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RESUMEN

Tagetes filifolia Asteraceae de uso medicinal, segan datos etnobotinicos indican los usos para aliviar afecciones de las vias
digestivas, para la secrecién lactica vy la fertilidad. Factores ambientales v estresantes ocasionan problemas de fertilidad,
por ello es necesario buscar productos que regulen la fertilidad, que mejoren la espermatogénesis v la ovulacion. Se
evalu¢ el efecto de los componentes del subextracto metanélico de hojas de anisillo sobre la fertilidad en ratas, mediante el
meétodo de Rani Srivastava 5. et al (2004) con modificaciones. 36 ratas normales cepa Holtzmann de 150 £ 20 g adquiridas
del INS, se distribuyeron al azar en tres grupos de 12 animales, seis machoes v seis hembras, juntos desde el inicio de la
administracion de las sustancias, por via oral durante 18 dias: Grupo 1, suero fisiologico 2 mL/kg; Grupo 2, anisillo 200
mg/kg; y, Grupo 3 metoclopramida 15 mg/kg; los indicadores de evaluacién fueron en machos: testostercna expresado en
ng/dL; en hembras: estado de la gravidez, prolactina (ng/mL}, estrogenos (pg/ ml), progesterona (ng/ mL). El subextracto
de anisillo administrado en ratas machos, mostraron variaciones minimas de testosterona (p<0,418); en hembras: hubo maés
ratas gravidas (p<0,022), el tamario de los fetos o €l avance del estado de gravidez fue mayor (p<0,009); hubo incremento de
estrogenos, progesterona y prolactina. Se demostro incremento de la gravidez de las ratas hembras que recibieron tratamiento

con el subextracto de anisillo en el que se detectaron flavonoides y alcaloides los que posiblemente han permitido la mejora
de la espermatogénesis y de la ovulacion.

Palabras clave: Tagetes filifolia, flavonoides, gravidez, prolactina.

SUMMARY

Tagetes filifolia a medicinal Asteraceae according to data by ethnobotany show the uses to alleviate ailments of the digestive
tract, for the secretion of lactic and fertility. Stressful environmental factors are causing an increase in fertility problems, so it
1s necessary to ook for products that regulate fertility, that improve spermatogenesis and ovulation. Was detected the effect
of the components of the methanol subextract of leaves of anisillo on fertility in rats, using the method of Rani Srivastava S.
et al (2004) with modifications. 36 normal rats strain Holtzmann 150 + 20 ¢ acquired by the NIH, were distributed randomly
into three groups of 12 animals, six males and six females, together since the beginning of the administration of substances,
orally for 18 days: Group 1, saline 2 mL / kg; group_2, anisillo 200 mg / kg, and Grupo3 metoclopramide 15 mg / kg;
evaluation indicators were in males: Testosterone expressed as ng / dL in females: the state of pregnancy, prolactin (ng /
ml), estrogen (pg / ml), progesterone (ng / mi). The subextract of anisillo administered in male rats showed minor variations
of testosterone (p <0418); in females: there were more pregnant rats {p <0022), the size of fetuses or the advancement of
the state of pregnancy was higher (p <0009), there were increases estrogens, progesterone and prolactin. To increase the

pregnancy of female rats treated with the subextract of anisillo, was detected flavonoids and alkaloids which may have
allowed the improvement of spermatogenesis and ovulation.

Key words: Tagefes filifolia, flavonoids, pregnancy, prolactin.
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Efecto sobre la Gravidez, la Prolactina y Hormonas Sexuales en Ratas
del Subextracto Metanélico de Hojas de Tagetes Filifolia “ Anisillo”

INTRODUCCION

Tagetes filifolia “anisillo” “anis serrano”, Asteraceae
de uso medicinal originaria de Peru, crece
abundantemente en el Departamento de Ayacucho,
localidad de Tambillo, a una altitud entre 2800 a
3000 msnm'™* y segin la etnobotanica, la medicina
popular y antropolédgica, a sus infusiones de la
parte a€rea y su aceite esencial se le atribuyen usos
como alivio de afecciones de las vias digestivas,
promueve la secrecion lactica y la tertilidad. En
una busqueda constante de los investigadores de
encontrar productos que regulen la fertilidad, al
presente, se hace necesario encontrar compuestos
quimicos procedentes de productos naturales
que mejoren la espermatogénesis y la ovulacién,
porque la sociedad moderna frente a los factores
ambientales y estresantes conlleva a un incremento
de la infertilidad (5). En Ecuador existe la planta
Tagetes pusilla con actividad antiinflamatoria
y para desdrdenes digestivos (6-7). El extracto
y fracciones de Tagetes minuta han mostrado
diferentes grados de actividad antiinflamatoria
(8).

Los Flavonoides son compuestos fendlicos
distribuidos ampliamente en la naturaleza y han
demostrado tener una gran actividad bioldgica,
principalmente como antioxidante. (9), (10), (11),
(12). El presente trabajo de investigacion pretende
demostrar la acciéon de los metabolitos secundarios
presentes en el subextracto metandlico de anisillo
sobre la fertilidad en ratas normales vy el efecto
sobre hormonas sexuales.

MATERIALES Y METODOS
Lugar de ejecuciéon

Laboratorios del Instituto en Ciencias Farmacéuticas
y Recursos Naturales “Juan de Dios Guevara” de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica y en los
Laboratorios del Institute de Investigaciones
Clinicas de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos

La muestra vegetal de anisillo fue recolectada

en el departamento de Ayacucho localidad de
Tambitlo(1-4).

Descripcion botanica y clasificacién taxondémica

El anisillo o anis serrano es una hierbita
ampliamente distribuida en lugares perturbados
y abiertos, o en pastizales. Es conocida por su olor

os;

aromatico y agradable; se utiliza por io general en
infusion. Nombres comunes usados en espafiol:
Anisillo, cirucumin, flor de Santa Maria, hierba
anis, pericon, periquillo y manzanilla.

Taxonomia:

Reino: Plantae Subreino: Traqueobionta
Superdivision: Spermatophyta

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida (dicotiledoneae)
Subclase: Asteridae

Orden: Asterales.

Especie: Tagetes filifolin

Fig. 1. Tagetes filifolia

Preparaciéon de la muestra

Las hojas de anisillo fueron secadas bajo sombra,
terminandose de secar en una estufa temperada
a 38°C , luego fueron pulverizadas en un molino
a cuchillas, gunardandose los polvos en frascos de
color &mbar para una buena conservacién y su
posterior tratamiento quimico y biolégico.

Obtencion de extractos

Se hicieron extracciones por maceracion etandlica
de porciones de 200 g de polvo de hojas de
anisillo en un litro de etanol puro, durante siete
dias, al cabo de este tiempo se filtré y concentré a
sequedad en una estufa de aire circulante a 38°C,
se obtuvo el vextracto etandlico total seco E.

A partir del extracto etandlico total se fraccioné
mediante cromatografia en columna rapida con
solventes de polaridad creciente, se obtuvo los

subextractos en n-hexano, diclorometano, metanol
y agua destilada.
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Marcha fitoquimica del subextracto metandlico
E, de hojas de anisillo

Con reactivos de coloracidn y precipitacion:
celatina, ninhidrina, tricloruro de fierro, hidréxido
de sodio al 5%, reactivo de Mayer, reactivo de
Dragendort, o naftol + gotas de H.SO,, mg de
Mg metdlico + gotas de HCl y un tubo se deja

como blanco para poder observar el cambio de
coloracion (9-14).

Analisis cromatografico del extracto E

Con el subextracto metandlico E1 se realizaron
estudios cromatograficos para detectar y visuali-
zar el numero de los metabolitos secundarios pre-
sentes. Mediante cromatografia en capa delgada
analitica utilizando como fase fija silicagel G 60 y
como fase movil diclorometano: metanol 6:1, se
observo que las cromato placas al ser reveladas a
la luz UV a 366 nm, luz UV a 254 nm, tricloruro
de fierro, acido sulfdrico al 50% y con reactivo de
Dragendorftf dio los siguientes resultados: com-
puestos fendlicos (flavonoides, fenilpropanoides,
taninos), glucdsidos y alcaloides (9-14).
Componentes del extracto metanodlico E, de
hojas de anisillo: cinco compuestos fendlicos y
flavonoides; dos alcaloides.

Cromatografia analitica en capa fina del extracto
metandlico E, de hojas de “Tagetes filifolia”
FASE FIJA : Silicagel G-60 para ccf.

FASE MOVIL : Diclorometano : Metanol 6:1
REVELADORES: Luz Uy 365 y 254 nm; Reactivo
de Dragendorff; Reactivo FeCl..

Efecto sobre la gravidez, la prolactina y hormonas
sexuales de los metabolitos secundarios

contenidos en el subextracto metandlico de
hojas de anisillo.

Método y procedimientos

Se siguld el método de Rani Srivastava S. et al
(15-18) con modificaciones. Se dispuso de 36 ratas
cepa Holtzmann de 150 + 20 g adquiridas del
Iinstituto Nacional de Salud MINSA, con agua y
alimento a libertad, que estuvieron juntos (machos
y hembras en una misma jaula) desde el inicio
de la administracion de las sustancias, las que
fueron administradas por via oral durante 18 dias.
Grupol Normales 6 machos y 6 hembras, ambos
recibieron suero fisiologico 2 mL/kg. Grupo?2
Normales 6 machos 6 hembras, ambos recibieron
200 mg/kg del subextracto metandlico de hojas
de anisillo, diariamente por via oral. Grupo3
Normales 6 machos 6 hembras, ambos recibieron

metoclopramida 15 mg/kg, diariamente por via
oral.

Indicadores de evaluacion

En machos: testosterona expresada en ng/dL. En
hembras: gravidez, estado de la gravidez, dosaje
de prolactina (ng/mL), estrogenos (ng/mlL) vy
progesterona (ng/mkL) (19-23).

HEMEROTECA

RESULTADOS FONDO MOUERNDO
Tabla 1. —— o, e e ot e
Marcha fitoquimica del subextracto metanélico de hojas de anisillo E,
Reactivo : Resultado Presencia de:
Gelatina + Taninos
Tricloruro férrico + + + Compuestos Fendlicos
NaOH 5 % (Bortranger) + Quinonas
1 Mayer + Alcaloides
Drangendort + Alcaloides
: o Naftol + H.,S0O,_ + + Glicosidos
Mg metdlico + HCl + -+ Flavonoides

(+++} abundante, (++) regular, (+) poco.

NO
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Fig. 2. Efecto sobre la gravidez en ratas hembras por la administracion oral
: del subextracto metandlico de hojas de Tagetes filifolia (anisillo).
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DISCUSION

La muestra vegetal investigada Tagetes filifo-
lia "anisillo” “anis serrano”, cuyo sinénimo es
Tagetes pusilia, de la familia Asteraceae. Las hojas
de anisillo secadas a 38°C, molidas se guardaron
en frascos &mbar para una buena conservacion y
su posterior tratamiento. Se obtuvo el extracto E
por maceracion etanédlica de 200 g de polvo de
hojas de anisillo en un litro de etanol puro, du-
rante siete dias, al cabo de este tiempo se filtré y
concentro a sequedad en una estufa de aire circu-
lante a 38°C. A partir del extracto etandlico total
seco E se fraccion6 mediante cromatografia en
columna rapida con solventes de polaridad cre-
ciente: n-hexano, diclorometano, metanol y agua
destilada. Se obtuvo el subextracto metandlico E,
con el que se realizaron los ensayos quimicos y
biolégicos.

>e realizd el ensayo de solubilidad de E, con sol-
ventes de polaridad creciente, observandose que
los componentes quimicos mayoritarios son de
mediana y alta polaridad. Mediante la marcha
fitoquimica, se evidencié la presencia mayorita-
ria de compuestos fendlicos como flavonoides,
y alcaloides en menor cantidad, los que fueron
confirmados mediante cromatografia en capa
delgada analitica v a escala preparativa. Con el
subextracto metandlico E, se realizaron estudios
cromatograficos para detectar y visualizar el na-
mero de los metabolitos secundarios presentes,
mediante cromatografia en capa delgada analiti-
ca utilizando como tase fija silicagel G 60 y como
fase movil diclorometano : metanol 6:1, se obser-
vo al ser reveladas a la luz UV a 366 nm, luz UV
a 254 nm, tricloruro de fierro, acido sulftrico al
5% y con reactivo de Dragendorf, compuestos
fendlicos como flavonoides, y alcaloides (9-14).
Generalmente las causas de infertilidad en hom-
bres incluye anormalidades en el semen o es-
permatozoides, desérdenes en el transporte y
azospermua; ast como también alteraciones en
los testiculos y la produccion de esperma por
ellos. La causa de infertilidad en las mujeres es
variada: alteraciones tubaricas, desdérdenes en la
ovulaciéon tales como amenorrea, menstruaciéon
anovulatoria, anovulacion esporadica. La esper-
matogénesis es atectada por numerosos nutrien-
tes y enzimas tales como vitaminas (C, E, B_.) (19-

20), minerales (zinc, cobre, selenio, calcio) (21),
aminodcidos (22), coenzima Q10 (23).

Se estudio el efecto sobre la gravidez, sobre pro-
lactina, estrogenos y progesterona en ratas hem-
bras, ademas del efecto sobre la testosterona en
ratas macho, por administracién oral del subex-
tracto metandlico de hojas de Tagetes filifolia (ani-
silio). Treintiseis ratas holtzmann normales, se
distribuyeron al azar en tres grupos de 12 anima-
les cada uno, a su vez cada grupo estaba formado
por seis machos y seis hembras, permaneciendo
los machos y hembras de cada grupo juntos, las
que fueron administradas por via oral durante 18
dias: Grupol, suero fisiologico 2 mL/kg; Grupo2,
anisillo 200 mg/kg; v, Grupo3 metoclopramida
15 mg/kg; los indicadores de evaluaciéon fueron
en machos: testosterona expresado en ng/dL; en
hembras: estado de la gravidez, prolactina (ng/
mL), estrégenos (ng/mkL), progesterona (ng/
mlL.).

Los resultados indicaron que el extracto de ani-
sillo administrados en ratas machos, mostraron
variaciones minimas de testosterona (p<0,418);
en hembras: hubo mads ratas gravidas (p<0,022),
el tamafio de los fetos o el avance del estado de
gravidez fue mayor (p<0,009); asimismo, hubo
incremento de estrogenos, progesterona y pro-
lactina. En las condiciones experimentales se ha
demostrado incremento de la gravidez de las
ratas hembras que recibieron tratamiento con el
extracto de anisillo.

En el anisillo se han identificado compuestos fe-
noélicos como flavonoides y alcaloides, que posi-
blemente han permitido favorecer la mejora de
la espermatogénesis y de la ovulacién, por ello
se ha observado mayor nimero de ratas gravidas
comparativamente con el grupo control que sola-
mente recibieron suero fisioldgico (Fig. 2-7).
Queda por realizar ensayos experimentales que
conduzcan a determinar los cambios morfol6gi-
cos del testiculo, epididimo, espermatozoides,
la influencia sobre la ovulacion, el ciclo estral, y
otros cambios en los drganos reproductivos tanto
de ratas machos y hembras, para arribar a mayo-
res explicaciones, asi como elucidar estructuras
de los componentes activos de la actividad biolo-
gica probada.

Luego, los componentes activos del subextracto
metanolico de hojas de Tagetes filifolia (anisillo),
son flavonoides y alcaloides. En las condiciones
experimentales indicadas el subextracto metand-
lico de hojas de Tagetes filifolia (anisillo), incremen-
ta la fertilidad de las ratas que las recibieron.
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