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RESUMEN

Introduccién: Ansiedad enfermedad del milenio, el cual requiere tratamiento
para evitar trastorno mayores. Objetivo: Determinar efecto sedante de
Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla” sobre
ansiedad inducida en ratones albinos. Disefio: Experimental. Lugar:
Facultad de Medicina y Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Material Bioldgico: ratones, ratas albinos.
Intervenciones: Treintaises ratones fueron inducidos a hiperactividad y/o
cambios conductuales por NMDA, considerandose grupos 1) SSF 10 mL/kg;
2) NMDA 75 mg/kg; 3, 4, 5) NMDA + Extracto 1, 2, 4 ¢g/Kg
correspondientemente, y 6) NMDA + DAP-7 antagénico del NMDA 0.33
nmol/kg; observandose hiperactividad, cambios conductuales, periodo
latencia en minutos y porcentaje de proteccion. Se compard el efecto
sedante con diazepam en 30 ratones: 1) SSF 10 mL/kg; 2) diazepam 50
mg/kg; 3, 4, y 5) Extracto 1, 2, 4 g/kg respectivamente, midiéndose tiempo
de dormir (minutos). Se realizé el estudio de estudio de toxicidad crénica a
60 dias en 20 ratas divididos en 4 grupos: 1, 2 blanco control 3, 4, (extracto
alcohdlico) a dosis de 4 g/Kg. por via oral, se evalu6 los niveles toxicos
determinando a nivel, Bioquimicos: urea, colesterol, transaminasas,
lipoproteina HDL e histologia. Resultados: Los compuestos fendlicos vy
terpenoides estuvieron en mayor cantidad en el extracto alcohdlico; el 100%
(p<0.05) de ratones mostré efecto sedante; los hallazgos hematoldgicos,
bioquimicos se encontraron dentro de los limites aceptados; e
histopatolégicamente no hubo evidencia de cambios morfoldgicos.
Conclusiones: El extracto alcohdlico de hojas y flores de Melissa
officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla” es sedante

en ratones, y sin toxicidad en ratas.

Palabras clave: Extracto alcohdlico, sedacion, plantas medicinales, NMDA,
diazepam, DAP-7



ABSTRACT

Introduction: Anxiety millennium ilness requires treatment to prevent further
disorder. Objective: To determine the sedative effect of Melissa officinalis
"Toronjil" Matricaria chamomilla more "Manzanilla" on anxiety induced in
albino mice. Design: Experimental. Location: Faculty of Medicine and
Faculty of Pharmacy and Biochemistry of the Mayor national university, San
Marcos. Biological Material: Mice, albino rats. Interventions: 36 mice were
induced hyperactivity and / or behavioral changes by NMDA, considering
groups 1) SSF 10 mL / kg; 2) NMDA 75 mg / kg; 3, 4, 5) NMDA + Extract 1,
2, 4 g / Kg correspondingly, and 6) NMDA antagonist + DAP NMDA-7 0.33
nmol / kg; observed hyperactivity, behavioral changes, latency period in
minutes and percentage of protection. Was compared the sedative diazepam
in 30 mice: 1) SSF 10 mL / kg; 2) diazepam 50 mg / kg; 3, 4, and 5) Extract
1, 2, 4 g / kg, respectively, measured sleep time (minutes). Chronic toxicity
study it has been made 60 days in 20 rats divided into 4 groups: 1, 2 white
handle 3, 4, (alcoholic extract) at a dose of 4 g / kg., urea, cholesterol,
transaminases, lipoprotein HDL and the histology: toxic levels by orraly
determining a level Biochemicals evaluated. Results: The phenolic and
terpenoid compounds were more abundant at the alcoholic extract; 100% (p
<0.05) in mice showed sedative effect; hematological findings, biochemical
were within accepted limits; and histopathologically there was evidence of
morphological changes. Conclusions: The alcoholic extract of leaves and
flowers of Melissa officinalis "Toronjil' Matricaria chamomilla more

"Manzanilla" is sedative in mice without toxicity in rats.

Keywords: Alcoholic extract, sedation, medicinal plants, NMDA, diazepam,
DAP-7



CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 Situacion problematica:

Las enfermedades y los trastornos mentales tales como: ansiedad y
depresion son frecuentes en Estados Unidos, Canada y México; los
pacientes que lo adolecen presentan: cefalea, dolor muscular, dolor de
espalda y fatiga, que son componentes de ansiedad. (Virues, 2005) La
epidemiologia en el Peru confirma los hallazgos de otros paises que
hasta el 37 % de la poblacion tiene la probabilidad de ansiedad y
depresidn alguna vez en su vida. La prevalencia de ansiedad en Lima
Metropolitana es de 18,2%, en la sierra peruana de 16,2% y en la selva
21,4%. (Ronddn, 2006) Las patologias aludidas sin tratamiento y no
atendidas, asi como el alto nivel de sentimientos negativos tienen como
resultado que: 1 % de las personas en Lima Metropolitana (IESM HD-
HN; 2002) el 0,7% en la sierra (IESM HD-HN; 2003) y 0,6% en la selva
(IESM HD-HN; 2004) estén predispuestas a intentos suicidas. En la
actualidad la triada ansiedad, depresion y estrés estda causando mas

muertes que el cancer y el SIDA juntos. (Manelic, 1995).

Actualmente se dispone de drogas tranquilizantes como: diazepam,
midazolan, etc.; que estan indicados para el tratamiento de la
ansiedad, debido a la necesidad de seguir encontrando alternativas
para el tratamiento de la ansiedad, se han buscado a través de datos
etnomédicos, plantas medicinales que puedan tener, actividad sedante
e identificar sus metabolitos implicados en el efecto terapéutico. Dentro
de este grupo de plantas, en la medicina tradicional peruana, se
reconoce a las hojas y flores de Matricaria chamomilla “Manzanilla” y a
Melissa officinalis “Toronjil” como agentes tranquilizantes, sedantes,
digestivos, carminativos y antiespasmadicos, (Kuklinski, 2003). Debido
a la presencia de compuestos polifendlicos y terpenos, ambos con

diferente estructura quimica.



1.2 Formulacion del problema:

¢ La administracion via oral del extracto alcohdlico de Melissa officinalis
“Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla” tiene efecto sedante

sobre la ansiedad inducida en ratones albinos?
1.3 Justificacion teodrica

Los estudios realizados representan muchos estados posibles que
presenta la actividad cerebral como el suefio, la vigilia, la excitacién
extrema, e incluso los diversos estados de animo de una persona entre
ellos la euforia, la depresion, la ansiedad y el miedo. Cualquiera de
estos estados obedece a distintas fuerzas activadoras o inhibidoras
generadas normalmente en el propio encéfalo; la estimulacion de
diversas zonas especificas del encéfalo puede producir suefio dotado
de unas caracteristicas proximas a la del suefo natural. (Dominguez,
1998).

Desde tiempos inmemoriales los pueblos atesoran en su cultura médica
el conocimiento de las propiedades curativas de muchas plantas. Tal es
el caso de “Toronjil” y “Manzanilla”, que crece en nuestro territorio y a
los cuales se les atribuye propiedades sedantes. (Bruneton, 2003). El
toronjil identificado como Melissa officinalis Fam. Lamiaceae. La
manzanilla identificada como Matricaria chamomilla Fam. Asteraceae.
(Kuklinski, 2003).

La administracion de Melissa officinalis esta indicado como un sedante
central, ya que atenua los sintomas y desordenes nerviosos, incluyendo
los estados de hiperexitabilidad, en estados de preocupacion y estrés.
(Kommissiom E Monograph, 1984; Bisset and Wichtl, 1994). Estudios
especificos, mencionan propiedad sedante, proporcionando calma,
efecto anti-agitacion realizados en ratones donde se observo reduccion
de los movimientos espontaneos, luego de la administracion del aceite
esencial de Melissa officinalis y en el extracto aislado de terpenos.

(Wagner and Sprinkemeyer, 1973).



Las propiedades farmacoldgicas de Matricaria chamomilla, incluida;
antiinflamatorio, antiséptico, carminativo, sedante y espasmolitico.
(Salamon et al, 1992). Donde estan identificados mas 120 compuestos
quimicos, en Matricaria chamomilla en los cuales se encuentran
metabolitos secundarios: son 28 terpenos, 36 flavonoides y 52
compuestos que poseen el efecto de potenciar los efectos

farmacoldgicos antes aludidos depresor del SNC. (Mann et al, 1992).

Habiéndose encontrado estudios individuales del efecto sedante y
depresor del SNC para cada planta; es por ello que en la presente
investigaciéon ha buscado evaluar, si dicho efecto sedante se potencia si

se asocia ambas plantas en estudio.
1.4 Justificacién practica

El presente estudio aporta informacion nueva y relevante sobre el
conocimiento de las propiedades beneficiosas que brinda la
administracion via oral del extracto alcohdlico de Matricaria chamomilla
“‘Manzanilla” mas Melissa officinalis “Toronjil” que ejerce efecto sedante
sobre la ansiedad inducida en ratones albinos, a fin de contribuir con

una alternativa para mejorar estados de ansiedad en la poblacién.

El presente estudio es el primero en realizarse en nuestro pais respecto
a la asociacion de Matricaria chamomilla “Manzanilla” mas Melissa
officinalis “Toronjil” con propiedades sobre la ansiedad, aun cuando
existen trabajos similares pero individuales de cada planta. Nuestros
resultados pueden permitir demostrar si al asociar estas 2 plantas
sujetas a estudio, tienen mejores respuestas a dosis establecidas con

respecto a ser administradas individualmente.

En la practica, los resultados encontrados en esta investigacion
fundamentarian realizar recomendaciones a nivel local y nacional
respecto a un tratamiento alternativo para la terapia de la ansiedad,
valorando ademas el costo/beneficio que pueda implicar el uso de

terapias tradicionales.



1.5 Objetivos de la investigacion

1.5.1. Objetivo general

e Demostrar el efecto sedante del extracto alcohdlico de Melissa
officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla”

sobre la ansiedad inducida en ratones albinos.

1.5.2. Objetivos especificos

e Realizar el estudio fitoquimico preliminar del extracto alcohdlico
de Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla
“‘Manzanilla”.

e Evaluar el efecto sedante del extracto alcohdlico de Melissa
officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla”
sobre la ansiedad inducida en ratones albinos, estableciendo la
dosis efectiva 50 ansiolitica.

e Determinar si la administracion del extracto alcohdlico de Melissa
officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla”
presenta efecto sedante en comparacion con el estandar
farmacoldgico en la ansiedad inducida en ratones albinos.

e Determinar la seguridad del extracto alcohdlico de Melissa
officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla” a
nivel hematolégico, bioquimico y anatomopatoldgico al ser

administrado por via oral en ratas normales durante 60 dias.



CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1. Marco filosoéfico

Se trata de una investigacion cuantitativa con fundamento positivista, porque
se trata de un sistema filoséfico que admite unicamente el método
experimental y rechaza toda nocién a prior; y todo concepto universal y
absoluto. Esta doctrina comprende no solo una teoria de la ciencia sino
también una reforma de la sociedad; y debe ser una regla de vida para el
hombre (Comte, 1973).

El nerviosismo es un estado de excitacion del sistema nervioso, que surge
por una causa justificable o no; la ansiedad, por su parte es una emocién
indeseada e injustificada, cuya intensidad no guarda ninguna proporcién con
la posible causa que lo provoca. La ansiedad no es igual al miedo, pues este
implica la presencia de un peligro real conocido. No obstante, las reacciones
de ansiedad pueden alcanzar niveles excesivamente altos o pueden ser
poco adaptativas en determinadas situaciones. En este caso la reaccién deja

de ser normal y se considera patoldgica. (Sevillano, 2003).

La mayoria de los tratamientos psicofarmacoldogicos empleados en la
actualidad por la psiquiatria actuan quimicamente sobre los sistemas de
neurotransmision tratando de regular, la actividad de determinadas areas
del sistema nervioso implicadas en el trastorno que se desea tratar. En el
tratamiento de la ansiedad, se emplean habitualmente dos tipos de
farmacos: los ansioliticos, y los antidepresivos, con consecuencias

expresadas en reacciones o eventos adversos. (De Lope, 2007).

La presente investigacion estd relacionada con el tipo de medicina
tradicional, especificamente la medicina alternativa. Por medicina alternativa
se considera al conjunto de disciplinas terapéuticas y diagndsticas que
existen fuera de las instituciones del sistema de salud convencional. El uso
actual de esta 'clase' de medicina esta muy extendido, tanto en el mundo

industrial como el preindustrial. Parte del creciente uso de las terapias



alternativas se debe a su reciente validacion profesional; muchos textos de
divulgacién general claman y justifican su uso, basandose en informacion
académica no necesariamente de rigor cientifico. En este ensayo, se
analizara la evidencia cientifica disponible, asi como también se analizara

las bases logicas y filosoficas de la medicina en cuestion (Pefia, et al., 2007).

Aunque existen otras alternativas terapéuticas para el tratamiento de la
ansiedad, no fue tema de investigacién, pero se da un comentario. La
homeopatia es una forma de medicina complementaria/alternativa y se
promueve por ser una forma segura y eficaz de tratamiento para nifios y
adultos. La homeopatia es un sistema de medicina basada en el principio de
tratar "lo similar con lo similar" con diversas diluciones de sustancias
naturales o producidas por el hombre. La homeopatia se centra en las
caracteristicas unicas de experiencia y sintomatologia de cada paciente y
usa esta informacion para determinar la prescripcién apropiada para cada
paciente. (Thomas 2004).



2.2 ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

Mrlianova, et al, en, 2002, en Republica Checa, al investigar el contenido
del aceite esencial de Melissa officinalis y su relacion entre las
concentraciones de sus componentes quimicos, respecto a las formas de
recoleccion, en “The influence of the harvest cut height on the quality of the
herbal drugs Melissae folium and Melissae herba” realizaron estudios sobre
Melissa officinalis. Teniendo como objetivo identificar los metabolitos
presentes en Melissa officinalis. La variabilidad en el contenido y la calidad
del aceite esencial se observo en la planta entera en funcién de la altura de
corte de la cosecha de melisa (Melissa officinalis). Tres cortes diferentes se
llevaron a cabo en las plantas respectivas. El contenido de aceite esencial,
era mas alta en el tercio superior (0,13%), satisfactorio en la planta que
incluye tanto la parte superior y tercio medio (0,08%) y mas bajo en la planta
entera (0,06%). El contenido de aceite en las hojas de las plantas
respectivas estuvo en el rango de 0.14% - 0.39%. Ademas que las muestras
recolectadas también presentan: flavonoides, acidos fendlicos, taninos,
triterpenos, y sesquiterpenos. Es de destacar que la planta también posee
en su composicién; acido cafeico, el eugenol, el acido rosmarinico citronelal
y colina. Concluyendo que el cultivo y métodos de recoleccion tienen una
gran influencia en la cantidad de aceite volatil presente en las hojas. Se ha
encontrado que el contenido de la concentracion del aceite esencial en la
planta es mas alto en aquellas muestras cortadas en el tercio superior y

mas baja en los dos tercios inferiores.

Soulimani, et al, en 1991, en Francia; al realizar estudios experimentales en
ratones sobre la actividad conductual después de la administracion del
extracto hidroalcoholico de Melissa officinalis, en “Neurotropic Action of the
Hydroalcoholic Extract of Melissa officinalis in the Mouse” teniendo como
objetivo, determinar la reduccién de la actividad conductual después de la
administracion del extracto, evidenciadas por la disminucion de los
parametros de comportamiento, utilizando un método de test de escalera,
una prueba de medio ambiente familiar y una prueba de ambiente no

familiar, ademas se realiz6 una prueba de analgesia utilizando el método de



dolor inducido por acido acético, (ensayo de retorcimiento), El extracto
hidroalcohdlico de Melissa officinalis L. liofilizado (Lamiaceae) ha sido
evaluado para efectos de comportamiento en ratones. De acuerdo con el uso
tradicional de M. officinalis, posee propiedades sedantes confirmadas en
dosis bajas por la disminucién de los pardmetros de comportamiento en una
prueba de medio ambiente no familiar (test de escalera) y en una prueba de
ambiente familiar (dos pruebas compartimiento). Con dosis altas, la actividad
analgésica periférica se obtuvo mediante la reduccién del dolor inducida por
acido acético (prueba de retorcimiento); Ademas, el extracto de la planta
inducia suefio en ratones después del tratamiento con una dosis de
pentobarbital y potencializa el suefo inducido por la dosis hipnética de
pentobarbital. Concluyendo; que después de la administracion del extracto
de Melissa officinalis, posee propiedades inductoras del suefio con una dosis
de pentobarbital, potencializando el suefio inducido por este farmaco,

ademas de poseer efecto analgésico con dosis altas.

Abuhamdah, et al, en 2008, en Inglaterra, en busqueda de explicar la
participacion de los receptores GABA y NMDA después de la administraciéon
de Melissa Officinalis investigaron, en “Pharmacological profile of an
essential oil derived from Melissa officinalis with anti-agitation properties:
focus on ligand-gated channels” un estudio que tiene como objetivo
demostrar la participacién de los receptores GABA, NMDA y nicotinicos,
implicados en la génesis de la ansiedad y la interaccion de los compuestos
del aceite esencial de Melissa officinalis, describiendo el método
electrofisiologico unién doble de radioligando , centrandose en una serie de
canales i6nicos activados por ligando. Melissa officinalis inhibi6 la union de
t-butilbiciclofosforotionato en el encéfalo de rata al canal receptor GABA
acido gamma-aminobutirico (0.040 +/- 0.001 mg/ml), ademas tuvo efecto
sobre NMDA (alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato AMPA) y los
receptores  nicotinicos de acetilcolina. Los analisis primarios
electrofisiolégicos de las neuronas corticales de rata han demostrado que
Melissa officinalis se une de manera reversible en el ensayo de induccién al
stress, en una concentracion dependiente (0.01- 1 mg/ml), mientras que la

inhibicion del AMPA o NMDA inducidas también se observd. Curiosamente



Melissa officinalis provocd una reduccion dependiente de la dosis en
periodos de excitacion, con un efecto depresor sobre la neurotransmisién (en
contraste con el antagonista de GABA picrotoxinin que provoca episodios de
hiperactividad muy intensas en estas células). Concluyendo que Melissa
officinalis provocoé una reduccion significativa dependiente tanto en la
transmision inhibitoria y excitatoria, con un efecto depresor sobre la

neurotransmision.

Pereira, et al, en 2005, en Brasil; al realizar estudios acerca dela
composicion quimica de muchas plantas a las cuales se les atribuye
propiedades como coadyudantes de muchas enfermedades investigé en
“Neurobehavioral and genotoxic aspects of rosmarinic acid” acerca del acido
rosmarinico, que es un compuesto hidroxilado de origen natural. Esta
presente en muchas plantas, por ejemplo, se produce en Artemisia capillaris,
Calendulla officinalis, Melissa officinalis, Salvia officinalis y en otras varias
familias de plantas. Entre las propiedades que se le atribuye es una serie de
actividades biologicas interesantes, por ejemplo, antiviral, antibacteriano,
antiinflamatorio y antioxidante a dicho acido. El objetivo de este estudio fue
investigar el efecto de la administracion intraperitoneal de acido rosmarinico
(1, 2, 4 y 8 mg/ kg) en la prueba de, elevada-laberinto, el paso de la evitacion
a la tarea de campo abierto en ratas. Ademas, se evalué su efecto
genotoxico, en el tejido cerebral utilizando el ensayo de genotoxicidad. El
acido rosmarinico (2 y 4 mg kg) evidencio, en la correspondiente prueba,
una actividad similar a la ansiolitica, cuando se utiliza en dosis bajas, sin
afectar a la memoria a corto plazo (STM) y la memoria a largo plazo (LTM).

Concluyendo que 8 mg/Kg de este acido era suficiente para aumentar la
motivacién y la locomocion de los animales, pero no 1, 2 0 4 mg/kg, lo que
sugiere que en dosis bajas, este compuesto puede producir un efecto de
tipo ansiolitico sin ejercer alteraciones locomotoras o dafio del ADN en el

tejido cerebral.

Aoshima y Hamamoto, en 1999, en Japodn, realizaron estudios acerca de la
potenciacion de los receptores GABA expuestos a estimulos como la

aromaterapia, en “Potentiation of GABA A receptors expressed in Xenopus



oocytes by perfume and phytoncid” cuyo objetivo es demostrar la interaccion
de muchos compuestos entre ellos Citral que se encuentra presente en
Melissa officinalis interactua con el receptor GABA, utilizando métodos de
mediciones electrofisiolégicas de cerebros de ratas. Para estudiar los efectos
de perfume sobre los receptores GABA, los receptores ionotrépicos GABA A
presentes en Xenopus. Fueron mediante la inyeccién de ARNm en cerebro
de rata. El aceite esencial, fragancia y tales phytoncid, el alcohol de hojas,
hinokitiol, pineno, eugenol, citronelol citronelal potencian la respuesta en
presencia de GABA A bajas concentraciones (10 y 30 uM), posiblemente
debido a que se unen a la potenciacion de sitio en los receptores GABA Ay
poseen aumento de la afinidad a los receptores del GABA. Dado que se
sabe que la potenciacion de los receptores GABA A por las
benzodiazepinas, barbituricos, esteroides y anestésicos induce el efecto
ansiolitico, anticonvulsivante y la actividad sedante o efecto anestésico.

Estos resultados concluyen y sugieren la posibilidad de que la exposicion a
perfume o phytoncid través de los pulmones y la piel, modula la transmisién
neuronal en el cerebro a través de receptores ionotrépicos GABA-A y cambia

la estructura de la mente humana, como lo hace el alcohol o el tabaco.

Salah y Jager, en 2005, en Dinamarca, propusieron con sus estudios in vitro,
que se han evidenciado que Melissa officinalis, es un débil inhibidor de la
acetilcolinesterasa y tiene una afinidad moderada al receptor de
benzodiazepina GABA-A en “Screening of traditionally used Lebanese herbs
for neurological activities” mencionado estudio tuvo como objetivo demostrar
la interaccion de los componentes de Melissa officinalis sobre los receptores
GABA-A, con un método de estudio in vitro; inhibicibn de la
acetilcolinesterasa, la afinidad para el sitio de benzodiazepina GABA-A y
para el transportador de serotonina. En las ultimas décadas el uso de la
medicina tradicional en el Libano se ha incrementado. Extractos acuosos,
etandlicos y de acetato de etilo de siete plantas de que se utilizan
tradicionalmente para los trastornos neurolégicos a la enfermedad de
Alzheimer, la epilepsia y los trastornos afectivos como la depresiéon fueron
probados para la inhibicion de la acetilcolinesterasa y afinidad al sitio GABA-

benzodiazepina y para el transportador de serotonina. Extractos de acetato
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de etilo de Salvia triloba, Lavandula officinalis, Origanum y Artemisia herba-
alba syriacum. Se exhibe débil actividad de la acetilcolinesterasa en el
ensayo. Ninguna de las plantas estaba activos en el ensayo de transportador
de serotonina. Un extracto etanolico de Artemisia herba-alba tenia buena
afinidad para el sitio receptor GABAA-benzodiazepina; extractos etandlicos
de Melissa officinalis y Salvia triloba tenian actividad moderada.
Concluyendo que el extracto etandlico de Melissa officinalis posee afinidad
moderada sobre los receptores GABA.

Kennedy, et al, en 2003, en Inglaterra, al proponer que algunos receptores
estarian interactuando después de la exposicion a los componentes de
ciertas plantas medicinales, realizaron estudios en “Modulation of Mood and
Cognitive Performance Following Acute Administration of Single Doses of
Melissa Officinalis (Lemon Balm) with Human CNS Nicotinic and Muscarinic
Receptor-Binding Properties, teniendo como objetivo, demostrar Ia
participacion de los receptores nicotinicos y muscarinicos tras la
administracién del extracto etandlico de Melissa officinalis en individuos
sanos; utilizando un método de analisis de unidn al receptor nicotinico y
muscarinico in vitro, un estudio aleatorizado, controlado con placebo, doble
ciego, estudio cruzado equilibrado, prepararon el extracto etandlico de hojas
secas de Melissa officinalis administrandolo a dosis de 600, 1000 y 1600
mg,. Melissa officinalis, es una planta medicinal al que se le ha atribuido
propiedades tales como que mejoran la memoria, pero que actualmente se
encuentra mas ampliamente utilizado como un sedante suave y ayuda a
dormir. En un estudio previo se demostr6 que un extracto de Melissa
comercial llevado a dosis especificas mejord los estados de calma, e
inhibicidn en la ejecucion de tareas de memoria cronometrada dependientes
de la dosis. Sin embargo, el extracto utilizado en el estudio no exhibié

propiedades de union a receptores colinérgicos in vitro. (Mantle, et al, 2000).

Concluyendo que no se detectaron propiedades inhibidoras de la
colinesterasa. Los efectos cognitivos y del estado de animo mas notables se
han mejorado el rendimiento de memoria y el aumento de “calma” en todos

los puntos de tiempo después de la dosis mas alta (1600 mg). Sin embargo,

11



mientras que el perfil de los resultados fue abrumadoramente favorable para
la dosis mas alta, disminuciones en la velocidad de ejecucién de la tarea de
memoria cronometrada y en el test de rapidez visual, tarea de
procesamiento de informacion se incrementd con dosis decrecientes. Estos
resultados sugieren que las dosis de Melissa officinalis por encima del
maximo empleado aqui puede mejorar el rendimiento cognitivo y el estado
de animo y por lo tanto puede ser un valioso complemento en el tratamiento
de la enfermedad de Alzheimer. Los resultados también sugieren que
diferentes preparaciones derivadas de las mismas especies de plantas
pueden exhibir diferente propiedades dependiendo del proceso utilizado para

la preparacion de la muestra.

Kennedy, et al, en 2002, en Inglaterra, al realizar una investigacion en
busqueda de evidenciar la accién de mejoria de los estados cognitivos
después de la administracion del extracto de Melissa officinalis, en
“‘Modulation of mood and cognitive performance following acute
administration of Melissa officinalis (lemon balm)” un estudio clinico, cuyo
objetivo es demostrar la mejora de los estados cognitivos en individuos
después de la administracion del extracto en estudio; utilizando un método
doble ciego cruzado aleatorizado que incluyd a 20 voluntarios jovenes
sanos. En este estudio, el tratamiento con la dosis mas baja (300 mg)
aumento autopercepcidon de 'calma’ en 1 hora, mientras que las dosis de 600
mg y 900 mg, produjo efectos significativos en el desempefo de tareas de
memoria, observables en ambos 2,5 horas y 4 horas después de la
administracion. Se encontré que la dosis probada mas alta (900 mg) es
capaz de reducir significativamente el estado de alerta dentro de 1 hora, lo
que sugiere un efecto de dosis-respuesta. Concluyendo que la
administracion de los extractos en diferentes dosis sujeta a estudio fueron
capaces de modular tanto el estado de animo y el rendimiento cognitivo en

una dosis y tiempo dependiente.

Wake, et al, en 2000, en Inglaterra, llevaron a cabo una investigacién para
afianzar la participacion de los receptores nicotinicos y muscarinicos,

dependiente de los componentes de Melissa officinalis, ya que a dicha planta
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se le atribuye propiedades colinérgicas, el mencionado estudio es “CNS
acetylcholine receptor activity in European medicinal plants traditionally used
to improve failing memory” describe que ciertas plantas utilizadas en
medicina tradicional como por ejemplo, Lamiaceae y Asteraceae tienen una
larga historia de uso en la restauracion de las funciones cognitivas pérdidas
o0 en declive, por la cual se utiliza mucho en medicina tradicional. Las
investigaciones se llevaron a cabo proponiendo como objetivo evaluar la
actividad SNC, receptores colinérgicos vinculante en extractos de plantas
medicinales entre los que destacan extractos de plantas Lamiaceae y
Asteraceae utilizados en Europa para aumentar o restaurar las funciones
mentales, incluyendo la memoria. Eran extractos etandlicos preparados a
partir de estas plantas y un numero de otras especies relacionadas por
género, el desplazamiento sobre los receptores colinérgicos, sometidos a
nicotina y escopolamina sustancias anticolinérgicas por parte del extracto de
Melissa officinalis fueron medidos, para esto utilizaron el método de
homogenizado de las membranas de las células cerebrales corticales en
humanos. Concluyendo, que el desplazamiento por parte del extracto de
Melissa officinalis, fueron considerablemente alentadores ya que las curvas
de desplazamiento fueron comparado con el cloruro de carbamilcolina un
analogo de la acetilcolina y esto se deberia a la participacidén de la colina un
ligando nicotinico que ademas se encontré en proporciones considerables

en el extracto de Melissa officinalis.

Apak, et al, en 2006, en Turquia, buscando explicar las propiedades
antioxidantes de muchas infusiones acuosas entre ellas las de Melissa
officinalis, realizaron un estudio denominado “The cupric ion reducing
antioxidant capacity and polyphenolic content of some herbal teas”
manifestando el objetivo de, determinar la capacidad antioxidante de las
infusiones sujetas a estudio. La capacidad antioxidante total de los extractos
acuosos de algunas plantas utilizadas en medicina tradicional, preparados
en infusiones en agua caliente. Estas infusiones fueron analizadas con
(neocuproina) cloruro de cobre (Il), también conocido como el ion cuprico,
observandose la reduccién de la capacidad antioxidante de reactivo

(CUPRAC), que era facilmente accesible, rapido, estable y sensible a los
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antioxidantes hidrofilicos y lipdfilicos. Las capacidades antioxidantes mas
altas de algunas infusiones de hierbas disponibles en el mercado turco se
observaron para Pimpinela escarlata (Anagallis arvensis), albahaca (Ocimum
basilicum), té verde (Camellia sinensis) y balsamo de limén (Melissa
officinalis), en este orden (1.63, 1:18, 01:07, y 0,99 mmol Trolox equivalente
(TR) / g, respectivamente). Midiendo la absorbancia frente a los datos de
concentracién en diferentes diluciones y adiciones estandar de modelo en
compuestos antioxidantes (Trolox y quercetina) a base de infusiones de té
de plantas medicinales, donde se mostré las absorbancias (a 450 nm del
método CUPRAC) debido a los diferentes compuestos antioxidantes en
infusiones de té de hierbas son aditivos; es decir, los antioxidantes probados
no interactuan quimicamente para producir aparentes desviaciones de la ley
de Beer. Concluyendo que Melissa officinalis posee propiedades

antioxidantes considerables.

Ballard, et al, en 2002, en Inglaterra, realizaron estudios acerca de las
propiedades del aceite esencial de Melissa officinalis en condiciones
controladas en “Aromatherapy as a Safe and Effective Treatment for the
Management of Agitation in Severe Dementia: The Results of a Double-
Blind, Placebo-Controlled Trial With Melissa” para ello utilizaron el estudio
doble ciego en condiciones controladas con placebo, 72 personas que
residian en el Servicio Nacional de Salud (Reino Unido), que tenian
ansiedad clinicamente significativa en el contexto de la demencia severa
fueron asignados al azar a la aromaterapia con aceite esencial de Melissa (N
= 36) o placebo (aceite de girasol) (N = 36). El tratamiento activo y placebo
de aceite se combin6 con una locién de base y se aplica a la cara y los
brazos de los pacientes dos veces al dia por personal de cuidado. Los
cambios en la agitacion clinicamente significativa, fueron evaluados a través
de CMAI (Cohen-Mansfield Agitacion Inventario) y la calidad de los indices
de vida (porcentaje de tiempo dedicado socialmente retirado y el porcentaje
de tiempo dedicado a actividades constructivas, medidos con demencia
(Mapeo Care) se compararon entre los dos grupos en un periodo de 4
semanas de tratamiento. Concluyendo; que los hallazgos de la

aromaterapia con aceite de balsamo esencial de Melissa officinalis, es un
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tratamiento seguro y eficaz para la ansiedad clinicamente significativo en las
personas con demencia severa, con beneficios adicionales para la calidad
de los parametros clave de la vida, e indican la necesidad de ensayos mas

controlados.

Kennedy, et al, en 2006, en Inglaterra; al comparar los efectos de un extracto
asociado de Melissa officinalis mas Valeriana officinalis, en “Anxiolytic effects
of a combination of Melissa officinalis and Valeriana officinalis during
laboratory induced stress”, un trabajo que difiere del nuestro ya que dicho
estudio se realizé de manera clinica y con una asociacion diferente. En este
estudio hacen referencia que en investigaciones recientes han sugerido que
después de la administracion de Melissa officinalis, puede atenuar el estrés
inducido en pruebas en el laboratorio. Como las dos plantas mencionadas
en este estudio a menudo se venden en combinacién o con otros, en este
estudio propusieron un objetivo general de demostrar, que la asociacion de
Melissa officinalis mas Valeriana officinalis ejerce efecto sedante, ansiolitico
e hipnético, durante el estrés inducido en el laboratorio. Utilizaron un estudio
doble ciego, controlado con placebo, aleatorizado, en 24 voluntarios sanos
que recibieron tres dosis individuales separadas (600 mg, 1.200 mg, 1.800
mg) de un producto estandarizado que contiene extractos de Melissa
officinalis mas Valeriana officinalis en comparacion con un placebo, en dias
separados, por un periodo de 7 dias. La modulacion del estado de animo y
la ansiedad se evalud durante la pre-dosis 1 h, 3 hy 6 h, y después de la
dosis de una version de 20 minutos de simulacién de estrés (DISS).
También se evalud el rendimiento cognitivo. Los resultados mostraron que la
dosis de 600 mg de la combinacion mejoré los efectos negativos de la DISS
en puntuaciones de ansiedad. Sin embargo, la dosis mas alta (1800 mg)
mostré un aumento en la ansiedad que fue menos marcada pero que
alcanz¢6 significancia durante la sesion de pruebas. Ademas, las tres dosis
llevaron a disminuciones en el rendimiento. Concluyendo, que estos
resultados sugieren que una asociacion de Melissa officinalis y Valeriana

officinalis posee propiedades ansioliticas que merecen mayor investigacion.
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Pirzard, et al, en 2006, en Iran, buscando reconocer la composicion quimica
del aceite esencial de Matricaria chamomilla “Manzanilla” en “Essential Oil
Content and Composition of German Chamomile (Matricaria chamomilla L.)
at Different Irrigation Regimes” un estudio que describe como objetivo
identificar los componentes presentes en el aceite esencial de Matricaria
chamomilla, para lo cual emplearon un método de analisis a través de HPLC,
cromatografia liquida; el aceite esencial se obtuvo mediante destilacion de
flor seca y se analizd. Concluyendo que las muestras analizadas contienen
en diversas proporciones de flavonoides (incluyendo flavonoles y flavonas
metoxilados), apigenina (otros flavonoles son parcialmente hidrolizada a
apigenina que conduce a concentraciones de hasta 8%), Apigetrin
(apigenina-7-D-glucésido), apigenina-7-acetylglucoside, Apiin (apigenina-7 -
apiosylglucosido), rutina (quercetina-3-rutindsido), luteolina, quercimeritrina
(quercetina-7-D-glucésido), quercetina y isoramnetina. La cumarina,
umbeliferona (7-hidroxicumarina) y Herniarina (metil éter de umbeliferona).
Proazulenos (lactonas sesquiterpénicas), incluyendo matricin, matricarin y
desacetliimatricarin un precursor de camazuleno. Camazuleno (1-15%),
farneseno, 6xidos de alfa-bisabolol y bisabolol A y B Acidos vegetales
(mucilago 4&cido), acidos grasos, polisacaridos, colina, aminodacidos,
encontrandose una variacion con respecto a los diversos regimenes de

irrigacion varian, de acuerdo a las diferentes muestras estudiadas.

Shinomiya, et al, en 2005, en Japdn, buscando una terapia alternativa que
pueda contribuir con los episodios de ansiedad, realizaron estudios acerca
de las propiedades de Matricaria chamomilla en “Hypnotic activities of
chamomile and passiflora extracts in sleep-disturbed rats” un estudio en el
que se utilizd, una asociacién de extracto a administrar, utilizaron especies
de plantas diferentes a las que mostraremos en el presente disefio
experimental. Propusieron como objetivo demostrar la capacidad de
disminuir el periodo de latencia al suefio en ratas que recibieron el extracto
de Matricaria y Passiflora, utilizando un disefo experimental en ratas con su
respectiva medicion de encefalograma. Concluyendo que a 300 mg/Kg del

extracto de manzanilla disminuyé significativamente el periodo de latencia
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del suefio en un modelo de rata de suefio-perturbada, lo que demuestra la

actividad de tipo benzodiazepinas.

Della, et al, en 1981, en lItalia realizando estudios sinérgicos de varios
extractos a los cuales se les atribuyen propiedades sedantes entre ellas
Matricaria en “Evaluation of the activity on the mouse CNS of several plant
extracts and a combination of them” un estudio que es totalmente diferente
del nuestro visto que en el no hacen alusién a Melissa officinalis, cuyo
objetivo es demostrar el efecto sedante sobre el SNC en ratones de los
extractos mencionados; utilizando un disefio experimental en ratones donde
midieron las capacidad sedante de los extractos administrados via oral de
las plantas sujetas a estudio. Concluyendo que el extracto de manzanilla
mostraron actividad sedante sobre el sistema nervioso central del raton. La
asociacioén de los siete extractos parecia actuar de una manera sinérgica, la

actividad resultante es ser sedantes a alta dosis y ansiolitico a dosis bajas.

Viola, et al, en 1995, en Argentina; realizaron estudios acerca de las
propiedades de la medicina tradicional dentro de ellos, las propiedades del
extracto de Matricaria en “Apigenin, a Component of Matricaria recutita
Flowers, is a Central Benzodiazepine Receptors-Ligand with Anxiolytic
Effects” un trabajo donde utilizaron como via de administracion la via
intraperitoneal; teniendo como objetivo demostrar la interaccion de Apigenina
sobre los receptores GABA en ratones. Propusieron un disefio experimental
en ratones a los cuales se les administra el extracto de Matricaria en
diversas concentraciones por via intraperitoneal. Mencionado estudio
concluyo que los extractos de manzanilla, asi como la apigenina aislado, han
demostrado que se unen a receptores de benzodiazepina in vitro. Apigenina
mostré actividad antiansiedad y sedante con la inyeccién intraperitoneal en

ratones. Ademas de no poseer afectos anticonvulsivo o miorrelajante

Yamada, et al, en 1996, en Japdn; en busqueda de sustentar las
propiedades ansioliticas después de la administracion de un extracto de
Matricaria chamomilla, en “Effect of inhalation of chamomile oil vapour on

plasma ACTH level in ovariectomized-rat under restriction stress”
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investigaciéon en la que utilizaron ratas hembras, siendo un criterio de
exclusion por parte nuestra. Pospusieron como objetivo, determinar los
valores de ACTH en ratas hembras sometidas a stress, en comparacion con
un grupo control. Concluyendo que las ratas hembras sujetas a
ovarioectomia propuesta como stress y que recibieron aceite esencial a
través de inhalacion de Matricaria chamomilla, mostraron niveles
disminuidos de stress asi como también niveles disminuidos de ACTH, en
comparacion con el grupo control, y sugieren que Matricaria chamomilla

posee una actividad similar a agonistas de benzodiazepinas.

Gomaa, et al, en 2003, en Egipto, al realizar estudios sobre la propiedades
de Matricaria chamomilla en “Matricaria chamomilla extract inhibits both
development of morphine dependence and expression of abstinence
syndrome in rats” donde se resalta, el efecto de Matricaria chamomilla en el
desarrollo de la dependencia de la morfina y la expresion de la abstinencia,
se investigd en ratas. Proponiendo como objetivo; evaluar la dependencia de
la morfina después de administrar un extracto de Matricaria chamomilla,
desarrollando un método experimental y de observacion que fueron medidos
durante los episodios de exposicién. Las frecuencias de las senales de
comportamiento de abstinencia (temblor de la pata, castafieteo de dientes,
temblor muscular, diarrea y miccién) y la pérdida de peso inducida por
naloxona, fueron evaluadas; dividieron los animales de experimentacion en 3
grupos, el grupo de ratas morfina dependiente que recibieron extracto de
Matricaria chamomilla. Otro grupo al que solo se le administro morfina. Y
otro grupo blanco que solo recibié solucién salina. Las manifestaciones de
comportamiento de abstinencia y la pérdida de peso se inhibieron
significativamente por la administracion crénica de extracto de Matricaria
chamomilla con morfina. La administracion de una dosis Unica de Matricaria
chamomilla ante el reto naloxona en animales dependientes de morfina
aboli6 las manifestaciones conductuales de abstinencia. ElI dramatico
aumento de cAMP inducida por plasma de naloxona-precipitado fue
impedido por la administracién cronica de extracto de Matricaria chamomilla

con la morfina. Estos resultados concluyen que el extracto de Matricaria
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chamomilla inhibe el desarrollo de la dependencia de la morfina y la

expresion de sindrome de abstinencia.

Roberts y Williams, en 1992, en EEUU, al realizar estudios sobre la sedacion
con respecto a Matricaria chamomilla en “The effect of olfactory stimulation
on fluency, vividness of imagery and associated mood: a preliminary study”
un estudio realizado en seres humanos, que tiene como objetivo evaluar la
conducta de los individuos expuestos a estados de ansiedad luego de recibir
exposicion al aceite esencial de Matricaria chamomilla, proponiendo un
método, que es un estudio controlado con placebo de 22 voluntarios que
recibieron la inhalacién del aceite esencial de Matricaria chamomilla. Se
pidié a los 22 sujetos a visualizar frases positivas y negativas después de la
exposicion del aceite de manzanilla y placebo respectivamente. El aceite de
manzanilla aumento significativamente el tiempo de latencia para todas las
imagenes, y cambid los estados de animo y los juicios de frecuencia en una
direccién mas positiva. Concluyendo que los estudios realizados sugieren un

posible efecto de estos aceites con el origen de los estados de ansiedad.

Avallone, et al, en 2000, en ltalia, en busqueda de evidencias que permitan
explicar los efectos sedantes de Matricaria chamomilla realizaron una
investigacién en “Pharmacological profile of apigenin, a flavonoid isolated
from Matricaria chamomilla.” Hacen mencion que se utilizan en gran medida
flores secas de Matricaria chamomilla L. para proporcionar efectos sedantes
asi como los efectos espasmoliticos. En el presente estudio, tienen como
objetivo examinar, la propiedad farmacolégica de una fraccidn aislada de un
extracto metandlico de Matricaria chamomilla, que se identificd por analisis
de HPLC-MS-MSy su metabolito apigenina, proponiendo un método de
estudio de union de radioreceptores, capacidad de desplazamiento de la
flavona por el radioligando. Los estudios electrofisiolégicos realizados sobre
las células granulares del cerebelo mostraron que la apigenina reducida
GABA (acido gamma-aminobutirico), activado por CI (-) las corrientes de una
manera dependiente de la dosis. El efecto fue bloqueado por Ila
administracion de Ro 15-1788, un antagonista especifico del receptor de

benzodiazepina. En consecuencia, la apigenina reduce la aparicion de
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convulsiones inducidas por picrotoxina. Por otra parte, la apigenina
inyectada por via intraperitoneal en ratas reduce la actividad locomotora,
pero no demostraron efectos ansiolitico, miorrelajante o actividades
anticonvulsivas. Concluyendo que los presentes resultados parecen sugerir
que la actividad inhibidora de la apigenina en el comportamiento locomotor
en ratas puede ser atribuida a una interaccion con el GABA (A) del receptor
de benzodiazepina, sino que tambien a otros sistemas de neurotransmision,

ya que no esta bloqueado por Ro 15-1788.

Navarro, et al, 2011, en Brasil, realizando estudios experimentales en perros
tratando de explicar los efectos de Matricaria chamomilla sobre la ansiedad
en “Efeito da Matricaria chamomilla CH12 na resposta de estresse em caes”
El objetivo fue evaluar los efectos de la Matricaria chamomilla CH12 en la
respuesta al estrés en perros bajo el aislamiento social y posteriormente se
sometié a ovariohisterectomia (SST). 18, perras saludable distribuidas en
dos grupos; tratamientos: PD (n = 9) se administro el placebo y la TC (n =9)
Matricaria chamomilla CH12 se administré por via oral dos veces por 15
dias; antes de iniciar el tratamiento, y seguido por 24 horas después de la
cirugia. Se evalud el comportamiento del animal (durante el periodo de
aislamiento), y la concentracion de cortisol sérico mediante la recopilacién de
la sangre venosa de la vena yugular antes de la administracién de placebo o
Matricaria chamomilla (MO), 15 dias después de su tratamiento (M1)
inmediatamente al final de procedimiento quirurgico (M2) y las mismas 24
horas (M3). Hubo diferencias significativas en la concentracion de cortisol
sérico inmediatamente al final de la intervencion quirdrgica, con valores mas
altos en los animales tratados con placebo. Llegando a la conclusién de que
el tratamiento con Matricaria chamomilla CH12 impide la respuesta
inmediata de estrés postquirurgico, el mantenimiento de la concentracién de

cortisol sérico estable.
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2.3 Bases teodricas

2.3.1 Trastorno de ansiedad

La ansiedad es una sensacion normal que experimenta la persona
alguna vez en momentos de peligro o preocupacion. La ansiedad sirve
para poder reaccionar mejor en momentos dificiles. Sin un minimo de
activacion un estudiante no estudiaria para sus examenes; 0 en una
situacion peligrosa no reaccionariamos rapidamente, haciéndolo lo
mejor que sabemos. Sin embargo, cuando una persona se encuentra
ansiosa con cierta frecuencia sin que parezca haber razén para ello, o
cuando esa persona se tensa en exceso, entonces la ansiedad se
convierte en un problema que produce sensaciones desagradables.
Como la ansiedad es una reaccidén normal, el objetivo no es hacer que
desaparezca, sino aprender a controlarla y reducirla a niveles

manejables y adaptativos. (Lopez, 2004).

Cuando una persona tiene ansiedad se produce una excitacion en su
sistema nervioso, originandose una serie de sintomas. Los mas
comunes son: tension en el cuello, hombros y espalda; dificultades de
respiracion, vision nublada, sofoco; taquicardia, opresion en el pecho;
sensacion de nudo en el estdbmago, nauseas; sudoracién, temblor,
hormigueo en las manos; inestabilidad, entumecimiento en las piernas.
Algunas personas, para tratar de reducir la tensién desagradable que
sienten cuando estdn ansiosas, suelen comer, fumar o beber en
exceso. De momento, esto les alivia, pero a largo plazo la situacion se

puede complicar. (Tyrer, 2006).

De hecho, el café, el abuso del alcohol y del tabaco aumentan la
tendencia a sentir ansiedad. Otras personas, en cambio, tienden a
evitar las situaciones que les producen ansiedad. De momento, esa
estrategia funciona. Pero, a largo plazo, las cosas pueden ir a peor.
Evitar situaciones puede convertirse en un habito perjudicial. Cuanto

mas se evita hacer frente a una situacion desagradable, mas fuerte se
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hace ésta y mas débil se encuentra ante ella la persona, que va
perdiendo confianza en si misma. Asi, los problemas no sélo no

disminuyen, sino que van en aumento. (Bruce, 1989).

El nerviosismo es un estado de excitacion, que surge por una causa
justificable o no; la ansiedad, por su parte es una emocion indeseada e
injustificada, cuya intensidad no guarda ninguna proporcion con la
posible causa que lo provoca. La ansiedad no es igual al miedo, pues
este implica la presencia de un peligro real conocido, se manifiesta con
un estado de hiperexcitacion nerviosa, se recomienda plantas sedantes

que aportan equilibrio al sistema nervioso. (Sevillano, 2003).

La ansiedad es un mecanismo adaptativo natural que permite activar el
estado de alerta ante sucesos comprometidos. En realidad, un cierto
grado de ansiedad proporciona un componente adecuado de
precauciéon en situaciones especialmente peligrosas. Una ansiedad
moderada puede ayudarnos a mantenemos concentrados y afrontar los
retos que tenemos por delante. En ocasiones, sin embargo, el sistema
de respuesta a la ansiedad se ve desbordado y funciona
incorrectamente. Mas concretamente, la ansiedad es desproporcionada
con la situacion e incluso, a veces, se presenta en ausencia de
cualquier peligro ostensible. El sujeto se siente paralizado con un
sentimiento de indefension y, en general, se produce un deterioro del
funcionamiento psicosocial y fisiolégico. Se dice que cuando la
ansiedad se presenta en momentos inadecuados o es tan intensa y
duradera que interfiere con las actividades normales de la persona,

entonces se le considera como un trastorno. (Gross, 2005).

La ansiedad es tal vez la emocién con mayor peso como prueba
cientifica, al relacionarla con el inicio de la enfermedad y el desarrollo
de la recuperacion. Cuando la ansiedad ayuda a la preparacion a
enfrentarnos a alguna situacién importante, esta es positiva; pero en la
vida moderna es frecuente que la ansiedad sea desproporcionada y se

relacione con niveles altos de estrés. Pruebas evidentes del impacto
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sobre la salud de la ansiedad han surgido de estudios de enfermedades
infecciosas, como resfrios, gripes y herpes, donde la resistencia
inmunolégica de la persona se debilita, permite la entrada del virus y el
inicio de la enfermedad. Por otra parte, se conoce el papel que juega la
depresién, sobre todo en el empeoramiento de una enfermedad, una
vez que esta ha comenzado. Parece tener un riesgo especialmente
grave, para los pacientes supervivientes de ataques cardiacos,
complica la recuperacién de intervenciones quirurgicas y aumenta el

riesgo de muerte en personas con transplantes. (Battaglia, 2005).

La ansiedad por lo general se acompafia de una sensacion de tension
interna y dificultad para relajarse. Es frecuente la hiperactividad del
sistema nervioso auténomo; los pacientes suelen quejarse de cefaleas,
inestabilidad, visidon borrosa, disminucion de la salivacion, sudoracion
excesiva, molestias estomacales, taquicardia, mayor frecuencia de las
micciones, hormigueos en los miembros, dolores musculares,
fatigabilidad precoz, insomnio, irritabilidad, sentimiento de zozobra,
impaciencia, preocupacion y aprension. La literatura médica distingue
entre los estados de ansiedad puros y otros trastornos emocionales.
Las fobias, se diferencian del puro estado de ansiedad en que los
sintomas no parecen estar relacionados con un estimulo especifico;
(Lobo, 1997) dentro de todo este contexto es importante mencionar a

los componentes de la ansiedad:

a). Fisiolégico: La ansiedad conlleva a un incremento arousal fisiologico
del sistema nervioso autébnomo, que esta asociado a sensaciones,
sentimientos o sintomas, experimentados como amenazadores; sin
embargo, solo son sensaciones y no son necesariamente peligrosas,

puesto que la ansiedad implica reacciones corporales normales.

b). Cognitivo: Se refiere a la influencia de nuestros pensamientos,
creencias y expectativas sobre nuestro estado de animo y nuestra
conducta. Habitualmente no respondemos a las situaciones sino a las

interpretaciones o valoraciones que hacemos de las mismas, de este
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modo etiquetamos nuestras experiencias pero las interpretaciones no

son siempre adecuadas y exactas.

c). Comportamental: Ultimo componente de la ansiedad, hace
referencia a la capacidad de la ansiedad para desorganizar la conducta
de una persona provocando evitacion, escape o disminuyendo el grado

de eficacia.

2.3.3 Insomnio y otros trastornos del sueio.

El insomnio es la manifestacion de sueno insuficiente o poco reparador.
En el caso de los enfermos deprimidos, la forma mas tipica, es el
insomnio de la ultima parte de la noche, también llamado insomnio
terminal o tardio. El paciente se despierta a las 03:00 de la madrugada,
por ejemplo, y no puede volverse a dormir. En esas horas de soledad
nocturna, el paciente inicia con una serie de pensamientos pesimistas y
de impotencia, que le impiden dormir nuevamente un dia mas; «ni
siquiera esto puedo hacer bien»; «no voy a poder continuar con esto»).
Despertarse una hora mas temprano, del horario habitual, que solia
tener el paciente, antes del inicio de su depresion, es considerado
como despertar matutino prematuro o insomnio terminal. (Greden,
1974).

En este sentido, una pregunta clave es: ja qué hora solia despertarse
por ultimas vez en la manana, para levantarse, antes de estar
deprimido? Y, ¢a qué hora en promedio se ha estado despertando sin
poder dormir nuevamente, en la ultima semana? Algunos pacientes con
depresion pueden tener datos de insomnio inicial (incapacidad para
iniciar el suefo por mas de 30 minutos, en el horario acostumbrado) o
insomnio terminal (fragmentacion del suefio, con despertares de mas
de 20 minutos o levantarse de la cama, sin tener la necesidad de ir al
bano). En un laboratorio de suefo, el enfermo con depresion tiene una
serie de alteraciones, de las fases o estadios de suefio, como son:

menor cantidad de fases de sueno Il y IV (suefio delta), un inicio rapido
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al suefio de movimientos oculares rapidos; fragmentacion del suefio y
despertar matutino prematuro. Sin embargo, puede haber algunos
enfermos que, en vez de presentar una baja en calidad y cantidad de
suefo, tienen lo opuesto, es decir un exceso de suefio. Estas son
personas que duermen de nueve a diez horas, y que refieren que entre
mas duermen, mas deprimidos se sienten, con gran estado de

adinamia, debilidad y lentitud psicomotriz. (Brown, 2001).

Agitacion psicomotriz y ansiedad psiquica. Estas son dos
manifestaciones que se pueden presentar en depresiones, en donde
hay un componente sintomatico ansioso importante. EI médico puede
evaluar desde la inspeccion general al paciente, su estado de agitacion
psicomotriz, de estar presente, el paciente mueve las manos o los pies
de manera inquieta, juguetea con los cabellos, se seca las manos, se
levanta y sienta, etc. Ademas el paciente puede referir que se siente
nervioso, y suele mencionar por ejemplo: Ahora me preocupo mucho
por la hora que llega mi esposo, si no me habla dos o tres veces al dia

estoy nerviosa, esto no me sucedia antes. (Riveros, 2007).

La eficacia de las benzodiazepinas en el tratamiento de la ansiedad y la
demostracion de que su efecto terapéutico esta mediado por el receptor
GABA? sugiere un papel importante del sistema GABAérgico en la
génesis de la ansiedad. EI GABA es el principal neurotransmisor
inhibidor del SNC. Regula la transmision nerviosa de aproximadamente
un tercio de los impulsos cerebrales, entre ellos, sistemas como el
adrenérgico o el serotonérgico que, estan implicados en la base
neurobiolégica de los trastornos por ansiedad. De hecho, se ha
propuesto que la accidn ansiolitica de las benzodiazepinas podria ser
consecuencia de la inhibicibn de la liberacion de serotonina en

estructuras limbicas. (Goodman, 2003).

El sistema serotonérgico proviene de los nucleos del rafe, tronco del
encéfalo; diversas areas neocorticales y estructuras limbicas que

reciben fibras procedentes de los nucleos dorsal, mediano y
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mesencefalico del rafe. Dentro del cerebro limbico es particularmente
rica la inervacion serotonergica del complejo septo-hipocampico, por lo
que se considera que puede influir decisivamente sobre los sistemas
relacionados con la inhibicion de la conducta. En general, la reduccion
de la trasmision serotonérgica mediante maniobras farmacolégicas muy
variadas (bloqueo de receptores, lesiones, toxinas, deplecién de 5-HT e
inhibicion de la sintesis) origina efectos ansioliticos en el animal de
experimentacién, por el contrario, el aumento de la actividad del
sistema serotonérgico, mediante agonistas 5-HT o estimulacion

eléctrica del rafe, origina un efecto ansiogénico (Flores, 1998).

2.3.4 Consideraciones etnobotanicas

El toronjil identificado como Melissa officinalis Fam. Lamiaceae, es
originaria de los paises de clima templado. Es una planta herbacea,
muy ramificada y frondosa. Sus hojas son pecioladas, ovaladas,
opuestas, dentadas, muy rugosas y al frotarlas desprenden un olor a
limén. Las flores son blancas y se reunen en grupos de 3-6 flores.
(Kuklinski, 2003). La manzanilla identificada como Matricaria
chamomilla Fam. Asteraceae. Planta que crece sobre todo en Europa
central (Hungria, Yugoslavia) y en general en toda Europa. Es una
planta anual tiene un disco cénico con abundantes flores amarillas
tubulosas y hermafroditas, y en la periferia una sola linea de flores
blancas liguladas y femeninas. Hay numerosas semillas y se reproduce
en Peru. Las flores no son amargas sino que tienen un aroma
agradable. (Kuklinski, 2003).

Melissa officinalis, a pesar de tener un contenido bajo en aceite
esencial (0,5ml/Kg.) es este el que tiene interés, no obstante se han
aislado de la droga otros constituyentes: triterpenos, acidos fendlicos
derivados del acido cafeico, dimeros como el acido rosmarinico y
trimeros como los acidos malitricos A y B; derivado del benzaldehido
con estructura benzodioxdlica; flavonoides: quercitrésido, ramnocitrina,

7-glucosidos de epigenina y luteolina; heterésidos de monoterpenos y
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de alcoholes aromaticos, etc. El aceite esencial se caracteriza por la
presencia de aldehidos monoterpenicos: citral (geranial + neral) en
cantidad muy variable, pero normalmente en una relacion constante
(4/3), (R)-(+)-citronelal, acompafados de metilheptenona (producto de
degradacién del citral), acetato de geranilo, B-cariofileno, éxido de (-
cariofileno, germacreno D y varias decenas de compuestos

mayoritariamente terpenicos.

Matricaria chamomilla Fam. Asteraceae. Junto con un mucilago
galacturénico, cumarinas (umbeliferona, herniarina), acidos fendlicos y
lactonas sesquiterpenicas, la droga contiene en-ino-diciclieteres
espirononenicos formados por ciclacién de poliinos asi como un aceite
esencial (3-15 ml/Kg) y flavonoides. Los flavonoides estan
representados por heterdsidos de flavonas, principalmente glucosil-7-
apigenina y su derivado acetilado en 6” que se acumulan en las flores
liguladas hasta representar el 8% de su masa seca. Se observa
también la presencia de glucésidos de luteolol asi como la de
heterdsidos del quercetol y del isorramnetol (flavonoles). En la droga
desecada, los heterdsidos se encuentran parcialmente hidrolizados y la
concentracién de apigenina puede ser muy elevada. El aceite esencial
debe su color azulado a un contenido generalmente importante (1-15%)
de chamazuleno formado por la descomposicion de una lactona
sesquiterpénica, la  matricina. Contiene  también  diversos
sesquiterpenos con esqueleto bisabolano: (-)-a-bisabolol, 6xidos A y B
de (-)-a-bisabolol y oxido A de (-)-a-bisabolona. Estos sesquiterpenos
representan hasta el 50% del aceite esencial, pero sus proporciones

varian segun el quimiotipo. (Bruneton, 2001).

Huaman, (1996) describe que la planta Melissa officinalis “Toronjil” es
solicitada por la poblacion, sus flores de tonalidad blanquecina-rosada,
sus hojas desprenden un olor semejante al limoén. Es una de las plantas
muy utilizadas en medicina tradicional, a las cuales se les atribuye
propiedades anticonvulsivantes, antiespasmadico, cardiotonico, usado

también en casos de asma bronquial, cefalea, resfrio, palpitaciones
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nerviosas, insomnio, melancolia, histerismo, mareos, calambres,
nauseas, hiperémesis gravidica, gastritis, colelitiasis, metedrismo,
enteritis, colitis, infecciones viricas y bacterianas, estomaquico,

calmante, de uso externo para heridas y llagas, carminativo.

Mestanza, (2000) hace referencia que Matricaria chamomillla
“‘Manzanilla” posee usos medicinales como carminativo, antiinflamatorio
ocular y bucal, antihemorroidal, sedante y util en eczemas, insomnio,
dolores reumaticos, calmante, emoliente, posible accién espasmolitica
en el sistema digestivo, en los trastornos de tipo nervioso de mujeres y
ninos, en molestias de sus periodos menstruales, estimulante de la
digestion, se le atribuye facultades desensibilizantes o antihistaminicas,
también, para combatir el asma bronquial de los nifios, para problemas

de la piel.

Bricefio, (1974) realizé un estudio de extraccion del aceite esencial de
Melissa officinalis “Toronjil” refiriéndose a la presencia de grupos
quimicos que le proporcionan propiedades tranquilizantes. Informacion
etnobotanica, Vega (2001) refiere ciertas propiedades para calmar las
cefaleas. Los Tikunas (pobladores indigenas) se lavan la cabeza con
agua de estas hojas. Episodios de diarreas son tratadas con una
decoccion de las hojas, se toma una taza tres veces al dia; para estos

fines también se usa una mezcla con Mentha viridis.

La manzanilla y el toronjil, durante el procesamiento de la droga,
especificamente el desecado del vegetal, Matricaria chamomilla tiene
mayor pérdida debido a la incorporacion de hojas, tallos y flores como
material vegetal, las flores poseen epidermis mas delgada, lo que les
permite una mayor permeabilidad que facilita el flujo de aire humedo.

(Instituto de fitoterapia americano, 2000).
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2.3.5 Estudio fitoquimico

2.3.5 a) Aceites esenciales

Los aceites esenciales son productos volatiles de naturaleza compleja,
elaborados por ciertos vegetales a los que confieren un aroma
agradable. Oficialmente, se denominan aceites esenciales a los
productos que se pueden obtener por arrastre con corriente de vapor
de agua o por expresidon del pericarpio de ciertos frutos. Los aceites
esenciales estan constituidos por una mezcla de sustancias volatiles,
compuesta por terpenos, acidos organicos, cetonas, etc.; que son de
margen terapéutico estrecho 1g. de aceite esencial representa 100g. de
la planta seca, no recomendable en nifios ni en pacientes con

trastornos neurolégicos.

Caracteristicas: Los aceites esenciales son generalmente liquidos a
temperatura ambiente aunque algunos solidifican a baja temperatura
como, por ejemplo, la esencia de anis. La mayoria son practicamente
transparentes, incoloros o ligeramente coloreados (amarillentos) con
excepciones como la esencia de la manzanilla, que contiene
camazuleno de un intenso color azul, algunos aceites esenciales son
inflamables. Generalmente, son menos densos que el agua aunque
también hay excepciones como las esencias de clavo y de canela, que
son mas densas. Los aceites esenciales son lipofilicos y solubles en
disolventes organicos apolares (hexano, éter etilico, etc.). La solubilidad
en alcohol es variable y suelen ser solubles en alcoholes de alta
graduacion. (Instituto de fitoterapia americano, 2002). Su distribucion;
los aceites esenciales se encuentran casi exclusivamente en vegetales
superiores concretamente en ciertas familias de Angiospermae, de las

cuales cabe destacar:
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Confierae: Pinnus sp.

Apiaceae o Umbeliferae: anis, hinojo

Labiadae o Lamiaceae: menta, toronijil, lavanda
Lauraceae: canela

Asteraceae: manzanilla

Mirtaceae: eucalipto, clavo

Retaceae: citricos

Los compuestos presentes en los aceites esenciales se pueden
clasificar en terpenoides y no terpenoides.

e Terpenoides: Existen muchas clases de compuestos naturales
entre ellos se encuentran los terpenoides que se distribuyen en
diversos vegetales, también se les puede obtener mediante otras
vias, como por ejemplo la sintética; los terpenoides son
sustancias volatiles que les otorgan a las plantas y a las flores
sus fragancias y olores caracteristicos se presentan
ampliamente en las hojas y frutos de las plantas superiores. El
termino terpeno fue dado por primera vez a los compuestos
hallados de la trementina que es un liquido volatil aislado del
pino. (Kuklinski, 2003).

e Sesquiterpenos

Caracteristicas: son estructuras C45 formadas a través de la
condensacion isoprénica. Se encuentran frecuentemente formando
parte de los aceites esenciales pero también hay sesquiterpenos
distintos de los que se encuentran en dichos aceites. Entre ellos
destacan las lactonas sesquiterpenicas presentes en el arnica o los
sesquiterpenos que contiene la valeriana. Lactonas Sesquiterpenicas:
dichas estructuras se localizan casi de forma exclusiva en la familia de
las Compuestas (Asteraceae). Destacan sobre todo las lactonas
sesquiterpenicas del arnica. Estan identificados mas 120 compuestos

quimicos, en Matricaria chamomilla, se encuentran metabolitos
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secundarios; en donde se identificaron: 28 terpenos, 36 flavonoides y
52 compuestos que poseen el efecto de potenciar la actividad

farmacoldgica del aceite esencial (Mann et al, 1992).

o Compuestos fendlicos

Generalmente todos los vegetales, como producto de su metabolismo
secundario normal, son capaces de biosintetizar un elevado niamero de
compuestos fendlicos, muchos son indispensables para sus funciones
fisiologicas y otros son de utilidad para defenderse ante situaciones de
estrés (hidrico, luminoso, etc). Los compuestos fendlicos se originan a
partir de dos rutas biosintéticas: la ruta del acido sikimico que conduce,
mediante la sintesis de aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina),
y la ruta de los poliacetatos. Igualmente, algunos de los compuestos
fendlicos que son principios activos de plantas medicinales se originan
a través de rutas mixtas que combinan la via del sikimato y del acetato,

es el caso por ejemplo de los flavonoides. (Adzet, 1987)

e Taninos

Los taninos son compuestos polifendlicos, complejos, de origen
vegetal, masa molecular relativamente elevada, sabor astringente,
conocidos y empleados desde hace muchos siglos por su propiedad de
ser capaces de convertir la piel en cuero, es decir de curtir las pieles.
Esto se debe a su capacidad para unirse a macromoléculas como
hidratos de carbono y proteinas. Dentro de los vegetales los taninos
suelen encontrarse en las vacuolas celulares, combinados con
alcaloides, proteinas u osas. Clasicamente se han distinguido dos tipos

de taninos:

a).Taninos hidrolizables, llamados también galicos o pirogalicos.
Estos taninos como su denominacion indica se hidrolizan con facilidad
tanto por acidos y alcalis como por via enzimatica y son generalmente
de formacion patoldgica. Se localizan en algunas Dicotiledoneae

especialmente en Fagaceae, Anacardiaceae y Leguminosae.
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b).Taninos condensados o proantocianidinas. Se conocen también
como no hidrolizables, ya que se hidrolizan con dificultad y por el
contrario, el tratamiento con calor y acidos minerales origina polimeros
de alto peso molecular (flobafenos). Los taninos presentan también
propiedades antioxidantes. Actlan como inhibidores enzimaticos al

precipitar la fraccion proteica de los enzimas. (Hartisch, 1997).

2.3.6 Mecanismos y sitios de la accion ansiolitica. Diazepam

Los estudios experimentales de los ansioliticos sobre la conducta en
animales demuestran de manera constante la capacidad de las
benzodiazepinas para liberar una respuesta que previamente habia
sido suprimida mediante la presentacién de un estimulo desagradable.
Las benzodiazepinas restablecen la prontitud de esta respuesta, sin
afectar la actividad motora o el estado de vigilia o atencién del animal.
Los estudios electrofarmacolégicos demuestran que la region mas
sensible a la accion de las benzodiazepinas es el sistema limbico v,
dentro de él, el hipocampo y la amigdala. Esta accion se diferencia de
la ejercida por barbituricos y otros hipnadticos, los cuales ejercen su
accion mas generalizada en la formacion reticular. Dado el papel que el
hipocampo, el septo y la amigdala desempefian en la ansiedad, se
puede relacionar la actividad ansiolitica con la accién depresora
ejercida selectivamente a este nivel, tal accién farmacolégica se debe a
su capacidad de incrementar la actividad inhibidora del GABA, ya sea
directamente sobre el cerebro limbico o bien indirectamente inhibiendo
la actividad serotonérgica de los nucleos del rafe que proyectan hacia la

amigdala y el hipocampo. (Flores 1988).

2.3.6 a) Accion miorrelajante de las benzodiazepinas

El diazepam y otras benzodiazepinas producen relajacion de la
musculatura esquelética en estados distonicos, discinéticos,

hiperténicos y espasticos. La accion miorrelajante se ejerce sobre el

SNC (no en la placa motriz ni en el musculo) a varios niveles: a) en la
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propia médula espinal, donde facilita fendmenos de inhibicion
presinaptica; b) en la formacién reticular activadora descendente del
tronco del encéfalo; c) en los ganglios basales, y d) en el cerebelo. En
la practica, la accién miorrelajante se observa con dosis que también

producen sedacion, lo que limita su utilidad. (Chopin et al, 1987).

2.3.7 El receptor NMDA (activado selectivamente por el N-metil-D-

aspartato)

Es un receptor que funciona como un canal que, ademas de permitir el
fluio de Na* y K*, también es permeable para el Ca*?, por lo que su
activacion desencadenara ademas respuestas derivadas del
incremento de calcio intracelular. Este receptor muestra varias
singularidades. Es altamente sensible al Mg*? en situacién de reposo,
los receptores de NMDA son escasamente afectados por los agonistas
si existen concentraciones submilimolares de Mg"2 pero cuando la
membrana es despolarizada, el bloqueo por Mg"2 deja de ser activo y el
canal se abre en respuesta al agonista. Esto significa que el Mg"2
muestra afinidad por un sitio que se encuentra situado en la
profundidad del canal; esta afinidad disminuye conforme la membrana
se despolariza, lo cual significa que para que un receptor NMDA pueda
ser activado por un agonista, la célula ha de ser previamente

despolarizada (p. €j., por activacién previa de un receptor no-NMDA).

Ademas, el receptor NMDA contiene varios sitios de regulacion. Uno de
ellos ha de ser ocupado obligadamente por la glicina para que el
receptor pueda ser activado por un agonista, comportandose asi como
un coagonista; la D-serina muestra similar actividad. El segundo sitio de
regulacion fija determinados compuestos (fenciclidina o PCP, ketamina,
dizocilpina o MK801) que antagonizan selectiva, pero no
competitivamente, la activacién producida por NMDA. Su utilizacién es
uso-dependiente, lo que significa que estos compuestos so6lo son
activos si el receptor ha comenzado a estar estimulado. Los otros sitios

de regulacién son para el Zn*? gue bloquea el canal con independencia
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de su estado de actividad y para poliaminas (espermina y espermidina)

que facilitan la activacion del canal. (McBain et al, 1994).

El receptor NMDA es una proteina muy compleja y tremendamente
regulada. Su conductancia al Ca2+ es notablemente alta y es ésta
quiza su caracteristica mas destacable y la responsable de muchas de
sus funciones. Otra caracteristica especial del receptor NMDA es que
para que el canal se abra se necesita, ademas del glutamato, la
presencia de un co-agonista (el aminoacido glicina). Ciertas poliaminas,
al igual que la glicina, modulan positivamente el canal, mientras que el
cinc y un exceso de protones lo modulan negativamente. Sin embargo,
lo mas llamativo de este receptor es que comparte caracteristicas
funcionales de canales regulados por ligando y de canales sensibles al
voltaje y dependientes de uso. Esta propiedad esta relacionada con el
bloqueo efectivo del canal del receptor NMDA por el ion Mg2+, cuando

el potencial de membrana esta proximo al valor de reposo.

Una gran parte de las acciones mediadas por los receptores NMDA se
basa en la regulacion del flujo de Ca2+ hacia el interior de la célula. La
activacion de los receptores NMDA permitiria un rapido influjo de Ca2+,
con la consiguiente elevacion intracelular de Ca2+, lo cual dispararia
una cascada de sistemas de segundos mensajeros que podria producir

acciones muy diversas.

Glutamato y receptores NMDA estan involucrados en numerosas
funciones dentro del sistema nervioso. Uno de los procesos mas
estudiados en el que los receptores NMDA parecen jugar un papel
clave es la plasticidad sinaptica. La maduracion de los circuitos
nerviosos (establecimiento de conexiones funcionales) durante el
desarrollo, y también en el adulto, depende de la activacion y
consolidacion de ciertas sinapsis, mediante mecanismos de plasticidad

en el que estan involucrados los receptores NMDA.
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Si bien éstas y otras funciones normales dependen de la precisa
activacion de los receptores NMDA en el momento y lugar adecuados,
es cierto también que un desequilibrio producido por la sobre activacion
del receptor (por liberacion excesiva de glutamato, por ejemplo) podria
conducir a ciertas enfermedades como la epilepsia o0 a la muerte

neuronal por sobreexcitacion en situaciones de hipoxia. (Ohno, 2008).

2.3.8 Estudio de toxicidad de las plantas

Uno de los primeros estudios farmacoldgicos a realizar a una sustancia,
producto o principio activo a la que se le atribuye un efecto terapéutico,
es la toxicidad. Toda sustancia o mezcla de sustancias a ser utilizadas
en medicina no solo deben de poseer efectos terapéuticos sino ademas
deben de ser inocuas. Todo producto sintetizado o de origen natural
qgue contengan principios activos, pueden producir efectos no deseados
a corto o largo plazo. Por ello en la elaboracidon de medicamentos
resulta esencial seleccionar sustancias que ofrezcan un margen de
seguridad adecuado. La toxicidad e inocuidad de un producto, no solo
depende de la sustancia en si, sino también del tipo del envase con el
que esta en contacto y las condiciones y procedimientos empleados

para su elaboracion y/o dispensacion. (Lock Sing, 1999).

Las enfermedades mentales son causa de gran sufrimiento personal
para quienes la padecen y para las personas en su entorno. En un pais
donde la atencién psiquiatrita no esta disponible en varias regiones y
donde los seguros privados no estan obligados por ley a cubrir tales
atenciones, la enfermedad mental empobrece rapidamente a la familia.
Por otro lado, la falta de un sistema de atencién y rehabilitacién con
base en la comunidad, obliga a que los pacientes con sintomas graves,
que dificultan significativamente la interaccion familiar, deban vivir y
permanecer todo el dia en sus casas, el resultado es el rechazo
familiar, la discriminacion y exclusion del enfermo y del familiar que lo
cuida, con graves consecuencias para el cuidador. (Prados-Atienza,
2005).
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Las pérdidas en términos de afos de vida sana son también
importantes, se sabe que para el afio 2002 los DALY (disability adjusted
life year) perdidos por enfermedades neuropsiquiatricas en el Peru
(estimados por OMS) eran del orden de 1078, de los cuales 336
correspondian a las perdidas por depresion unipolar. La complejidad
multifacético del sistema nervioso central es tal que se puede aceptar
que es el sustrato de toda la vida mental y de la conducta humana.
Partiendo del reconocimiento que todas las experiencias psicolégicas
son finalmente codificadas en el cerebro, y que todos los fendmenos
psicolégicos representan procesos bioldgicos, la moderna neurociencia
de la mente ofrece un entendimiento enriquecido de la inseparabilidad

de la experiencia humana, el cerebro y la mente. (Aliaga, 2009).

Por lo tanto, las repercusiones de la exposicion a la pobreza, la
violencia, la frustracion se traduce en alteraciones del sistema nervioso
central. Las manifestaciones de estas modificaciones, que son las
enfermedades mentales deben ser atendidas prioritariamente, con una
perspectiva de salud publica, equidad y derechos humanos, pues su
alta prevalencia y su impacto individual y colectivo hacen de los
trastornos mentales un verdadero problema de salud publica en el

Peru.

2.4 Definicion de términos

Ansiedad: Es un mecanismo defensivo. Es una respuesta de alerta
ante situaciones consideradas amenazantes. Es un mecanismo
universal, se da en todas las personas, es normal, adaptativo, mejora el
rendimiento y la capacidad de anticipacién y respuesta. La funcion de la
ansiedad es movilizar al organismo y mantenerlo alerta y dispuesto
para intervenir frente a los riesgos y amenazas, de forma que no se
produzcan o perjudiquen. La ansiedad pues, nos empuja a tomar las
medidas convenientes (huir, atacar, neutralizar, afrontar, adaptarse,

etc.).
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DAP-7: (acido D-2- animo-7-fosfonoheptanoico). Es uno de los
antagonistas competitivos mas potentes de los receptores de NMDA,
pertenece a la serie D (no natural) de los aminoacidos y presentan un
grupo acido fosfénico separado de la unidad basica, glicinato, por una
cadena de mas de tres eslabones. Ademas, las formas insaturadas o
con conformaciones restringidas por la presencia de sustituyentes o
anillos lipofilicos presentan mayor potencia, selectividad y accesibilidad
al sistema nervioso central. Los antagonistas del receptor NMDA
poseen interesantes propiedades  farmacolégicas (caracter
anticonvulsionante, relajante muscular, gran eficacia en la prevencion
de la degeneracion neuronal por excitotoxicidad, etc.) por lo que ya
existen varios farmacos patentados y en las ultimas etapas de

desarrollo clinico.

Diazepam: Es un farmaco derivado de la 1,4-benzodiazepina, con
propiedades ansioliticas, miorrelajante, anticonvulsivantes y sedantes.
El diazepam se utiliza para tratar estados de ansiedad y esta
considerada como la benzodiazepina mas efectiva para el tratamiento

de espasmos musculares.

Hipnético: Una droga hipnética produce somnolencia y facilita el inicio
y el mantenimiento de un estado de suefo parecido al normal. A este
efecto se le ha llamado hipnosis, sin que esto tenga relacién con ese

estado inducido artificialmente por sugestibilidad.

Metabolito secundario: Son sustancias de origen natural que no son
vitales para el organismo que las produce, son menos abundantes que
los metabolismos primarios, frecuentemente se observan en células u
organos especializados y estan implicados en la regulacién de las

plantas con otros organismos de su entorno.

Plantas medicinales: Se denomina asi a aquellas plantas cuyas partes
o extractos se utilizan como drogas o medicamentos para el tratamiento

de alguna afeccion o enfermedad que padece un individuo o animal. La
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mencionada parte de este tipo de plantas es conocida popularmente
como droga vegetal y puede ser suministrada a través de diferentes
vias: capsulas, comprimidos, cremas, elixir, decoccion, infusion, jarabe,

pomada, tintura, y ungiento, entre otras.

Receptor de NMDA: Los receptores NMDA o NMDAr (de N-metil-D-
aspartato) son receptores ionotropicos de glutamato, un
neurotransmisor, que actian como componentes prioritarios en la
plasticidad neuronal y memoria. El acronimo NMDA procede de N-metil
D-aspartato, un agonista selectivo que une a este tipo de receptores de
glutamato pero no a otros tipos. Su activacién conduce a la apertura de

un canal iénico no selectivo para toda clase de cationes.

Sedante: Una droga sedante disminuye la actividad, modera la
excitacion y calma al que la recibe. La sedacidén puede ser también un
efecto adverso de muchos farmacos que no son sedantes propiamente,
ni son capaces de producir anestesia. Las BDZ, a pesar de que
tampoco producen anestesia, se consideran como sedantes e

hipnéticos.

Toxicidad crénica: Efectos adversos que ocurren como resultado de
dosis repetidas con una sustancia quimica sobre una base diaria, o
exposicion a la sustancia quimica durante la mayor parte de vida de un
organismo  (generalmente, mas del 50%). Con animales
experimentales, esto generalmente significa un periodo de exposicion
de mas de tres meses. Los estudios con exposicién cronica durante dos
anos, se hacen con ratas o ratones para evaluar el potencial

carcinogénico de las sustancias quimicas.
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CAPITULO 3: METODOLOGIA

3.1 Tipo y Diseno de Investigacion

El presente trabajo es un estudio de investigacion experimental debido
a que se manipularan deliberadamente una o mas variables
independientes para analizar las consecuencias que la manipulacion
tiene sobre estas variables dependientes. (Hernandez, 1998).

Por las caracteristicas del diseno es un estudio:
o Experimental

e Prospectivo

e Transversal
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3.2 Unidad de analisis

Animales de experimentaciéon, entre ellos ratas y ratones que fueron
sometidos a los métodos de induccién de la ansiedad y a la observaciéon de
los datos conductuales en el Bioterio de la Facultad de Medicina de la
UNMSM,

3.3 Poblacion de estudio
Poblacién: Animales de experimentacion ratas y ratones obtenidos del

Instituto Nacional de Salud INS. Chorrillos — Lima.

3.4 Tamaio de muestra

Muestra:

Animales de experimentacién; 36 ratones divididos en 6 grupos, en el test de
induccion del suefio y 36 ratones divididos también en 6 grupos, en el test de
hiperactividad y/o cambios conductuales; 10 ratas machos y 10 hembras,

para el ensayo de toxicidad.

3.5 Seleccion de muestra
Se obtuvo los animales de experimentacion del Instituto Nacional de Salud
INS. La seleccion de los animales se realizd en base al cumplimiento de los

siguientes criterios:

Criterios de Inclusion:

1. Material Botanico

* Para el presente trabajo se utilizaron muestras frescas con hojas y flores
de la planta entera sin raiz de Melissa oficinalis “Toronijil” y Matricaria
chamomilla “Manzanilla” del Distrito de Huasahuasi (2754 m.s.n.m.),
Provincia de Tarma, Departamento de Junin, colectadas en el mes

Septiembre.
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2. Animales de experimentacion

+ Se utilizaron ratones albinos machos de 27.5 £ 2.5 g. de peso corporal.

 Ratas albinas de cepa Holtzman machos y hembras de 175 + 25 g. de peso

corporal. Ambos obtenidos del Bioterio del Instituto Nacional de Salud

ubicado en el Distrito de Chorrillos de la Ciudad de Lima, mantenidos en un

ambiente a temperatura de 21 °C con dieta y agua a libertad.

Criterios de exclusion:

Muestras vegetales recolectadas de otro lugar de origen distinto al
propuesto en el presente estudio.
Ratones albinos hembras y de peso mayores a 30 g.

Ratas albinas de cepa diferente a Holtzman de peso mayores a 200 g.

3.6 Técnicas de recoleccion de datos.

La principal técnica fue la de observacion y el registro directo de los datos a

través de la ficha de investigacion (Anexo 6).

Se realizaron los siguientes procesos:

1.

Realizacién del estudio fitoquimico preliminar del extracto
alcohdlico de Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria

chomomilla “Manzanilla”.

Se realiz6 el analisis fitoquimico preliminar en forma cualitativa, para
detectar los diferentes metabolitos secundarios presentes en las
plantas, estas pruebas fueron basadas en la aplicacién de reacciones
fisicoquimicas de coloracién y/o precipitacion segun Lock de Ugaz,
1988.
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Determinacion de los principales grupos de metabolitos

primarios / secundarios.

A una soluciéon acuosa de la muestra (5 mg/mL), se realiz6 las

siguientes pruebas:

a) Determinacion de aminoacidos libres (metabolito primario)

A 5 mg. del extracto etandlico de Melissa officinalis “Toronjil” mas
Matricaria chamomilla “Manzanilla” se le agregd 3 gts del reactivo
Ninhidrina, se agitdé, el color violaceo indica presencia de

aminoacidos libres.

b) Determinacién de taninos

Con gelatina — cloruro de sodio: A 1 mL de muestra se agregé 3 gotas
de reactivo, en un principio se forma en la solucién una sustancia en
forma de nube, luego de centrifugar queda en el fondo un precipitado

de color blanco. Este confirma la presencia de taninos.

Con cloruro férrico o alumbre férrico: A la muestra se agregd unas
gotas de cloruro férrico o alumbre férrico; una coloracion negra
azulada nos indica que el tanino pertenece a los derivados del acido
pirogalico, mientras que la coloracién verde nos indica que deriva de

la catequina.

c) Determinacion de alcaloides

Reactivo de Dragendorff: Se disolvié 8g de Bi (NO3)3.5H20 en 20
mL de HNO3 y mezclé6 con 50 mL de una solucién acuosa

conteniendo 27,2 g de Kl, se dejo reposar la solucion, decantd el

sobrenadante y diluyé a un volumen de 100 mL. Al agregar unas
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cuantas gotas de este reactivo a una solucioén acida de la muestra se
observo la aparicién de un precipitado que va del naranja al rojo.

Reactivo de Mayer: Se disolvié 1,36 g de HgCI2 en 60 mL de agua y
se adicioné 10 mL de una solucion conteniendo 5 g de Kl y se diluy6
hasta un volumen de 100mL. Al agregar un exceso de reactivo a una
solucién acidulada de la muestra se observa la aparicion de un

precipitado de blanco a crema.

d) Determinacion de azucares (metabolito primario).

A 5 mg del extracto etandlico de Melissa officinalis “Toronjil” mas
Matricaria chamomilla “Manzanilla” se le adicion6 3 gotas del reactivo
de Molish, mas 1 Ml de H,SO, concentrado, se le mezclé y la
presencia de un anillo violaceo indicé la presencia de azucares

formando parte de glicésidos.

e) Determinacién de quinonas

Se pesaron dos gramos de muestra y se trituré hasta un polvo muy
fino en un mortero, luego se realizaran los siguientes ensayos

quimicos:

Solubilidad en NaOH al 5%
En un tubo de ensayo se introdujeron 10 mg de la muestra, se anadi6
0,2 mL de etanol y 0,4 mL de NaOH al 5%. El cambio de coloracion

nos indico la presencia de compuestos quinénicos.

Reaccion de Borntrager

Un gramo de muestra se traté con NaOH 5% en caliente, se filtro,
enfrio y se acidulé con HCI 20%, se afadié benceno, agité y se dejo

en reposo. Luego se separo la fase bencénica a la cual se le anadio
NH4 OH.
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La formacién de una coloracion rosada a roja, indico la presencia de
antraquinonas. Fue necesario dejar un buen tiempo, para que la

reaccion ocurra.

f). Determinacién de saponinas

Prueba de la espuma

A una soluciéon acuosa de la muestra conteniendo 5 mg/mL, se
sometié a una agitacion vigorosa durante 30 segundos. La presencia
de la saponina se manifesté por la formacién de una espuma

persistente durante 3 min.

Reactivo de Liebermann — Buchard

A una pequefia cantidad de la muestra se afadié unas pocas gotas
de acido acético mas 3 mL de anhidrido acético/H2S0O4 (50:1), con lo
cual las saponinas triterpenoidales dan color rosado a purpura,

mientras las esteroidales dan azul — verdoso.

d). Determinacion de flavonoides

Con reactivo Shinoda: En un tubo de ensayo se colocé 1 mL de
muestra con 1 limadura de magnesio pequefa, con un gotero se
anadio 3 gotas de HCI concentrado. Se observé un intenso burbujeo
por la reaccién de las limaduras y la solucion adquiere una débil
coloracién naranja al principio; conforme va reaccionando mas, la
coloracién naranja se va intensificando, hasta que después de 10
minutos la solucion tiene un color tono rojo. Lo que indica un resultado

positivo.
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2. Evaluacién del efecto sedante del extracto alcohdlico de Melissa
officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla”
sobre la ansiedad inducida en ratones albinos, estableciendo la

dosis efectiva 50 ansiolitica.

Método de induccion de  hiperactividad y/o cambios

conductuales.

Para inducir los cambios conductuales en los ratones se utiliza el test
de N-metil-D-aspartato (NMDA), descrito por (Ngo Bum et al, 2002),
(Shmutz, et al. 1990), en el disefio experimental se consideré de 2
grupos control: uno con solvente twen 5 mL/Kg. y otro controlado
recibiendo 0.33 nmol/Kg. DAP7 (acido D-2- animo-7-

fosfonoheptanoico) un competitivo antagonico (Croucher et al, 1982).

Procedimiento de inducciéon de hiperactividad y/o cambios

conductuales.

Se realizé mediante la observacion por 30 minutos. Los animales que
no exhibieron un cambio de conducta dentro del periodo de

observacién de los 30 minutos fueron declarados protegidos.

Los animales fueron mantenidos en jaulas de crianza acondicionados
al ambiente de laboratorio con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas a
una temperatura ambiente, de igual manera recibiran su alimento y
agua ad libitum. El dia del ensayo se empez6 privando de agua y
alimentos 12 horas antes del ensayo para la determinacién de la
hiperactividad y los cambios conductuales. Se utilizaron 36 ratones
divididos al azar en 06 grupos de 6 animales a quienes se les observo
su comportamiento conductual antes de la induccién con N-metil-D-
aspartato (NMDA). Los animales marcados, pesados y distribuidos al

azar se identificaran en los siguientes grupos:
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Grupo 1: Normal (Solucion de twen 80, 5 mL/Kg.)

Grupo 2: N-metil-D-aspartato (NMDA) en una dosis de 75 mg/Kg.
Grupo 3: EAMM a dosis de 1 g/kg, + (NMDA) dosis de 75 mg/Kg.
Grupo 4: EAMM a dosis de 2 g/kg,+ (NMDA) dosis de 75 mg/Kg.
Grupo 5: EAMM a dosis de 4 g/kg,+ (NMDA) dosis de 75 mg/Kg.
Grupo 6: DAP7 a dosis de 0.33 nmol/Kg,0 + (NMDA) dosis de 75
mg/Kg.

Para el calculo de la dosis efectiva media (DEM 50) se utilizo el
Método de Litchfield-Wilcoxon un método estadistico para Ila
determinacion de DEM 50. (Ruiz et al, 2004).

INDICADOR DE MEDIDA: La DEM 50 fue expresada en mg/Kg.

. Determinacion del efecto sedante comparativo de Ia
administracion del extracto alcohdlico de Melissa officinalis
“Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla” presenta
efecto sedante en comparacion con estandares farmacolégicos

en la ansiedad inducida en ratones albinos.

Método de induccion del sueiio.

Se utilizé el test de Induccion del sueio en ratones por diazepam,
método descrito por Beretz et al, 1978 y modificado por Rakotonirina
et al, 2001 donde se estudia los efectos potenciales de la planta sobre

el sueno. (Ngo bum et al, 2004).
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Procedimiento de induccion del sueio.

Los animales de experimentacion adaptados a las condiciones de
laboratorio. Los animales fueron marcados y pesados periddicamente
hasta la culminacién del ensayo experimental. Los animales de

experimentacion fueron distribuidos en los siguientes grupos:

Grupo 1: Solucion de twen 80, 5 mL/Kg.

Grupo 2: EAMM a dosis de 1 g/kg + diazepam (50 mg/Kg.).
Grupo 3: EAMM a dosis de 2 g/kg + diazepam (50 mg/Kg.).
Grupo 4: EAMM a dosis de 4 g/kg + diazepam (50 mg/Kg.).
Grupo 5: Diazepam (50 mg/Kg.)

El tiempo de observacion entre la desaparicién y la recuperacion del

reflejo directo; se mide el tiempo de dormir.

. Determinacion de la seguridad del extracto alcohodlico de Melissa
officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla “a
nivel bioquimico y anatomopatolégico al ser administrado por via

oral en ratas normales durante 60 dias.

Método de evaluacion de toxicidad croénica.

Se utilizé el modelo de toxicidad crénica en ratas. (OECD, 1996)

Procedimiento de observacion por dosis repetida, induccion de

toxicidad croénica.

Se agrupo a los animales 10 machos y 10 hembras, ratas Holtzman
de un promedio de 175 £ 25 g. y de 2 meses de edad, a los cuales se
le dividié en 2 grupos por género. A 5 machos se les administrd
diariamente el solvente (Solucion de twen 80, 5 mL/Kg.) mientras que
a los 5 restantes se les administréo el extracto diariamente, de la

misma manera se realizé con las hembras; se fueron observando los
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efectos diarios que se presentaron (aumento de secreciones,

palpitaciones, etc).

La dosis a administrar fue de 4 g/Kg del extracto alcohdlico de
Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla”
en forma repetida por via peroral diariamente hasta la culminacion del
ensayo experimental (60 dias) y al grupo control solucion de twen 80,
5 mL/Kg. (emulsificante). Luego los animales fueron sacrificados
administrandoles pentobarbital a dosis de 100 mg/kg. Se procedi6 a
la obtencién de sangre por puncién cardiaca para la realizacién de los
analisis bioquimicos: colesterol, urea, creatinina, transaminasas,
lipoproteina HDL. Todos los 6rganos fueron conservados en formol al
10% para posterior examen anatomopatolégico y determinar los

posibles cambios histolégicos, en relacion al grupo control.

Rango de toxicidad crénica

DOSIS CLASIFICACION
< 25 mg/kg Muy toxica
< 200 mg/kg Toéxica
< 2 000 mg/kg Dafina
> 2 000 mg/kg No clasificada

(OECD, 1996)

Se observo el comportamiento de los animales durante 60 dias.

Prueba de hipoétesis

Hipétesis nula (Ho): El extracto alcohdlico de hojas y flores de

Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla”

no ejerce efecto sedante sobre la ansiedad inducida en ratones

albinos.
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Hipotesis alternativa (H¢): El extracto alcohdlico de hojas y flores de
Melissa officinalis “Toronijil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla”
ejerce efecto sedante sobre la ansiedad inducida en ratones albinos.

Por los datos obtenidos en el presente estudio rechazamos la
Hipotesis Nula (HO) y aceptamos la Hipodtesis Alternativa (H1);
concluimos que “hay suficiente evidencia estadistica para inferir que

la Hipétesis Nula (HO) es falsa” con (p<0.05).

4.1 Analisis, interpretacion y discusion de los resultados

Procesamiento estadistico

Los datos fueron expresados utilizando la estadistica descriptiva
haciendo uso de valores medios * error estandar, porcentajes,
intervalos de confianza al 95%, valores minimos y maximos. Asi como
también se aplicé analisis estadistico interferencial de las variables
cuantitativas empleandose el analisis de varianza de una via (One-
way ANOVA) que permiti6 determinar si existe diferencia
estadisticamente significativa para la variable evaluada intergrupos e
intragrupos, luego se realizé un analisis de multiples comparaciones
tipo post hoc mediante el test de LSD. Se consideré un nivel de
significancia fijado en p< 0.05. Se usé el software estadistico SPSS
for Windows 13.0 afio 2005.

Consideraciones éticas

En el estudio experimental al utilizar animales de experimentacién
especificamente ratones y ratas se tuvieron en cuenta las normas y
los procedimientos éticos para el manejo de animales de laboratorio
establecidos internacionalmente. (Guide for the care and use of

laboratory animals, 1996).

49



CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

RESULTADOS

4.1 Presentacion de resultados

4.1. Obtencion del extracto etandlico de las hojas y flores de Melissa

officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla Manzanilla”

4.1 a Recoleccién de la muestra vegetal

Las plantas en estudio fueron recolectadas en el Distrito de Huasahuasi
(2754 m.s.n.m.), Provincia de Tarma, Departamento de Junin. Se recolecto
la planta entera en su estado silvestre (hojas, tallos y flores), sin raiz con
tijera podadora, en un dia soleado, y fueron colocados en una bolsa de

papel, previamente con la colocacion de alcohol al 96 %. (Sharapin, 2000).

4.1 b. Identificacion de la especie

Taxondmicamente las plantas fueron identificadas como: Melissa
officinalis “Toronjil" y Matricaria chamomilla” Manzanilla” (Ver
Anexo N° 1y 2).

4.1 c. Preparacion del extracto alcohdlico

Secado y molienda de la planta

Se sometid la muestra a un ligero secado natural en un area sombreada,
ventilada y a temperatura ambiente en tendales de papel kraf que se fue
cambiando constantemente. Se selecciond la muestra y se realizé la
preparacion del extracto primero por separado cada planta midiendo el peso

de la muestra a utilizar.
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Preparacion del extracto

Se obtuvieron los extractos alcohdlicos de “Manzanilla” y “Toronijil” en una
proporcion del 50% (P/V) para lo cual se procedié a la extraccion alcohdlica.
(Sharapin, 2000). Ambos extractos fueron conservados a una temperatura
de 4 a8 °C.

Una vez obtenido ambos extractos estos fueron mezclados en proporciones
iguales y resuspendidos en twen 80, tuvo el aspecto de masa homogénea,

de consistencia blanda, color verde petréleo, libre de particulas extranas.

Los rendimientos se obtuvieron por diferencia de peso humedo y seco de
planta entera (hojas y flores), cuyos resultados fueron de 3.4 % por 100 g de
Matricaria chamomilla “Manzanilla” y de 2.2 % por 100 g de Melissa

officinalis “Toronijil”.
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4.2 Marcha fitoquimica

Tabla 1. Marcha fitoquimica del extracto alcohdlico de Matricaria

chamomilla “Manzanilla”

Reactivo: Metabolito primario/secundario Resultado
Ninhidrina Aminoacidos libres -
Gelatina Taninos -
Tricloruro férrico Compuestos fendlicos ++
Dragendorff Alcaloides -
Molisch Azucares +
NaOH 10% Quinonas -
Mayer Alcaloides -
Liebermann Esteroides vy triterpenos ++
Shinoda Flavonoides +

Leyenda: (+++) = abundante cantidad; (++) = regular cantidad;

(+) = poca cantidad; (-) = ausencia

Tabla 2. Marcha fitoquimica del extracto alcohdlico de Melissa

officinalis “Toronjil”

Reactivo: Metabolito primario/secundario Resultado
Ninhidrina Aminoacidos libres -
Gelatina Taninos +
Tricloruro férrico Compuestos fenolicos ++
Dragendorff Alcaloides -
Molisch Azucares ++
NaOH 10% Quinonas +
Mayer Alcaloides -
Liebermann Esteroides vy triterpenos ++
Shinoda Flavonoides +

Leyenda: (+++) = abundante cantidad; (++) = regular cantidad;

(+) = poca cantidad; (-) = ausencia



Tabla 3. Marcha fitoquimica del extracto alcohélico de Melissa

officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla”

Reactivo: Metabolito primario/secundario Resultado
Ninhidrina Aminoacidos libres -
Gelatina Taninos ++
Tricloruro férrico Compuestos fendlicos +++
Dragendorff Alcaloides -

Molisch Azucares ++

NaOH 10% Quinonas +

Mayer Alcaloides -
Liebermann Esteroides vy triterpenos +++
Shinoda Flavonoides +

Leyenda: (+++) = abundante cantidad; (++) = regular cantidad;

(+) = poca cantidad; (-) = ausencia

4.3 Efecto del extracto alcohodlico de las hojas y flores de Melissa
officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla” sobre la

hiperactividad y los cambios conductuales sobre la ansiedad.

Tabla 4 y figura 1, muestran el efecto del extracto alcohdlico de hojas y
flores de Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla “‘Manzanilla”
(EAMM) sobre la hiperactividad estimulados por NMDA, donde se midio el
tiempo de duracion de hiperactividad expresado en nimero de animales

declarados protegidos, observandose un mejor efecto a dosis de 4 g/Kg.
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Tabla 4: Animales con hiperactividad por NMDA, y porcentaje de
proteccion por el antagénico DAP7 y el extracto de EAMM.
Dénde: hiperactividad, es movimientos involuntarios medidos hasta 30

minutos.

N° animales con

Tratamiento n hiperactividad Proteccion
%
Sol. Twen 80 6 0 0
NMDA 6 6 0,00
NMDA + DAP7 6 0 100,00
EAMM 1 g/kg 6 2 67,00
EAMM 2 g/kg 6 1 83,00
EAMM 4 g/kg 6 0 100,00

% de Proteccidn = [((control — tratamiento)/control)] x 100

% de Proteccion
o B & @B ® B B

il

fol Twen 80 NMDA  NMDA-DAPT EAMM  EaMM  EAMM
leKs. 2eKe. 4eKe.

Figura 1. Porcentaje de animales protegidos frente a la inducciéon de
hiperactividad de cambios conductuales con NMDA (N-metil-D-aspartato).
Esta dado por los datos obtenidos por el grupo control menos tratamiento

sobre control por 100.
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Figura 2. Duracion de tiempo expresado en minutos de los episodios de
hiperactividad y cambios conductuales, producidos por la administracién

de NMDA y antagonizadas por DAP7 y EAMM.

2%

88 %

FPorcentaje
de

proteccion

51 812 1014 1266 1580 1972 2462 373 3836 4788 mMESKE

DEM = 3193 00 mg/Kg.

Figura 3. Dosis efectiva media del extracto alcohdlico de hojas y flores de
Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla”

sobre la hiperactividad y los cambios conductuales inducidos con NMDA.
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4.4 Efecto sedante del extracto alcohdlico de las hojas y flores de
Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla”

en comparacion con el estandar Farmacolégico diazepam.

La figura 4, muestra el efecto sedante del extracto alcohdlico de hojas y
flores de Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla
“Manzanilla” (EAMM) en comparacion con el estandar farmacologico

diazepam, observandose un mejor efecto a dosis de 4 g/Kg.

300,00 —

250,00 —

200,00 —

150,00 =

100,00 —

Valor medio (minutos)

50,00 —

0,00 r

Sol. twen BO D ' D EANM Di EAMM  Diazepam-EANM
5 mL/Kg. 50 meEe. 1eKe. 2 gKe 4 5Kg
TRATAMIENTO

Figura 4. Tiempo de dormir en minutos, comparado con el estandar

farmacoldgico diazepam 50 mg/Kg.
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Figura 5. Porcentaje de hipnosis (tiempo de dormir), comparado con el

estandar farmacoldgico diazepam.
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5. Seguridad del extracto alcohdlico de las hojas y flores de Melissa

officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla”

Tabla 5. Observaciones histopatoldgicas agrupadas en comparacion entre

Solucion Twen 5 ml/Kg. (Solvente del extracto) y extracto alcohdlico 4 g/Kg.

de hojas y flores de Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria

chamomilla” Manzanilla” (EAMM) durante 60 dias.

Graf. N° Tratamiento durante 60 dias Observaciones
1 Solucién Twen 80, 5 ml/Kg Cerebro: Sin alteraciones
2 EAMM 4 g/Kg. Cerebro: Sin alteraciones
3 Solucién Twen 80, 5 ml/Kg Bazo: Sin alteraciones
4 EAMM 4 g/Kg. Bazo: Sin alteraciones
5 Solucién Twen 80, 5 ml/Kg Corazén: Sin alteraciones
6 EAMM 4 g/Kg. Corazén: Sin alteraciones
7 Solucién Twen 80, 5 ml/Kg Higado: Sin alteraciones
8 EAMM 4 g/Kg. Higado: Sin alteraciones
9 Solucién Twen 80, 5 ml/Kg Pulmén: Sin alteraciones
10 EAMM 4 g/Kg. Pulmén: Sin alteraciones
11 Solucién Twen 80, 5 ml/Kg Rinon: Sin alteraciones
12 EAMM 4 g/Kg. Rifnén: Sin alteraciones
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Figura 6. Tejido cerebral, sin alteraciones. Soluciéon Twen 80. (40X).

Figura 7. Tejido cerebral, estructuras celulares conservadas. EAMM.
(40X).
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Figura 10. Corazon, sin alteraciones. Soluciéon Twen 80. (40X).

Figura 11. Corazén, estructuras celulares conservadas. EAMM. (40X).
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Figura 13. Higado, estructuras celulares conservadas. EAMM. (40X).
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Figura 14. Pulmon, sin alteraciones. Solucion Twen 80. (40X).

Figura 15. Pulmon, estructuras celulares conservadas. EAMM. (40X).
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Figura 16. Rifidn, sin alteraciones. Solucion Twen 80. (40X).

Figura 17. Rifidn, estructuras celulares conservadas. EAMM. (40X).
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Valor medlo (Ul/mL)

Machos Sol. Trren Machos EAMM Hembrzs Sol. Twen Hembraz EANM
Salikg 4g¥E SalEe 4gke
Tratamiento

Figura 18. Niveles de urea en plasma de ratas normales luego de 60
dias de administracion de solucion twen 80, 5mL/Kg. y de extracto
alcohdlico de Melissa officinalis “Toronjil’ mas Matricaria chamomilla
“‘Manzanilla” EAMM, 4 g/Kg. (p< 0.05).

30.00 =

Nival medio (UL}
-1
B
[ ]

10.00=

0.00 -

Machos 5ol Twen Machos EANM Hembazs Sol. Twen Hembrzs EAMM
5ml/Eg 4mHg 5ml/Kg 4pKg
Tratamiento

Figura 19. Niveles de TGP en plasma de ratas normales luego de 60
dias de administracion de solucion twen 80, 5mL/Kg. y de extracto
alcohdlico de Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla
“‘Manzanilla” EAMM, 4 g/Kg. (p< 0.05).
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Figura 20. Niveles de colesterol en plasma de ratas normales luego de
60 dias de administracion de solucion twen 80, 5mL/Kg. y de extracto
alcohdlico de Melissa officinalis “Toronjil’ mas Matricaria chamomilla
“‘Manzanilla” EAMM, 4 g/Kg. (p< 0.05).
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Figura 21. Niveles de HDL en plasma de ratas normales luego de 60
dias de administracion de Solucién Twen 80, 5mL/Kg. y de extracto
alcohdlico de Melissa officinalis “Toronjil’ mas Matricaria chamomilla
“‘Manzanilla” EAMM, 4 g/Kg. (p< 0.05).




Tabla 6. Evolucion de pesos durante 8 semanas.

Semana Tratamiento Valor Error Intervalo confianza 95% Minimo  Maximo
Medio (g) Estandar D.E. +/- Limite inferior Limite superior

Basal Machos Solvente 5 mL./kg. 146,2 2,8 138,3 154 1 140 154
Hembras Solvente 5 mL./kg. 66,8 6,1 49,9 83,7 55 85
Machos EAMM 4 g./kg. 144.8 4,6 132,1 157,5 128 154
Hembras EAMM 4 g./kg. 61,6 6,4 43,9 79,3 41 76

Primera  Machos Solvente 5 mL./kg. 156,6 1,7 151,9 161,3 153 162
Hembras Solvente 5 mL./kg. 82,8 4,9 69,1 96,5 72 97
Machos EAMM 4 g./kg.. 157,2 5,8 141,2 173,2 135 168
Hembras EAMM 4 g./kg.. 81,6 3,4 72,2 91,0 69 88

Segunda Machos Solvente 5 mL./kg. 166,6 3,1 158,1 1751 159 174
Hembras Solvente 5 mL./kg. 95,8 51 81,7 109,9 87 115
Machos EAMM 4 g./kg.. 163,8 55 148,6 179,0 143 174
Hembras EAMM 4 g./kg.. 94,6 2,4 88,1 101,1 88 100

Tercera  Machos Solvente 5 mL./kg. 180,6 50 166,7 194,5 164 192
Hembras Solvente 5 mL./kg. 103,6 6,5 85,5 121,7 93 129
Machos EAMM 4 g./kg. . 171,8 3,4 162,3 181,3 160 179
Hembras EAMM 4 g./kg. 108,4 3,1 99,7 17,1 97 115

Cuarta Machos Solvente 5 mL./kg. 200 7.1 180,3 219,7 174 213
Hembras Solvente 5 mL./kg.  113,2 8,8 88,7 137,7 101 148

Los valores estan dados en promedio +/- D.E. de 5 ratas en cada grupo comparados con test de diferencia

significativa minima con una p < 0.05.
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Semana Tratamiento Valor Error Intervalo confianza 95% Minimo  Maximo
Medio (g) Estandar D.E. +/- Limite inferior Limite superior
Machos EAMM 4 g./kg. . 194,8 7,4 174,3 215,3 179 215
Hembras EAMM 4 g./kg. . 120,2 3,2 111,2 129,2 112 128
Quinta Machos Solvente 5 mL./kg. 220,2 11,2 189,2 251,2 182 246
Hembras Solvente 5 mL./kg.  135,6 9,9 108,0 163,2 123 175
Machos EAMM 4 g./kg.. 217 12,5 182,2 251,8 185 255
Hembras EAMM 4 g./kg. . 142,4 5,9 126,1 158,7 128 153
Sexta Machos Solvente 5 mL./kg. 236,8 12,6 201,8 271,8 190 261
Hembras Solvente 5 mL./kg.  156,2 9,1 131,0 181,4 140 191
Machos EAMM 4 g./kg. . 239,2 17,8 189,9 288,5 189 290
Hembras EAMM 4 g./kg.. 159,8 7,5 139,0 180,6 141 178
Séptima Machos Solvente 5 mL./kg. 254,2 13,0 218,0 290,4 208 279
Hembras Solvente 5 mL./kg. 177 9,7 150,1 203,9 164 215
Machos EAMM 4 g./kg.. 252,8 16,9 205,8 299,8 207 300
Hembras EAMM 4 g./kg. . 177 8,1 154,4 199,6 159 205

Los valores estan dados en promedio +/- D.E. de 5 ratas en cada grupo comparados con test de diferencia significativa

minima con una p < 0.05.
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Figura 22. Evolucion de pesos durante la administracién de la asociacion de

Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla” en dosis

de 4 g /Kg. y del solvente twen 80, 5 mL/Kg.
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DISCUSION

La etnobotanica es la ciencia que estudia el uso popular de la flora de una
region y sus propiedades curativas de la planta, tal es asi que las plantas
utilizadas en el estudio, Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria
chamomilla “Manzanilla” refieren ser requeridos por la poblacién por sus
propiedades tranquilizantes. Huaman (1996). El “Screening” fitoquimico,
llamado también marcha fitoquimica o tamizado fitoquimico, es una de las
etapas iniciales de la investigacion fitoquimica, que permite determinar
cualitativamente los principales grupos de constituyentes quimicos de la
planta. (Dominguez, 1979).

En la (Tabla 1) se muestran las concentraciones importantes de los
compuestos fendlicos y flavonoides del extracto alcohdlico de Matricaria
chamomilla “Manzanilla” esto se deberia a la presencia de un flavonoide muy
importante en la composicién quimica de la Manzanilla, que es la Apigenina,
que también fueron encontrados en estudios anteriores al nuestro. (Della
LLogia, et al 1981).

La (Tabla 1) hace referencia a la importante cantidad de compuestos
terpenicos dentro del extracto presente en Matricaria chamomilla
“‘Manzanilla”, las concentraciones halladas son relevantes y esto se deberia
a la presencia de compuestos terpenoides, matricin, proazulenos como el
alfa bisabolol, los cuales nos permiten reforzar los hallazgos realizados en

estudios previos. (Pirzard, et al 2006).

La colina un compuesto quimico importante muchas veces considerado
nutriente vital y muy bien distribuidos en otros compuestos tales como los
mucilagos, en la (Tabla 1) se evidencia relativas concentraciones de
mucilagos y azucares lo que podriamos asumir por la presencia de colina en
el extracto alcohdlico de Matricaria chamomilla “Manzanilla”, lo cual

contrasta con otros estudios realizados anteriormente. (Pirzard, et al 2006).
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El citronnelal o dehidrogeraniol es un monoterpenoide de origen natural,
estudios anteriores demuestran que mencionado terpenoide se encuentra en
concentraciones muy considerables en el extracto de Melissa officinalis
“Toron;jil” lo mismo sucede con otro metabolito secundario como el eugenol a
los cuales se les atribuye acciones sedativas pues evidencian interaccion y
afinidad con los receptores GABA-A; como muestra la (Tabla 2), nuestro
extracto alcohdlico evidencia concentraciones relevantes de esteroides y
triterpenos, también se muestra relevancia en compuestos fendlicos y esto
se deberia a un compuesto fendlico muy importante como lo es el eugenol a

los cuales se les atribuye propiedades sedantes. (Aoshima 1999)

El acido rosmarinico es considerado un compuesto fendlico al cual se le
atribuye propiedades ansioliticas por la interaccién con el receptor implicado
en la génesis de los estados de ansiedad, en el presente estudio al realizar
la marcha fitoquimica se encontraron concentraciones considerables de
compuestos fenolicos como muestra la (Tabla 2) por lo cual reafirmamos los
efectos ansioliticos del extracto alcohdlico de Melissa officinalis “Toronijil”
(Pereira, et al 2005)

La (Tabla 2) muestra la presencia de flavonoides en pequefas cantidades en
nuestro extracto alcohdlico de Melissa officinalis “Toronjil” esto se deberia a
la presencia de luteolin-3'-O-beta-glucorénido un flavonoide con ciertas
propiedades antioxidantes, lo cual reafirma estudios anteriores realizados en

el extranjero. (Heitz, et al 2000)

La (Tabla 2) evidencia la presencia de azucares en el extracto alcohdlico de
Melissa officinalis “Toronjil’, esto se debe a la presencia de mucilagos
presentes en la planta dentro de estos mucilagos resalta la presencia de
colina y nos permite reafirmar estudios anteriores al nuestro (Wake, et al
2000).
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Los hallazgos encontrados en el presente estudio nos evidencia el aumento
de concentracion de los compuestos fendlicos, de compuestos terpenicos,
flavonoides y de mucilagos (Tabla 1) presente en el extracto alcohdlico de
“‘Manzanilla” que posterior a la asociacion con el extracto alcohdlico de
“Toronjil” aumento considerablemente su concentracion (Tabla 3), esto se
deberia al efecto de suma que presentan los metabolitos secundarios
sujetas a estudio, el cual podria ser el responsable del efecto sedante

encontrado. (Solinas et al, 1996).

El estudio fitoquimico del extracto alcohdlico de las hojas y flores Melissa
officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla” ha evidenciado
regular cantidad de compuestos polifendlicos y compuestos esteroides y
triterpenos (Tabla 3), por lo que se hace necesario mayores investigaciones
al respecto, para conocer si estaria presente el compuesto monoterpenico:
citral (geranial + neral) del “Toronjil” y diversos sesquiterpenos con esqueleto
bisabolano de la “Manzanilla”, y asi explicar los postulados anteriores.
(Soulimani et al, 1991; Perry et al, 1996).

Es posible que los compuestos polifendlicos y compuestos triterpenoides
presentes en el extracto alcohdlico de las hojas y flores de Melissa officinalis
“Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla” (Tabla 3) contribuyan en

mejorar los estados de ansiedad y estrés. (Mann et al, 1992).

La activacion de los receptores inotrépicos de NMDA son estimulados con su
neurotransmisor glutamato y también por parte de un agonista
correspondiente, en el presente estudio es NMDA provocando una serie de
flujo de iones en estos receptores donde resalta la entrada de los iones Na*
y Ca’ y salida de los iones K* de las células neuronales manifestandose
hiperactividad de estas células, que se evidencia con hiperactividad y
cambios en la conducta dosis dependiente que pueden llevar a la epilepsia.
En el ensayo de hiperactividad y cambios conductuales como muestra la
(Figura 1) se utiliz6 DAP-7 un antagénico de NMDA como control positivo;
quedando reflejado que el EAMM a 4 g. /Kg posee el mismo porcentaje de

proteccién que el antagdnico DAP-7, esto se deberia a que compuestos

71



presentes en el EAMM estarian interactuando con los receptores de NMDA
estimulados, desplazando a su agonista y mejorando los estados de
conducta, ademas que se deberia a sus compuestos terpenicos como
citronelal y alfa bisabolol que estarian presente en el EAMM. Los datos
también sugieren, como muestra la (Figura 2), la disminucién en el tiempo de
latencia de los cambios conductuales evidenciados con hiperactividad de los
animales de experimentacion se deberia a la interaccién de los flavonoides

apigenina y luteolin-3'-O-beta-glucorénido. (Abuhamdah, et al 2008).

Con los hallazgos podriamos postular como muestra la (Figura 3) una dosis
efectiva 50 (DE50) de 3198.00 mg. / Kg. del extracto alcohdlico de hojas y
flores de Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla
“‘Manzanilla”, ejerce efectos tranquilizantes sobre la hiperactividad y los
cambios conductuales inducidos con NMDA. Esto se deberia a la
participaciéon de sus metabolitos secundarios en suma por la asociacion de

estas 2 plantas al administrarse a los animales de experimentacion.

El GABA es un receptor que esta implicado en el origen de estados de
ansiedad, puesto que su interaccion con determinados ligandos generan
estados ansioliticos como sucede con el diazepam en el presente estudio;
nuestro estandar farmacoldgico la (Figura 4) muestra la potenciacion por
estimulacién de los receptores GABA reflejados en el tiempo de dormir por
parte de los ratones a los cuales se les administré diazepam mas EAMM,
donde observamos que el tiempo de dormir son muy considerables en
aquellos que recibieron diazepam mas EAMM, esto se deberia a la
participacion de los metabolitos secundarios como , eugenol, &cido
rosmarinico, apigenina, y colina que estarian interactuando con el receptor
GABA produciendo efectos ansioliticos reflejados en el tiempo de dormir.
(Aoshima y Hamamoto 1999), (Avallone, et al 2000).

Con los hallazgos descritos, se postula que el extracto alcohdlico de las
hojas y flores de Melissa officinalis “Toronijil” mas Matricaria chamomilla
“‘Manzanilla” posiblemente actuaria directamente interactuando con el

receptor GABAa inhibiendo la liberacién de serotonina cuando estos valores
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se encuentran demasiados altos, permitiendo la disminucién de los estados
de ansiedad. Por otro lado, al administrar el extracto alcohdlico de las hojas
y flores de Melissa officinalis “Toronjil” mas  Matricaria chamomilla
“‘Manzanilla” en ratones normales se desarrollaria el efecto sedante (Figura
2), posiblemente por metabolitos secundarios presentes en las plantas

(Tabla 3), que actuarian a nivel del receptor GABAa (Wolfman et al, 1994).

En la (Tabla 5) evaluacion de la toxicidad cronica por via peroral del extracto
alcohdlico de Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla
“‘Manzanilla” no presenté mortalidad asi, como también no presenté cambios
significativos en los tejidos analizados postmortem a dosis de 4 g/Kg., que
es considerado limite para los estudios de toxicidad crénica oral. El extracto
alcohdlico de hojas y flores de Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria
chamomilla “Manzanilla” se considera no toxica ya que no presenta una
mortalidad mayor a la dosis estudiada estando en el rango de no clasificado

como lo muestra el método para toxicidad crénica en ratas. (OECD, 1996).

La insuficiencia renal cronica es el resultado de la destruccion progresiva e
irreversible de las nefronas, esto sucede cuando un organismo vivo se
somete a numerosos agentes toxicos que puedan causar dafio renal asi
como también a muchas enfermedades una de ellas por ejemplo la diabetes
mellitus, esta destruccion produce hipertrofia estructural y funcional de las
nefronas. (Brener, 1993). Como muestra la (Figura 18) los valores para urea
se encuentran dentro de los niveles normales e inclusive muestran un ligero
descenso de las concentraciones medidas, en el grupo de animales
expuestos a toxicidad cronica, esto se deberia a la presencia de un
metabolito presente en el extracto que seria colina, el cual ha demostrado
gue en concentraciones bajas en un organismo vivo causa lesiones renales
acompanadas de dafo ocular, y sucede lo contrario cuando los niveles de
colina se encuentran estables 0 en concentraciones considerables. Nuestro
extracto proporcionaria concentraciones adecuadas de colina aunque falta

realizar estudios que demuestren este efecto. (Ossani, et al 2006).

73



Las transaminasas son indicadores de la funcion hepatica sobre todo del
nivel de necrosis de los hepatocitos (Soza, 2004). El nivel normal de TGP de
una rata sana es de 38 Ul/dl. (Troncozo, 2007), en nuestro estudio, asi como
en otros, los niveles de transaminasas se elevan por la presencia de un
agente hepatotoxico. Estudios de toxicidad con tetracloruro de carbono
demuestran que se elevan los niveles de transaminasas, cuando existe
lesion de los hepatocitos. (EMEA, 1999). Como se muestra en la (Figura 19)
los valores de TGP de los animales que recibieron la asociacion del extracto
sujeta a estudio durante 60 dias, no mostraron alteraciones de los niveles de
TGP, esto se deberia a que el extracto posee metabolitos secundarios como
flavonoides antioxidantes que mejorarian la funcién hepatica aunque falta
realizar estudios para demostrar el mecanismo de acciéon por la cual se

estarian evidenciando este efecto.

En la (Figura 20) se observa valores de colesterol de significancia en los
animales machos a diferencia de las hembras esto se deberia al sistema
hormonal, en la (Figura 21) muestran los valores de HDL que después de la
administracion cronica muestran que los niveles han sido elevados
considerablemente con respecto al grupo control, esto se deberia a que los
metabolitos presentes en el extracto asociado elevan el HDL en este ensayo
de toxicidad crénica. (OECD, 1996).

El extracto alcohdlico de hojas y flores de Melissa officinalis “Toronijil” mas
Matricaria chamomilla “Manzanilla” presenta actividad sedante a dosis de 4
g/Kg este efecto se explicaria por la suma de los metabolitos secundarios de
ambas plantas entre ellos compuestos terpenicos, fendlicos, flavonoides y
mucilagos como la colina, como se muestran en la (Tabla 3), dado a que los
compuestos terpenicos como citral, citronellal, eugenol, acido rosmarico, alfa
bisabolol, matricin, flavonoides como apigenina, estarian interactuando con
los receptores GABA evidenciando efectos sedantes ansioliticos. (Aoshima y
Hamamoto 1999), (Avallone, et al 2000). Asi como también importante
participaciéon en el desplazamiento del glutamato neurotransmisor, por
competencia sobre los receptores de NMDA implicado en la génesis de la

hiperactividad, por parte de mencionados metabolitos, reflejandose una
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considerable disminucion de los estados de hiperactividad como lo muestra
la (Figura 2). (Abuhamdah, et al 2008).

En el presente estudio se hace referencia a Matricaria chamomilla
‘manzanilla” pero sin embargo como muestra el certificado de taxonomia
emitido por el museo de historia natural, hace referencia a Matricaria reculita
“‘manzanilla” esto se debe a que ambos nombres cientificos son sinbnimos y
por lo tanto al referirnos a uno de ellos, sabremos que estamos identificando

a ambos de la misma manera. (Rios, et al 2008).

El extracto alcohdlico de Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria
chamomilla “Manzanilla” no poseen efectos toxicos y su actividad sedante ha
sido demostrada por los pobladores que usan este extracto en estados de
preocupacion como también para poder conciliar el suefo. Los estudios
preclinicos y clinicos pueden ampliar el campo de accion, extendido en

formas farmacéuticas tales como tinturas, jarabes o capsulas.
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CONCLUSIONES

1. El estudio fitoquimico cualitativo del extracto alcohdlico de hojas y flores
de Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria reculita “Manzanilla” muestran
gque de manera individual poseen considerables metabolitos, pero una vez
asociadas estas aumentan considerablemente indicando la presencia
abundante cantidad de compuestos terpenicos, compuestos fendlicos,

seguido de mucilagos y flavonoides.

2. El extracto alcohdlico de hojas y flores de Melissa officinalis “Toronjil” mas
Matricaria chamomilla “Manzanilla” en condiciones experimentales al
administrarse por via oral, presenta actividad sedante sobre la ansiedad
inducida a dosis de 4 g/Kg. Mostrando una (DE50) de 3198.00 mg. /Kg.

3. La administracion por via oral en animales de experimentacion del
extracto alcohdlico de hojas y flores de Melissa officinalis “Toronjil” mas
Matricaria chamomilla “Manzanilla” evidencian efectos sedantes al ser

comparado con el estandar farmacoldgico diazepam.

4. El estudio de toxicidad crénica en ratas, del extracto alcohdlico de hojas y
flores de Melissa officinalis “Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla”
demostré que la dosis letal 50 (DL 50) es mayor a 2000 mg/Kg. Ademas de

no mostrar alteraciones patolégicas en los estudios bioquimicos realizados.
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RECOMENDACIONES

1. La procedencia de las plantas durante un estudio experimental deben de
ser de un lugar conocido puesto que se ha demostrado que, pueden
pertenecer al mismo grupo de familia pero de diferentes zonas de cultivo;
estas variaran sus concentraciones de metabolitos secundarios de acuerdo a

la zona de cultivo.

2. Las técnicas de preparacion del extracto vegetal deben de realizarse
segun los métodos establecidos que permitan garantizar la adecuada
extraccién de los metabolitos secundarios y su maxima concentracién que

sera administrada a los animales de experimentacion.

3. Si bien es cierto en el presente estudio los métodos utilizados para
demostrar el efecto sedante y/o tranquilizante han sido descrito por autores
en otros trabajos de investigacion se deberia buscar nuevos métodos que
permitan evaluar el efecto sedante de un extracto vegetal administrado a

animales de experimentacion.
4. Los ensayos de toxicidad, deben ajustarse a las adecuadas técnicas de

recolecciéon de muestras, porque un mal manejo de los 6rganos obtenidos,

podrian proporcionar datos erréneos a una investigacion
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ANEXO N° 1

UNIVERSTDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Pera, DECAMA DE AMERICA ; . ™

MUSEQ DE HISTORIA NATURAL

CONSTANCIA N°069-USM-2009

LA JEFA (&) DFL HERBARIC 3AN MARCOS (LISM) DEL MUSED GE HISTORLIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIQNAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA
CONSTANCIA QUE:

La mueslra vegetal (planta completa), recibida del Sr. JESUS PEDRO BUENDIA

GCHOA, estudiante de la Maestria 7 Farmanplogia, de la Facultad de Farmacia y
Bloquimica de la LNMSH, ha sido estudiada ¥ clasificada como: Mellssa officinalis L.,

y tiene la siguiente posicidn taxonemica, segun ol Sistema de Clasificacion de
Cronguist (19387:

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGHILIORSIDS,
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: LAMIACERE
GENERD: Malissa
ESPECIE: Melissa officinalls L

Nombre vulgar: “Taranjil”
Detarminada por: Mg, Maria I, La Tarre A,

Sa extiende 2 presente conslancia a solicitud de la parte interesada, para fines de

investigacian,
Lima, 16 de Noviembre de 2009
£
i E 3 T 2o,
T . T
4 pra. Betty Millan 5.
= JEFA {e) DEL HERBARIO
L =AM MARCOS
BB ) TS
T
A Arenalee 1250, Tosde Marta i o 5
A, 4434, Livur 14, Pord :ﬂﬁ;qﬂ”'ﬁ‘:g,%ﬂ';::f:;ﬁ amall: npseaRir AT, pe

htpedmutanka pamvn o,
Fue: {511) 2655879 ! gk
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ANEXO N° 2

=5 UNTVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE 5AN MARCOS .
Llmivemsicdic] dlel Ty, IECAR A DE AMERICA 3 -

MUSE(Q DE HISTORIA NATURAL

CONSTANCIA N°063-USM-2009

L& JFFA (@) DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEQ DE HISTCRIA
MNATURAL, DE L& UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCDS, DEIA
COMSTANCIA QUE:

Lz muestra vegetal (pisnta completa), recibida del Sr. JESUS PEDRO BLUENDIA
OCHOA, estudiante de |a Maestda en Farmacolegia, de la Facultad de Farmacia y
Bloguimica de la UNMSM, ha side estudiads v clasificada comos: Matricacia recuifta
L, v tiens |a siguiente posicidn taxondémica, segun el Sisterma de Clasificacidn de
Cranguist {19388):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGHMOLIOPSIDA
ORDEM: SCROPHULARIALES
FAMILIA: ASTERACEAE
GEMERD: Matricario
ESFECIE: Mairicaria raciifta L

Nembre vulgar: “Marcanifla”
Determinada por: Mo, Hamilton Beltrdre 5.

Se extiende la presente constancia a solicitud de |z parte interesada, gara fines de
invastigacian.

Lima, 1.3 de Noviembre de 2009

IEIE.. Betl:y-ﬂ'i’!-lim 5.
IEFA{e) DEL HERBARIO

77 AN MARCOS
LDE -
-
Av Arewaier 1256, fonis Woie Tolfe: (FTT) S 7L-00FT, 8702471, R L R
A A, ! 2] 7l - o MRS Ty,
Acafu. 130439, Limu T4 Pont ATE-TAPE, EI-TR axa _T,TIS'_; ﬁm&ﬁﬂﬂfﬂﬂﬁ'ﬁﬂn\um L'n'r.'.i:

Flay (1010 2656810

89



ANEXO N° 3
MARCHA FITOQUIIiMICA

Marcha fitoquimica del extracto alcohdlico de Melissa officinalis

“Toronijil”

A) Extracto + Reactivo Ninhidrina.

B) Extracto + Reactivo Gelatina.

C) Extracto + Reactivo Tricloruro férrico.
D) Extracto + Reactivo Dragendorf.

E) Extracto + Reactivo Molisch.

F) Extracto + Reactivo NaOH 10%.

G) Extracto + Reactivo Lieberman.

H) Extracto + Reactivo Shinoda.
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ANEXO N° 4

Marcha fitoquimica del extracto alcohdlico de Matricaria chamomilla

“Manzanilla”

A) Extracto + Reactivo Ninhidrina.

B) Extracto + Reactivo Gelatina.

C) Extracto + Reactivo Tricloruro férrico.
D) Extracto + Reactivo Dragendorf.

E) Extracto + Reactivo Molisch.

F) Extracto + Reactivo NaOH 10%.

G) Extracto + Reactivo Lieberman.

H) Extracto + Reactivo Shinoda.
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ANEXO N° §

Marcha fitoquimica del extracto alcohdlico de Melissa officinalis

“Toronjil” mas Matricaria chamomilla “Manzanilla”

A) Extracto + Reactivo Ninhidrina.

B) Extracto + Reactivo Gelatina.

C) Extracto + Reactivo Tricloruro férrico.
D) Extracto + Reactivo Dragendorf.

E) Extracto + Reactivo Molisch.

F) Extracto + Reactivo NaOH 10%.

G) Extracto + Reactivo Lieberman.

H) Extracto + Reactivo Shinoda.
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ANEXO N° 6

Ficha de recoleccion de investigacion N° 1

Tratamiento

Animales estimulados

% de proteccion

Sol. Twen 80

NMDA

NMDA + DAP7

EAMM 1 g/Kg

EAMM 2 g/Kg

EAMM 4 g/Kg

Ficha de recoleccion de investigacion N° 2

Tratamiento

Numero de animales

Tiempo de dormir

Solucién Twen 80

Diazepam 50 mg/Kg

Diazepam + EAMM 1 g/Kg

Diazepam + EAMM 2 g/Kg

Diazepam + EAMM 4 g/Kg

Blanco

Ficha de recoleccion de investigacion N° 3

Semana

Valor promedio de los

animales hembras

Valor promedio de los

animales machos

Primera semana

Segunda semana

Tercera semana

Cuarta semana

Quinta semana

Sexta semana

Septima semana
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Ficha de recoleccion de investigacion N° 4

Prueba Bioquimica

Valores normales

Valores obtenidos

Urea

Transaminasas

Colesterol

Lipoproteina HDL
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ANEXO N° 7

OPERACIONALIZACION DE LA VARIABLE

Variables

(Variable independiente)

(Variable dependiente)

DEFINICION CONCEPTUAL

Extracto alcohdlico de hojas y
flores de Melissa officinalis
“toronijil” mas Matricaria
chamomilla “manzanilla”

—

. Ansiedad

toxicidad

DEFINICION OPERACIONAL

Preparacion del extracto
alcohdlico, (Sharapin, 2000).

. Test. de induccion de la ansiedad a través de la

prueba de hiperactividad, cambios conductuales por
(Ngo Bum et al, 2002) y (Shmutz et al, 1990), test de
induccién del suefio en ratones (Beretz et al, 1978) y
modificado por (Rakotonirina et al, 2001)

. Capacidad de causar efectos toxicos acumulativos o
efectos carcinogénicos, mutagénicos o teratogénicos.

(Bermudez et al, 2007).

INDICADORES

Residuo seco

. Tiempo de Hiperactividad expresado en minutos;

tiempo de dormir.

Comparacion de cambios en los diferentes érganos
con una muestra estandar para evaluar algun dafo.

UNIDAD DE MEDICION

g/ mL.

1. Tiempo latencia de hiperactividad y tiempo de dormir en

minutos
2. Comparacién de 6rganos

95



ANEXO N° 8

MATRIZ DE CONSISTENCIA

Objetivo o - . Tecnlca_\'de . Consideraciones
Problema Objetivos Especificos Variables Recoleccion de Metodologia o
General Eticas
Datos

JLa Demostrar el Realizar el estudio | Variable Realizacion del estudio
administracion | efecto sedante fitoquimico preliminar | independiente La principal | fitoquimico preliminar del | En el estudio
via oral del | del extracto del extracto técnica fue la de | extracto alcohdlico de Melissa | experimental al utilizar
extracto alcohdlico de alcohdlico de Melissa | Extracto Observacion y el | officinalis “Toronjil” mas | animales de
alcohdlico de | Melissa officinalis ~ “Toronjil” | alcohdlico de Registro  directo | Matricaria chomomilla | experimentacion
Matricaria officinalis mas Matricaria | hojas y flores de de los datos a | “Manzanilla”. especificamente
chamomilla “Toronjil” mas chamomilla Melissa officinalis | través de la Ficha | Segun Lock de Ugaz, 1988. ratones y ratas se
“Manzanilla” Matricaria “Manzanilla”. “toronijil” mas de Investigacion tuvieron en cuenta las
mas Melissa | chamomilla Evaluar el efecto | Matricaria Evaluacion del efecto sedante normas y los
officinalis “Manzanilla” sedante del extracto | chamomilla del extracto alcohdlico de procedimientos éticos
“Toronjil” tiene | sobre la alcohdlico de Melissa | “manzanilla” Melissa officinalis “Toronjil” mas | para el manejo de
efecto ansiedad officinalis ~ “Toronjil” Matricaria chomomilla animales de
sedante sobre | inducida en mas Matricaria “Manzanilla” sobre la ansiedad laboratorio
la ansiedad | ratones chamomilla inducida en ratones albinos, establecidos
inducida  en | albinos. “Manzanilla” sobre la | Variable estableciendo la dosis efectiva internacionalmente.
ratones ansiedad inducida en | dependiente 50 ansiolitica (Guide for the care
albinos? ratones albinos, | 1. Ansiedad and use of laboratory

estableciendo la | 2. toxicidad Descrito por Ngo Bum, Shmutz, animals, 1996).

dosis efectiva 50 et al. 1990, Croucher et al, 1982

ansiolitica.

Determinar  si la
administracion del
extracto alcohdlico de

Melissa officinalis
“Toronijil” mas
Matricaria

chamomilla

Determinacion del efecto
sedante comparativo de la
administracion del extracto
alcohdlico de Melissa officinalis
“Toronijil” mas Matricaria
chomomilla “Manzanilla”
presenta efecto sedante en
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Problema

Objetivo
General

Objetivos Especificos

Variables

Técnica de
Recoleccion de
Datos

Metodologia

Consideraciones
Eticas

“Manzanilla” presenta
efecto sedante en
comparacion con el
estandar
farmacolégico en la
ansiedad inducida en
ratones albinos.

Observar la
seguridad del
extracto alcohdlico de
Melissa officinalis
“Toronjil” mas
Matricaria

chamomilla

“Manzanilla” a nivel
hematoldgico,
bioquimico y
anatomopatolégico al
ser administrado por
via oral en ratas
normales durante 60
dias.

comparacion con estandares
farmacolégicos en la ansiedad
inducida en ratones albinos.
Descrito por Beretz et al,. 1978,
Rakotonirina et al, 2001, Ngo
bum et al, 2004

Observacion de la seguridad del
extracto alcohdlico de Melissa
officinalis “Toronjil” mas
Matricaria chomomilla
“Manzanilla”a nivel bioquimico y
anatomopatolégico al ser
administrado por via oral en
ratas normales durante 60 dias.
Descrito por OECD, 1996
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