seda a
una aguja inscriptora la cual estuvo conectada al tambor
giratorio del quimografo y el ofro extremo a un extremo
del soporte. Se utilizd 2 a 3 segmentos de intestino por
cada animal. Se determind una curva dosis respuesta de
la acetilcolina y atropina a diferentes concentraciones
molares para luego trabajar con concentraciones
establecidas. La variable analizada fue el tamafio de la
respuesta contract! en mm de la infusion al 1(3‘ 15, 20,
25 y 30% frente a la aceticolina 5x10° M. La
respuesta contractil de la infusion de *hierba buena” fue
comparada con la respuesta contréctil de Ia atropina 5 x
10°M

Los registros se realizaron siempre en el siguiente
orden: basal, dosis de la droga; dosis de acetiicolina
(contraccién de méxima amplitud); favado tres veces con
la solucién nutricia de Tyrode, estabilizacién (S minutos).

Andlisis Estadistico: El andlisis estadistico se realiz6 a
través del Andlisis de Varianza y la prueba de Tukey,
representando en histogramas y graficos, trabajéndose a
un 95% de significacién.

RESULTADOS:

CUADRO N° 01: Metabolitos secundarios presentes
en el extracto bencinico de Mentha aff. arvensis L.
“hierba buena”. Ayacucho, 2004.

METABOLITOS | OBSERVACIONES | RESULTADOS

SECUNDARIOS

ALCALOIDES

- Ensayo de { Formacion de una +
Dragendorff opalescencia

- Ensayo de | Formacién de una +
Hager opalescencia

- Ensayo de | Formacién de una +
Wagner opalescencia

- Ensayo de | Formacién de una +
Mayer opalescencia

LACTONASY

CUMARINAS Formacion de una

- Ensayo de coloracion rojiza ++
Baljet

TRITERPENOS

Y ESTEROIDES Formacion de .dos
- Ensayo de | fases: una superior
Lieberman y | de color verde y +
Burchard ofra inferior de
color rosado que
fue oscureciendo.

ACEITES Y

GRASAS Hay formacion de

- FEnsayo de | una pelicula roja al

Sudan borde del tubo 4t
Resultados:

Escaso = (+)
Bueno = (++)
Excelente = (+++)




ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Tatiana FERNANDEZ MEDINA

R.D.N°254-05FCB-D

TESIS: Efecto antiespasmodico de la infusion de Mentha aff. arvensis L. “hierba
buena” sobre el ileon aislado de Cavia porcellus “cobayo” Ayacucho - 2004.

En la ciudad de Ayacucho a los veintisiete dias del mes de Diciembre del afio dos
mil cinco, siendo las cuatro de la tarde, se reunieron en el auditérium de la
Facultad de Ciencias Biologicas los profesores: Mg. José Manuel Diez Macavilca
como presidente (e) quien preside el acto de sustentacion en merito al
memorando N.- 560-05-UNSCH-FCB-D por el cual el decano le encarga la
presidencia del acto de sustentacion de tesis, actuando como secretario docente
el Bigo. Victor Luis Cardenas Lopez y como miembros del jurado calificador el
Q.F. Emilio Gemman Ramirez Roca, Mg. José Manuel Diez Macavilca y el Mg.
Jesis De la Cruz Arango quienes recepcionaran la sustentacion de la tesis
presentada por la Bachiller en Farmacia y Bioquimica Tatiana Femandez Medina
cuyo titulo es: Efecto antiespasmoédico de la infusion de Mentha aff. arvensis L
“hierba buena” sobre el ileon aislado de Cavia porcellus “cobayo™. Ayacucho,
2004, con la cual pretende optar el Titulo Profesional de Quimico Farmacéutica.
Acto seguido el presidente (e) solicitd al secretario docente dar lectura a la
Resolucion Decanal N.-254-05-FCB-D del veinte de noviembre del afio dos mil
cinco y al Memorando N.-560-05-UNSCH-FCB-D. Del veintiuno de Diciembre del
dos mil cinco, luego el presidente (e) invito a la sustentante a exponer su trabajo
de investigacion en el tiempo de 45 minutos como maximo contemplados en el
Reglamento. Concluida la sustentacion de la tesis, el presidente invité a los
Miembros del Jurado Calificador a realizar las aclaraciones y preguntas que ellos

consideren pertinentes. Finalizado el acto de sustentacion, el presidente invitd a la



la Srta. Sustentante vy al publico asistente a abandonar el Auditorio por unos
momentos con la finalidad de que los miembros de! Jurado Calificador realicen las
deliberaciones y calificaciones comespondientes en esticto privado, cuyos

resultados son los siguientes:

Miembro Jurado Exposicion Respuesta Promedio
Q.F. Emilio G. Ramirez Roca 16 16 16
Mg. José M. Diez Macavilca 17 17 17
Mg. Jesus De la Cruz Arango 16 17 17

PROMED!IO 17
Como resultado la sustentante ha obtenido la nota de diecisiete (17) de la cual
dan fe los Miembros de Jurado Calificador, estampando sus firmas al pie del
presente acla, finalizando ¢! acto de sustentacién a las cinco y treinta de ia tarde.
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