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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA, ANTIESPASMODICA Y ACCION
SOBRE HORMONAS SEXUALES EN RATAS HEMBRAS, DE LOS
COMPONENTES DE Tagetes pusilla (ANISILLO)

Antimicrobial and antispasmodic activities and effect on sexual hormones
of chemical substances of Tagetes pusilla (“anisillo”) on female rats

Pablo Bonilla R.!, Nancy Lozano R.}, Jorge Arroyo A.?, Mirtha Roque A.3,
Augusta Cérdova R.!, Eleycy Pérez T.%, Domingo Iparraquirre L.%, Hamilton Beltran S.’

RESUMEN

En la presente investigacion se detectd e identific6 los tipos de metabolitos secundarios predominantes en el extracto
etanolico de las hojas de Tagetes pusilla “anisillo” “anis serrano”, que fueron compuestos fenélicos, flavonoides y alca-
loides. Se determind la actividad antibacteriana comparativa entre el aceite esencial y el extracto etanélico de anisillo,
encontrandose que ambos mostraron una actividad antibacteriana significativa. Comprobandose la actividad de los
metabolitos secundarios presentes en el extracto etanélico de hojas de Tagetes pusilla sobre el musculo liso gastrointesti-
nal, mediante los métodos de Chidume et al 2002 con modificaciones: y el de Akah ef al 1998; asi como la determinacion
del nivel de prolactina en ratas segun Di Carlo et al 2005 con mo dificaciones, encontrandose que el extracto etanélico
de Tagetes pusilla en las condiciones experimentales aumentd los niveles de prolactina, estrogenos, progesterona, LH,
FSH en ratas normales; habiéndose evidenciado relajacion del duodeno aislado de rata, y se observé un incremento de
la actividad del ileon de rata, que probablemente se deba a la presencia de alcaloides.
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SUMMARY

There was studied the specie Tagetes pusilla “anisillo” “ saw anise’s “, which is a medicine original Asteraceae of use
medical of our country, which grows abundant in Ayacucho’s department, Tambillo’s locality, between 2800 to 3000
msnm and which according to the information provided by the etnobotanic, popular medicine, anthropologic infor-
mation, they indicate its uses as infusions of the air part and its essential oil, for to relieve affections of the digestive
tract and for the lactic secretion, besides diuretic. In the present investigation the types detected and identified of
secondary metabolits predominant in the extract etanélico of leaves of anisillo, that were fenolics compounds, flavo-
noids and alkaloids. The antibacterial comparative activity decided between the essential oil and the etandlico extract
of anisillo, thinking that both showed an antibacterial significant activity. Being verified the activity of the metabolits
secondary present in the etanolico extract of Tagetes’s pusilla leaves on the smooth gastrointestinal muscle, by means
of Chidume’s et al. methods 2002 with modifications; and that of Akah et al. 1998; as well as the determination of the
level of prolactine in rates according to Di Carlo et al. 2005 with modifications, being that the etandlico extract of Tagetes
pusilla in the experimental conditions increased the levels of prolactine, estrogens, progesterone, LH, FSH in normal

rates; having been demonstrated easing of the duodenum isolated of rat, and was observed an increase of the activity
of the ileon of rat, which probably should to the presence of alkaloids.
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INTRODUCCION

Los recursos vegetales son y siguen siendo de
gran importancia, dentro de la investigacién
cientifica, lo que se va reflejando en la gran can-
tidad de trabajos de investigacion que se estan
desarrollando actualmente, donde su uso se va
orientando a la atencion primaria de salud de
nuestro pais. Por tal motivo y teniendo en cuen-
ta que dichas investigaciones basicas orientadas
a la aplicacion de los conocimientos cientificos

que se adquieren para solucionar en nuestro
caso problemas de salud.

En la presente investigacion se estudit la especie
Tagetes pusilla "anisillo” “anis serrano”, Asteraceae
de uso medicinal originaria de nuestro pais, que
abunda en el Departamento de Ayacucho, en la
localidad de Tambillo, entre 2800 a 3000 msnm y
que segun los datos proporcionados por la etno-
botanica, la medicina tradicional peruana y datos
antropoldgicos, indican sus usos como infusiones
de la parte aérea y su aceite esencial, para aliviar

afecciones de las vias digestivas, para la secrecion
lactica y es diurética'”.

El objetivo del presente trabajo fue validar estos
usos tradicionales mediante tecnologias quimicas
y biologicas experimentales.

MATERIALES Y METODOS

Material basico de vidrio, solventes organicos Q.P,
Reactivos (Quimicos varios.

Agar, Microorganismos: bacteria Gram positiva
(Staphylococcus aureus) y Gram negativas (Escherichia
coli y Pseudomonas aeruginosa), cepas ATCC.

Ratas hembras cepa Holtzmann de 150 £ 20 gra-
mos, del Instituto Nacional de Salud MINSA. Hor-

monas: Prolactina, estradiol, progesterona, LH],
FSH.

Marcha fitoquimica y ensayos cromatograficos - ¢

Determinaciﬁn de la actividad antimicrobiana.
De los metabolitos secundarios contenidos en el
extracto alcohdlico de hojas de anisillo.

Método. Difusion en agar. Segun Rojas R. et al.”

Microorganismos. Se utilizaron las bacterias Gram
positiva (Staphylococcus aureus) y Gram negativas

(Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa), cepas
ATCC

Muestras. Extracto etandlico E1 de anisillo y aceite
esencial de anisillo.

Preparacion de la suspension del inoculo. Los cul-

- tivos de cada uno de los microorganismos de prue-

ba fueron reactivados en caldo Mueller Hinton.

Se toma una asada de colonias procedente del
cultivo fresco (24 h) de la bacteria y se suspende
en 5 mL de caldo Mueller Hinton y con ayuda de
un espectrofotometro (longitud de onda: 530 nm),
se ajusta a una densidad Optica hasta alcanzar la
turbidez del tubo N° 1 de la escala de McFarland

equivalente a una concentracion aproximada de 3
x 108 UFC/mL.

Preparacion de las placas. Para la preparacion de
las placas se utilizo el agar Mueller Hinton; previa-
mente reconstituido, esterilizado, enfriado y man-
tenido a 45 °C, posteriormente se le agregd 1 mL de
suspension del inéculo por cada 100 mL de medio
de cultivo, mezclados asépticamente, se agitd sua-
vemente y se repartio en placas Petri a razén de 20
mL por placa, se dejo solidificar y se rotuld con el
nombre del microorganismo testigo. Luego se hizo
pozos con la ayuda de un sacabocado de acero de
10 mm de diametro, en el centro de cada placa.

Inoculacion e incubacion de las muestras. Se pro-
cede a colocar 0,1 mL de los extractos a las concen-
traciones deseadas y del aceite esencial en los res-
pectivos pozos hechos previamente. Para lograr una
mayor difusion de las muestras se dejo reposar por
1 hora a temperatura ambiente y luego se lleva a una
temperatura de incubacion de 37 °C por 24 horas.

Determinacion de la accion sobre la prolactina y
de la actividad antiespasmédica. De los metaboli-
tos secundarios contenidos en el extracto alcoholi-
co de hojas de anisillo.

Nivel de prolactina. Segun Di Carlo et al 2005%,
y con modificaciones. Se postula que el producto
incremente la secrecion lactea. Asi como evaluar la

seguridad de la planta a nivel de variables bioqui-
micas.

Material. Ratas hembras cepa Holtzmann de 150
+ 20 gramos al inicio del experimento, adquiridas
del Instituto Nacional de Salud MINSA, con agua
y alimento a libertad.

Extracto etanolico de hojas de anisillo E,

Procedimiento de la determinacion de hormonas.
Prolactina, estradiol, progesterona, LH, FSH. Treinta
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ratas fueron agrupadas aleatoriamente en cinco gru-
pos de seis cada uno, el primer grupo recibié suero
fisiologico 5 mL/kg (normal), al segundo grupo se
administro E1 de Tagetes pusilla (T. filifolia) 50 mg/kg;
al tercer grupo E1 Tagetes pusilla (T. filifolia) 250 mg/
kg; al cuarto grupo E1 Tagetes pusilla (T. filifolia) 500
mg/kg; al quinto grupo Metoclopramida 15 mg/kg.
La administracion fue via oral una vez por dia du-
rante 30 dias. Luego se procedio a extraer muestras
de sangre por puncidn cardiaca para determinacién
de hormonas: prolactina, estradiol, progesterona, LH
(hormona luteinizante), FSH (hormona foliculo esti-
mulante), se sacrificaron los animales administrando
100 mg/kg de pentobarbital via intraperitoneal.

Determinacion de la actividad antiespasmodica,
sobre el musculo liso gastrointestinal in vitro, me-
diante los métodos, seguin Chidume ef al. 2002 con
modificaciones®; y el de Akah et al. 199811,

RESULTADOS

La muestra vegetal de anisillo fue ubicada y reco-
lectada en el departamento de Ayacucho, localidad
de Tambillo, fue clasificada, por el Bidlogo-Magister
en Botanica Tropical Hamilton W, Beltran S. como
lagetes pusilla “anisillo” “anis serrano”, es sinénimo
de Tagetes filifoliz, de la familia Asteraceae.

Obtencion de extractos. Se hicieron extracciones
por maceracion alcohdlica de 200 g de polvo de ho-
jas de anisillo en un litro de etanol, 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 E,
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Mediante la marcha fitoquimica del extracto al-
coholico de hojas de anisillo E1 con reactivos qui-
micos de coloracion y precipitacion, se detectaron
compuestos fenolicos, flavonoides y glicdsidos en
mayor cantidad y menos cantidad de alcaloides.

Con el extracto alcohdlico E, se realizaron estu-
dios cromatograficos para detectar y visualizar el
numero de los metabolitos secundarios presentes.
Mediante cromatografia en capa delgada analitica
utilizando como fase fija silicagel G 60 y como fase
movil diclorometano : metanol 3:1, se observé que
las cromatoplacas al ser reveladas a la luz UV a
366 nm, luz UV a 254 nm, tricloruro de fierro, aci-
do sulfurico al 50% y con reactivo de Dragendorff
arrojé los siguientes resultados: compuestos fend-
licos (flavonoides, fenilpropanoides, taninos, etc.),
glicosidos y alcaloides*.

Determinacion de la actividad antimicrobiana de
los metabolitos secundarios contenidos en el ex-
tracto alcohélico de hojas de anisillo.

Muestras. Extracto etandlico E1 de anisillo y acei-
te esencial de anisillo. Método. Difusion en agar .
Procedimiento. Segun Rojas R. et al.7 Inoculacién e
incubacion de las muestras. Control negativo. Se
utilizo el solvente usado en la preparaciéon de los
extractos. Las pruebas se realizaron por triplicado.

Luego de transcurrido el tiempo de incubacién se
procedio a realizar la lectura correspondiente con
la observacion de las zonas claras de inhibicién del
crecimiento, mediante el registro de los diametros
en mm de estas zonas (tabla 1).

Tabla 1. Actividad antibacteriana del aceite esencial y extracto etandlico de hojas de Tagetes pusilla “anisillo”

(Gram positivas Gram negativas
MUESTRAS Conc, —
100 % 23 mm 16 mm 20 mm
ACEITE
50 % 22 mm 15 mun 18 mm
50 mg/ml 25 mm - - 18 mm
EXTRACTO
25 mg/ml 18 mm - 17 mm

Preparacién de extractos. 50 mg/ml en DMSO, 25 mg/ml en DMSO; Preparacidn del aceite. 100% y 50% (diluido en etanol 96%).

Determinacion de la accién sobre la prolactina y
- de la actividad antiespasméddica de los metaboli-

tos secundarios contenidos en el extracto alcohd-
lico de hojas de anisillo.

Nivel de prolactina segun Di Carlo et al 20052 con
modificaciones.

Sobre el musculo liso gastrointestinal in vifro, me-
diante los métodos, segtin Chidume et al. 2002 con
modificaciones®V; y el de Akah ef al. 199811,

Se observa un incremento del nivel de prolactina,
estradiol, progesterona, LH, FSH en sangre de ra-

tas (tabla 2 y Fig. 1-5), siendo significativos estadis-
ticamente (tabla 3).
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A nive] del duodeno la acetilcolina incrementa la
actividad intestinal (Fig. 6) y del ileon (Fig. 8), en
tanto que el anisillo tiende a disminuir ese efecto

en el duodeno (Fig. 7) y lo incrementa ligeramente
en el ileon de rata (Fig. 9)

Tabla 2. Valores medios del nivel de hormonas en ratas normales, por administracidn via oral una vez al dia
durante 30 dias, de extractos de anisillo y farmacos.

Hormona ~ Tratamiento (mg/kg) Media
Estindar | oerior | _superior

l Prolactina (pg/L) Normal 153.0 27.0 83.5 222.5
Tagetes pusilla (T. filifolia) 50 171.2 25.0 106.9 235.4

Tagetes pusilla (T. filifolia) 250 244.0 24.5 175.9 312.1

Tagetes pusilla (T. filifolia) 500 262.7 29.7 189.9 335.5

Metoclopramida 15 206.8 il.7 174.2 239.4

Estradiol (jg/L) Normal 271.2 24.2 209.0 333.3
Tagetes pusilla (T. filifolia) 50 252.3 - 57.5 104.6 400.0

Tagetes pusilla (T. filifolia) 250 334.8 86.6 94.3 575.3

Tagetes pusilla (T. filifolia) 500 3494 53.9 2174 481.4

Metoclopramida 15 108.8 74 88.2 1294

Progesterona (ug/L) Normal 5.9 1.6 1.9 10.0

| Tagetes pusilla (T. filifolia) 50 11.4 1.5 7.5 15.3
Tagetes pusilla (T. filifolia) 250 13.8 3.6 3.8 23.9

| Tagetes pusilla (T. filifolia) 500 15.7 1.0 13.3 18.0
Metoclopramida 15 11.7 1.8 6.8 16.7

| LH {UI/L) Normal 2.8 0.5 1.6 4.1
Tagetes pusilla (T. filifolia) 50 6.0 1.3 2.7 9.3

| Tagetes pusilla (T. filifolia) 250 4.7 1.1 1.6 7.8
| Tagetes pusilla (T. filifolia) 500 8.3 2.3 2.8 13.8
Metoclopramida 15 7.2 1.3 3.7 10.7

FSH (UI/L) Normal 3.8 0.5 2.4 5.1
Tagetes pusilla (T. filifolia) 50 6.4 1.3 3.1 9.8

Tagetes pusilia (T filifolia) 250 5.0 1.0 2.2 7.8

Tagetes pusilla (T. filifolia) 500 6.9 1.4 3.6 10.2

Metoclopramida 15 5.0 1.2 1.7 8.4

Testosterona (ug/L) Normal 0.1 0.0 0.1 0.2
Tagetes pusilla (T. filifolia) 50 0.4 0.1 0.0 0.8

Tagetes pusilla (T. filifolia) 250 0.2 0.1 0.0 0.4

Tagetes pusilla (T. filifolia) 500 0.4 0.1 0.2 0.6

Metoclopramida 15 0.2 0.0 0.1 02
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Tabla 3. Analisis de varianza de los niveles de hormonas en ratas normales por administracion de Tagetes

pusilla (anisillo) y metoclopramida.

Prolactina (pg/L) Between Groups 53731.7
Within Groups 92619.1
Estradiol (ug/L) Between Groups 196944.0
i | Within Groups 389897.5
Progesterona (ug/L) Between Groups 331.0
Within Groups 5(19.7
LH (UI/L) Between Groups 103.3
| Within Groups l 322.5
FSH {UI/L) Between Groups 38.6
Within Groups 186.0
Testosterona (ug/1) Between Groups 04
Within Groups 1.1
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Fig'ura 1. Efecto por administracion oral durante 30 dias en ra-
tas sobre la concentracidn de prolactina. Tagetes pusilla en dosis
de 500 mg/kg aumenta el nivel de prolactina en sangre.
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Figura 3. Efecto por administracion oral durante 30 dias en ratas
sobre la concentracion de progesterona. Tagefes pusiila en dosis
de 500 mg/kg aumenta el nivel de progesterona en sangre.
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Figura 2. Efecto por administracion oral durante 30 dias en ra-
tas sobre la concentracion de estradiol. Tagetes pusilla en dosis
de 500 mg/kg aumenta el nivel de estradiol en sangre.
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Figura 4. Efecto por administracion oral durante 30 dias en ra-
tas sobre la concentracion de LH. Tagetes pusilla en dosis de 500
mg/kg aumenta el nivel de LH en sangre.
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Figura 5. Efecto por administracién oral durante 30 di§5 en ra-
tas sobre la concentracidon de FSH. Tagetes pusilla en dosis de 500
mg/kg aumenta el nivel de FSH en sangre.
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Figura 7. Efecto del extracto de anisillo sobre la motilidad del

duodeno. El anisillo disminuye el efecto de la acetilcolina en el
duodeno de rata
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Figura 9. Efecto del extracto de anisillo sobre la motilidad del

ileon. Se observa un incremento de la actividad del illeon de
rata,

Efecto de acetilcolina (Ach)
sobre la motilidad del duodeno

A

Ach.
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Basal  Ach. 0,001 mg/mL
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Figura 6. Efecto de acetilcolina sobre la motilidad del duode-

no. La acetilcolina incrementa la actividad del musculo liso del
duodeno de rata.

Efecto de acetilcolina (Ach)
sobre la motilidad del Hleon

) Ach
¢ 0,2 mL
Ach
0,1 mL

Ach
0,05 ml,

Figura 8. Efecto de acetilcolina sobre la motilidad del ileon. La
acetilcolina incrementa la actividad del ileon de rata.

DISCUSION

e obtuvo el extracto E1 por maceracién alcohdlica
de 200 g de polvo de hojas de anisillo en un litro de
etanol. De acuerdo a la marcha de solubilidad rea-
lizada, se observé que los componentes quimicos
mayoritarios del extracto etandlico E1 son de me- -
diana y alta polaridad. Por la marcha fitoquimica,
se evidencio la presencia mayoritaria de compues-
tos fenolicos, flavonoides, glicésidos y tambien
alcaloides, los que fueron confirmados mediante

cromatografia en capa delgada analitica y a escala
preparativa.

e determind la actividad antibacteriana’ compa-
rativa entre el aceite esencial y el extracto etandlico
de anisillo, encontrandose que el aceite esencial
mostro actividad antibacteriana frente a Staphylo-
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coccus aureus, Escherichia coli v Pseudomonas aerugi-
nosa a las concentraciones evaluadas 50 % y 100 %;
en tanto que el extracto etandlico mostro actividad
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus y Pseu-
domonas aeruginosa, y fue inactivo frente a Escheri-

chig coli a las concentraciones evaluadas 25 mg/mL
y 50 mg/mkL (tabla 1).

Se realizo la evaluacion farmacoldgica del extrac-
to etanolico E1 de hojas de anisillo, determinan-
dose el nivel de prolactina segiin Di Carlo et al.
200512 con modificaciones, v la actividad de los
metabolitos secundarios presentes en hojas de Ta-
getes pusilla, sobre el musculo liso gastrointestinal
tn vitro, mediante los métodos, segun Chidume ¢t

al. 2002 con modificaciones®™, y el de Akah ef al.
19981

La administracion del extracto E1 de anisillo a va-
rias dosis, durante 30 dias via oral una vez al dia
en ratas hembras, ha permitido observar un incre-
mento de los niveles de prolactina, siendo indica-
dor de que el producto podria aumentar la secre-
cion de leche (tablas 2 y 3; Figs. 1 y 2)

Por otro lado, al administrar el extracto E1 de ani-
sillo a varias dosis, a ratas normales hembras au-
mento los niveles de LH y FSH comparativamente
al grupo control (Figs. 4 y 5), 1a FSH induce mayor
produccion de estrogenos y al endometrio lo torna
proliferativo. Pero se puede observar que la planta
favoreceria la ovulacidon porque la progesterona se
incrementa (Fig. 3, tabla 2),

El estudio in vitro ha mostrado que la acetilcolina
aumenta la contraccion intestinal y en este caso del

duodeno de rata (Fig. 6) lo que es disminuida por
el anisillo (Fig. 7).

LLa acetilcolina incrementa la actividad del ileon
(Fig. 8), al igual que el extracto de anisillo en don-
de se observo un incremento de la actividad del

ileon de rata (Fig. 9), que probablemente se deba a
la presencia de alcaloides.

Se concluye que el extracto etandlico y el aceite
esencial de hojas de Tagetes pusilla presentan signi-
ficativa actividad antibacteriana.

El extracto etandlico de Tagefes pusilla en las con-
diciones experimentales aumenté los niveles de
prolactina, estrdgenos, progesterona, LH, FSH en

ratas normales lo que indicaria el aumento de la
~ produccidn lactea.
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Asimismo, se ha evidenciado la actividad anties-

pasmodica por la relajaciéon del duodeno aislado
de rata.
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