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RESUMEN

La Mentha spicata, es una planta herbacea de amplio consumo humano por la
poblacion peruana. Muchos la consumen de manera rutinaria y otros porque
consideran que es antiparasitaria. Sin embargo, con esta investigacion se desea
determinar la actividad antihelmintica in vitro del aceite esencial de Mentha spicata
“hierbabuena” sobre Ascaris lumbricoides comparado con albendazol. Para esto,
se trabajo el aceite de Mentha spicata en concentraciones de 100%; 75% y 50%
aplicadas sobre los cigotos de Ascaris lumbricoides en comparacion con el
albendazol, in vitro. Se hicieron 8 repeticiones para cada concentracion, control
positivo (albendazol) y negativo (dimetilsulféxido). Que dieron un total de 40
observaciones. Dicha evaluacion fue hasta los 21 dias (debido al tiempo evolutivo
del neméatodo). Se empleo la técnica de Egg Hatch Test Inhibition. Se observé que,
a los 2 dias, el albendazol ya habia llegado a inhibir el desarrollo de todos los
huevos. Mientras que Mentha spicata al 100% solo habia llegado a inhibir la
eclosion en un 1,36+1,88%. A los 21 dias, el aceite esencial al 100% lleg6 a inhibir
en un 83,45+6,46. Al 75% se hall6 70,07+14,55% de inhibiciébn y al 50%,
59,33+7,00% de inhibicién. Se concluye que el aceite esencial de la Mentha spicata
si tiene efecto antihelmintico sobre los cigotos de Ascaris lumbricoides, siendo su
efecto mucho méas evidente cuando esta mas concentrado y a medida que se

acerca a los 21 dias.

Palabras clave: Antihelmintico, aceite esencial, Mentha spicata, Ascaris

lumbricoides, albendazol.
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ABSTRACT

Mentha spicata is an herbaceous plant widely consumed by the Peruvian
population. Many consume it routinely and others because they consider it to be
antiparasitic. However, this research aims to determine the in vitro anthelmintic
activity of Mentha spicata "peppermint” essential oil on Ascaris lumbricoides
compared to albendazole. For this purpose, Mentha spicata oil was used in
concentrations of 100%, 75% and 50% applied on Ascaris lumbricoides zygotes in
comparison with albendazole, in vitro. Eight replicates were made for each
concentration, positive control (albendazole) and negative control (dimethyl
sulfoxide). This gave a total of 40 observations. This evaluation was up to 21 days
(due to the evolutionary time of the nematode). The Egg Hatch Test Inhibition
technique was used. It was observed that after 2 days, albendazole had already
inhibited the development of all eggs. While Mentha spicata at 100% had only
inhibited hatching by 1.36+1.88%. At 21 days, the 100% essential oil inhibited
83.45%6.46% of the eggs. At 75%, 70.07+£14.55% inhibition was found and at 50%,
59.33+£7.00% inhibition. It is concluded that the essential oil of Mentha spicata does
have an anthelmintic effect on the zygotes of Ascaris lumbricoides, being its effect

much more evident when it is more concentrated and as it approaches 21 days.

Key words: Anthelmintic, essential oil, Mentha spicata, Ascaris lumbricoides,

albendazole.
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INTRODUCCION

El Ascaris lumbricoides es un geohelminto, tipico de areas tropicales y calurosas,
que infesta en su forma infestante (huevos embrionarios) a los humanos
principalmente por las malas condiciones sanitarias en las que viven.! La Mentha
spicata es una planta aromatica, cuyas hojas son ampliamente utilizadas
tradicionalmente para té de hierbas o medicinas, presentado varios efectos
biolégicos entre las cuales destaca su actividad antimicrobiana.? El albendazol es
un farmaco perteneciente a la familia de los benzimidazoles , util para tratar
distintas enfermedades parasitarias con el fin de degradar a los helmintos de
estructura interna microtubular. Siendo el medicamento principal para el tratamiento

de ascaridiasis.?

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporta que alrededor de los 1.500
millones de personas (24% del total de habitantes en todo el mundo) se encuentran
en un estado de infestacion por helmintos considerandose principal factor de riesgo
el tipo de suelo en el que viven las personas. Entre los muchos principales parasitos
protagonistas en esta patologia se mencionan a Ascaris lumbricoides. Los grupos
etarios con riesgo elevado son las gestantes y las mujeres en etapa fértil en donde
la morbilidad oscila entre moderada a alta. La parasitosis es de gran impacto y

amenaza a la salud publica en las distintas partes del mundo.*

En el departamento de Guayas en Ecuador, de un total de 208 nifilos en etapa
escolar, el 58% de ellos fueron la mayor parte poliparasitada por Ascaris
lumbricoides, un 47% por Trichuris trichiura, un 47% por Enterobius vermicularis,
por Anilostoma duodenale en un 30% y finalmente un 9% por Strongiloides
stercoralis. Estos datos y aportes investigativos nos demuestran la prevalencia

incrementada de la parasitosis.®

La parasitosis, es una enfermedad de alta incidencia en el area rural del Peru
debido a malas condiciones higiénicas, los factores socioecondmicos, el tipo de
construccion de la vivienda, lo servicios de agua y alcantarillado y el hacinamiento,
son algunos factores que favorecen las infecciones parasitarias en nuestro

territorio. Un 59.9% (294 de un total de 493 muestras de estudio), estaban



infestados por Entamoeba coli y un 51.1% (252de 493) infestados por Ascaris

lumbricoides.®

Segun Rodriguez, en el afio 2017 dio a conocer que de un 100% (134 muestras en
total) de muestras tomadas, Entamoeba coli se ocupa el primer lugar de infestacion
por con un 27.61% del total de ellas y el 1,40% era infestado por Ascaris
lumbricoides en nifios de 5 -12 afios en el distrito de Agallpampa, La Libertad- Peru.
Ademas, las malas condiciones en la que estos nifios se encontraban viviendo que

condicionan a este estado parasitario.’

Se reporta que los farmacos indicados en la medicina convencional para el
tratamiento de parasitosis tienen origen derivado de en mezclas terapéuticas de las
recetas conservadas de herbolarios desde siglos atras®. Muchos farmacos de uso
convencional en la actualidad, han sido elaborados a partir de moléculas obtenidas
de las plantas medicinales. En Peru, se sabe que el 25% de los farmacos recetados
tienen su origen en el reino vegetal. ° en otros paises como Espafia hay bastante

prevalencia de elaboracion de farmacos a partir de plantas de uso tradicional. 1°

En cuanto al uso de plantas medicinales, ademas de las ventajas de ser terapias
de bajo costo, con respaldo del uso popular, escasos o nulos efectos adversos, asi
como la aceptacion por parte del usuario, se considera como una alternativa valida
el uso de preparados elaborados a partir de plantas medicinales para el tratamiento
de la parasitosis. En ese contexto, el uso de plantas medicinales como la Mentha
spicata por sus propiedades antihelminticas® deberia ser estudiada a profundidad
generando mayor evidencia para garantizar su calidad, seguridad y eficacia. Y
sobre todo identificar y/o corroborar el efecto de esta planta debido a que muchos
pobladores niegan desparasitarse con albendazol.

El problema: ¢ Tiene el aceite esencial de la Mentha spicata “hierbabuena” actividad

antihelmintica sobre Ascaris lumbricoides comparado albendazol?

El interés por realizar la presente investigacion experimental se centra en la
necesidad de buscar un tratamiento natural, econémico y no invasivo para la
infestacion por parasitos en las personas con tendencia a la parasitosis por Ascaris

lumbricoides, mediante el uso de Mentha spicata segun su eficacia y concentracion,



una planta herbacea muy conocida y muchas veces frecuentemente disponible en

la cocina de cada hogar de la sociedad peruana.

Se espera ademas que mediante estudios posteriores en humanos pueda ser
considerado opcionalmente como un tratamiento natural para la parasitosis. Dicha
planta es de facil acceso por ser ampliamente cultivada en Peru, disponiéndose con
facilidad de la materia prima, ademas su uso es tradicional y cuenta con amplia
aceptacion por la poblacion ya que dan mayor preferencia a productos de origen
natural y porque supondrian ausencia o escasez de efectos nocivos. Se espera que
tanto pacientes, como médicos conozcan el efecto de la Mentha spicata, debido a
gque muchos pobladores niegan desparasitarse con albendazol refiriendo que

consumen hierbabuena como antiparasitario.

Debido a ello, esta investigacion dara respuesta a la interrogante anterior utilizando
las técnicas del método cientifico dando a conocer a la comunidad médico cientifica
nuevos aportes en el conocimiento de la eficacia y utilidad de la planta ya sea de
forma de coadyuvante o como terapia alternativa en el tratamiento de la parasitosis
por Ascaris lumbricoides. Siendo esta investigacion un precedente para sentar las
bases de nuevos estudios en esta area y como de otros 0 microorganismos. Se
espera que a futuro luego de hacer pruebas tanto en animales como en humanos
pueda considerarse como una posibilidad terapéutica conforme a los resultados y
cumplimiento en todas las fases de investigacion y aprobacion de los entes

reguladores respectivos.

El objetivo general es: Determinar la actividad antihelmintica in vitro del aceite
esencial de Mentha spicata “hierbabuena” sobre Ascaris lumbricoides comparado

con albendazol.

Objetivos especificos son: Determinar la actividad antihelmintica in vitro al 50%,
75% y 100% de concentracion del aceite esencial de Mentha spicata sobre la
eclosion de huevos de Ascaris lumbricoides a los 2; 5; 15 y 21 dias. Comparar la
eficacia antihelmintica del aceite esencial de la Mentha spicata a una concentracion
del 100% comparado con el albendazol sobre Ascaris lumbricoides a los 21 dias.
Determinar el tipo de propiedad antihelmintica del aceite de Mentha spicata sobre

los cigotos de Ascaris lumbricoides.



Hipotesis planteadas: H1: El aceite esencial de la Mentha spicata “hierbabuena’
tiene actividad antihelmintica sobre Ascaris lumbricoides comparado con
albendazol. HO: El aceite esencial de la Mentha spicata “hierbabuena” no tiene
actividad antihelmintica sobre los huevos de Ascaris lumbricoides comparado con

albendazol.



MARCO TEORICO

En una revision de literatura basada en fuentes de datos de renombre, evaluaron
constituyentes bioquimicos y farmacolégicos de la Mentha spicata, en donde los
estudios fueron con extractos crudos, aceite esencial o compuestos puros aislados,
en el que se informd que los aceites esenciales a una dosis de 510mg/kg mostraron
propiedades antimicrobianas(60%), antioxidantes(67%), antiinflamatorias (62.39%)
y ademas se encontrd que la hoja, la parte aérea, la flor y el tallo se habian utilizado
para tratar la diarrea, el dolor de estémago, digestivo y como antihelmintico.
Concluyendo que hierba buena es una hierba medicinal etnobotanica con

propiedades fitobioguimicas.!

Se indagd en un articulo original etnobotanico cudles son las plantas medicinales
mas frecuentemente usadas para tratar sus diversas patologias en los valles rurales
de la region de Swabi en Pakistan, aplicando una férmula llamada UV para el
calculo de la frecuencia de uso y la importancia de cada especie de plantas
medicinales que le da cada sitio del area de estudio en donde se informo6 que la
Mentha spicata obtuvo el mayor UV de 0.68 en el respectivo lugar de estudio del
distrito. Ademas, que de 54 plantas usadas entre ellas figuraba la Mentha spicata
mas del 3% de un total de 200 encuestados, esta era usada para problemas
estomacales y en un 10% para estrefiimiento. Sabiendo que la parasitosis es una
causa de estreflimiento. Los autores concluyen que la region de Swabi es amplia
en especies medicinales en donde estas han jugado un papel importante en la salud
de los indigenas del area.'?

En un estudio experimental en Turquia se evalud la actividad antihelmintica de
diversas plantas aromaticas, entre ellas, del aceite esencial de alavina (Ms) sobre
nematodos, utilizando la técnica del Egg Hatch test, segun condiciones de
laboratorio obtuvo como resultado una tasa de 23.8% (M. spicata- tasa de inhibicion
media de 23,8 *+ 4,5) de inhibicion del brote de huevos de Meloidogyne incognita
con Mentha spicata. Pero la Mentha spicata obtuvo la mayor tasa de mortalidad de
nematodos juveniles de Meloidogyne hapla en un 93.2 % durante 24 horas.
Presentd significativamente diferencias con una p<0.05, con un volumen de

inyeccion de 1 pl. Concluye el autor que los resultados fueron satisfactorios, pero



de todas maneras es necesario mas estudios para evaluar su actividad

nematicida.3

En Brasil se hizo un estudio de revision bibliografica con diversas plantas
tradicionales, entre ellas la Mentha piperita L. (menta) Como accion antihelmintica
por medio de la infusion de hojas acompafiado con otras partes de la planta, para
medicacion por medio de té el autor concluye que muchas de las plantas
mencionadas en su revision, entre ellas el género Mentha, han mostrado accion
antiparasitaria. Sin embargo, se necesita de mas recursos para la investigacion en

etnofarmacologia.'#

En Pakistan se hizo un estudio del extracto crudo metandlico de la planta Isdon
rugosus, siendo de la familia Lamiaceae al igual que la Mentha spicata. Se
consiguieron de un suelo viscoso parasitos Pherethima posthuma y Ascaridia galli
con estrecha semejanza a Ascaris lumbricoides. A la concentracion de 10, una de
20 y finalmente de 40 mg / ml del extracto, paralizdé al gusano a los siguientes
tiempos: 44,00 = 2,00, 33,67 £ 3,05y 27,67 + 1,53 min respectivamente. Se hizo
control con albendazol a concentracién de 40mg/ml siendo este positivo en similitud
con el Isidon rugosus donde el tiempo de muerte con Ascaridia galli fue de 29,22 +
0,61 min. Siendo asi mayor tiempo para esperar el efecto de pardlisis en el parasito
con el albendazol. Se concluye que, en base a los resultados, el Isidon rugosus
posee actividad antihelmintica.*®

En Peru, en un analisis descriptivo transversal se encontrd por medio de encuestas,
que el 56 % de la poblacion de Lambayeque consume Mentha. Y se concluye que
la Mentha piperita es utilizada terapéuticamente como antiparasitario en un 11%,

segun el informe obtenido por la recoleccién de datos.®

En otra investigacion peruana se hizo un estudio en 64 escolares que vivian en
condiciones insalubres de una en la ciudad de Carhuaz, donde ademas la mayor
prevalencia de parasitos fueron Entamoeba coli, Enterobius vermicularis y Ascaris
lumbricoides administrando Mentha spicata, por técnicas convencionales logrando
una recuperacion y curacion en un 88.5% de los escolares tras una infestacion por

parasitos.’



En un estudio retrospectivo, descriptivo, transversal elaborado en Per( se conto
con 241 personas parasitadas (atendidos en los distintos centros de salud) como
muestra y de manera aleatoria simple, y se hall6 que el 77.2% de personas
consumian plantas medicinales para combatir el parasitismo que presentaban.
Para ello, se encontr6 que entre los distritos Salas y Mochumi la planta mas
requerida y utilizada por la poblacion fue la Mentha spicata, donde del total de una
muestra de 97 personas, el distrito de Salas la prefirié en un 30.9% (30 personas)
y el distrito de Mochumi con una muestra de 144, el 28% (41 personas) la prefirio

como medicina tradicional.1®

La infestacion por Ascaris lumbricoides es un tipo de geohelmintiasis en donde los
factores principales de riesgo son las malas condiciones sanitarias, la precariedad,
hacinamiento el uso de aguas coleccionadas y sobre todo tener una vivienda de

suelo de tierra y una mala higiene. *°

En Estados Unidos, este parasito multicelular es el mas frecuente después del
tricocéfalo, en donde se conoce que la tercera parte de la humanidad esta infestada
por este nematodo. El proceso se da por la via ano mano boca, en donde muchas
veces las personas que tiene contacto con el suelo de tierra que contiene huevos

de Ascaris lumbricoides se infestan llegando a contraer la enfermedad. 2°

Esta enfermedad parasitaria es muy comun en areas deficientes en lo sanitario y
prevalente en sitios donde se emplea las heces como fertilizante, en donde el agua
y alimentos llegan a contaminarse con huevos de Ascaris lumbricoides,
constituyéndose un problema de salud en la comunidad especialmente afectando

a nifios que viven condiciones paupérrimas.®

Segun su taxonomia Ascaris lumbricoides proviene del reino Animalia, del fillum
Nematoda, siendo de clase de los Secernentea, de orden Ascaridida, a la familia

Ascarididae, al género de los Ascaris y finalmente a la especie lumbricoides.®

Son unos de los helmintos mas grandes que puede parasitar al ser humano (20-
35cm de longitud) con una vida corta de 6-18 meses de color rosa. A comparacion

del Enterobius vermicularis su ciclo de vida es mas complejo. 2*



Lo que le diferencia de un gusano de tierra (porque se parecen por su tamafio y
morfologia) es su cuticula firme amarillenta y por sus extremos ahusados. Son
resistentes a los cambios de clima siendo factibles hasta por 6 afios en climas
templados. El macho es ligeramente mas escueto que la hembra, con una cola
curva con espiculas de copulacion. Aproximadamente 200 000 huevecillos
diariamente son liberados por la hembra. Estos son de forma eliptica, midiendo
35x55 ym compuestos por una membrana vitelina (interna), capa media compuesta
de glicogeno y una capa externa quitinosa compuesta por albuminoide

mamelonada y resistente tefida de color café oscuro que los cubre. 2223

Para tornarse infecciosos, los huevos de Ascaris lumbricoides, por lo menos deben
haber estado dos o tres semanas?® a un mes en la tierra en forma embrionaria para
luego sobrevivir en el intestino humano tras su ingestion. En el duodeno suelen
desarrollarse hasta su fase larvaria en donde luego de penetrar la mucosa
intestinal, por medio de los vasos sanguineos, estas pueden migrar a la sangre,
alojAndose en capilares pulmonares alveolares para llegar a confluir en los
bronquiolos hacia la trdquea y finalmente a la faringe en donde posteriormente
seran deglutidas para volver al intestino y madurar hasta llegar a ser adultos?*. En
forma adulta estos suelen vivir en el intestino delgado, en donde gracias a la
actividad muscular es que se mantienen depositando sus huevecillos excretandose

estos por las heces. 2

La clinica que suele atribuirse a esta geohelmintiasis es la fiebre (que ayuda a
incrementar la motilidad de este parasito), la tos, sibilancias y disnea. Ademas,
estos suelen ser vomitados y eliminados por las heces, boca, nariz u oido del
huésped durante la valoracion, especialmente en pacientes de paises de
tercermundistas. En la biometria hematica se suele observar la eosinofilia marcada.
Ademas, suelen cursar con desaturacion de oxigeno a la pulsioximetria. A nivel
radiografico se observan los infiltrados pulmonares debido a la migracion. Si la
carga helmintica es menor, esta patologia suele ser asintomatica. Pero si es mayor
esta suele producir dolor abdominal (hasta obstruccion), sindrome de mala
absorcion alimentaria, produciendo desnutricion y retraso en el desarrollo fisico de
los nifios. Suele desarrollarse el sindrome de Loeffler que consta de tos, eosinofilia

e infiltrados en pulmones, ya descrito anteriormente. 24



Casualmente se puede encontrar en su forma adulta dentro del apéndice, del
conducto pancratico y vias biliares produciendo obstruccién e inflamacion de dichos
organos. Se ha llegado a encontrar una carga de 50 helmintos adultos, pero
curiosamente también se ha llegado a encontrar 2000 parasitos en el organismo de
un solo nifio. Ademas de han reportado casos de fallecimiento por insuficiencia

respiratoria. 23

Para el diagndstico el examen de heces ayudard a identificar con rapidez la
presencia de huevecillos o de gusanos adultos. Ademas, por medio de ecografia y
colangiografia es que también nos revelara la presencia de Ascaris lumbricoides en
intestino y vias biliares respectivamente. El examen de esputo puede ser (til para
identificar estado larvario de este helminto. 2!

Su tratamiento consta en administrar albendazol, mebendazol o pamoato de
pirantel porque son muy eficaces; pero se prefieren los dos primeros a intervalos

de seis meses. 23y25-30

El albendazol, siendo de la familia de los benzimidazoles actla inhibiendo proteinas
micro tubulares, llamada tubulina que forman parte de los microtibulos de la célula,
siendo pieza importante para la multiplicacion de las células del nematodo por ende
una homeostasis regulada. Pero al inhibir la sintesis de esta proteina, la estructura
celular de este nematodo se desintegra, por lo tanto, su metabolismo celular se
altera (por inhibicion de la captacion de glucosa y nutrientes, produciendo la

inmovilizaciéon del nematodo para finalmente causarle la muerte. 3132

Ademas, tengamos cuenta los diversos efectos colaterales del consumo de
albendazol tales como el desarrollo del estrés oxidativo activando especies
reactivas de oxigeno (ERO), la produccion de lactato deshidrogenasa (LDH5),
especies de nitrégeno reactivo (ENR), malondialdehido (MDA), que al final
terminara produciendo dafio celular intestinal. Se ha descrito que puede producir
teratogenia, embriotoxicidad (en ratas y conejos), pancitopenia, leucopenia, aplasia
de médula ésea (<0.1%) y hasta distrés respiratorio. Se ha hallado en ratones
toxicidad y como consecuencia mortalidad, si se consume una dosis de
5000mg/kg.33



La Mentha spicata, es comunmente llamada en el ambito popular como menta
verde, yerbabuena, menta de jardin, Hierba buena, menta khoa, yerba buena.
Como también es conocida en otros paises como menta dulce, hierbabuena crespa,
la menta romana, Mint Brown y alavina. Y en paises extranjeros de habla inglesa

es conocido como spearmint.3*

En su taxonomia pertenece a la familia Lamiaceae/labiatae; especie: Mentha
spicata L. siendo un hibrido de la Mentha rotundifolia L. Es una planta herbacea,
con tallos ramificados, cuadrangulares y con estolones. Con rugosidad en la
superficie de sus hojas, caracteristico por su color verde brillante, opuestas,
lanceoladas y sésiles, de apice en punta y de margen dentado, la largura de esta
planta es de 4-6cm y su anchura es de 3 a 5 cm. Desprendiendo un fuerte aroma,
brindando frescura en bucofaringe y narinas. La sapidez que deja es ligeramente

amarga. %

Se cultiva por su notable aroma y valor comercial a nivel mundial. Ademas de ser
aromatizante en alimentos tradicionales. La Mentha spicata es bien conocida por
sus usos medicinales tradicionales, particularmente para el tratamiento del
resfriado, tos, asma, fiebre, obesidad, ictericia y problemas digestivos. Presenta un
aceite esencial que consta de principios activos entre los cuales son el mentol (50-
86%), carvona (67-80%), felandreno, pulegona (1,18%), limoneno, mentona. Como
también posteriormente se ha descubierto que contiene cineol, linalol y limoneno
en un 13-20%, el 6xido de piperitona. Se ha encontrado monoterpenos como el
camfeno, el alcanfor, el carveol y la dihidrocarvona, y dentro del grupo de los
sesquiterpenos tenemos al cariofileno, y al copaeno. Se le atribuye también por
componer esteroides, derivados del amoniaco como las aminas y sobre todo
flavonoides, que para este estudio cumple un rol importante por su efecto
antihelmintico; leucoantocianinas, quinonas, principios amargos, y finalmente

taninos también cumple el rol de inhibir el parasitismo.3¢

Son utiles las hojas para tratar diarrea, dispepsia, flatulencia, gastralgia, nausea,
vomito; atil como antiespasmaodica y antiparasitaria. En nuestro medio es muy
comun su uso en tanto en alimentos sélidos y liquidos y es consumido por medio
de infusion (sumergiéndola en un liquido caliente) colocando 2-4 g de Mentha

spicata en una taza e ingerir cada 8 horas para cumplir su rol antiparasitario,
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antiespasmaodico (util en el sindrome de intestino irritable) y para favorecer la
expulsion de gases en su funcion carminativa y calmante, enfocandonos en

patologias intestinales.%’

Ademas, se ha encontrado un mecanismo reciente en la que podria actuar la
Mentha spicata por medio de sus principios activos como lo son los flavonoides y
los taninos que tendrian mayor actividad antihelmintica uniéndose a los complejos
proteicos de la cuticula de nemétodo, por ende, perdiendo la estructura cuticular
desintegrando asi el cuerpo del neméatodo, ademas se ha descrito lesiones en la
capsula bucal, en la vulva femenina y el ano del nematodo. Por otro lado,
disminuyendo la fertilidad de las hembras supervivientes en un 60% como

consecuencia una menor producciéon de huevos de Ascaris lumbricoides. 33
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. METODOLOGIA
3.1 Tipo y disefio de investigacion

Tipo investigacion: Aplicada, porque va orientada a resolver un problema y con

ello generar una alternativa de tratamiento.3®

Disefio de investigacion: Experimental, porque se va a manipular la variable
independiente para ver sus efectos en variables dependientes, con estimulo
creciente (50%; 75% yl100% de concentracion de la Mentha spicata), 8

repeticiones mdltiples (grupo experimental y control).33° (Anexo 01)
3.2 Variables y operacionalizacién (Anexo 02)
Variable independiente: Agente Antihelmintico
e No farmacoldgico: Aceite esencial de la hoja de Mentha spicata.
En sus distintas concentraciones, tanto al 50%; 75% y 100%.

e Farmacolégico: Albendazol en una concentracion de 400mg/10ml en

presentacion liquida en crioviales.
Variable dependiente: Efecto antihelmintico (segiin Egg Hatch test).!?

e Con efecto antihelmintico: Inhibe >50% de los huevos del helminto. A la
visualizacion microscopica 4x por campo (para el recuento) y 40x (para la

visualizacion interna del huevo).
e Sin efecto antihelmintico: Inhibe <50% de los huevos del helminto.
3.3 Poblacion, muestra y muestreo

Poblacién: Huevos infectantes de Ascaris lumbricoides. Se obtiene, y conserva a
los parasitos hembras en un frasco con solucion salina a 4°C y en un pH de 7.2.
se suspende en un filtro o tamiz hecho de gaza de 10x10cm, para luego
centrifugar y descartar sobrenadante. Se agitan los tubos para colocarle NaCl y
volver a centrifugar. Se lava tres veces y finalmente ajustar. Se trabajé con un
basal de 29 huevos por cada recuento en las laminas portaobjetos de sus

respectivos crioviales.
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Criterios de inclusién:

Huevos de Ascaris lumbricoides en etapa reproductora, recién expulsados,

sin eclosionar, sin contacto absoluto con agente antihelmintico.
Criterios de exclusion:

Huevos no infectantes de Ascaris lumbricoides, decorticados, o que

hayan interactuado con algun agente antiparasitario.

Aceite esencial de Mentha spicata fuera de fecha de vencimiento.

Muestra: Aplicacion de la férmula que permita calcular la diferencia de 2
proporciones. Obteniéndose 8 repeticiones para cada grupo. Adquiriéndose un

total de 40 observaciones.*(Anexo 03)

Muestreo: Aplicacion de muestreo probabilistico aleatorio simple.*® Debido a
gue estamos trabajando con una muestra no muy grande. La caracteristica que
se investiga es de poca variabilidad. Y ademas la poblacion facilita a la
enumeracion para su seleccion. En donde se seleccionara N unidades de un total
y cada uno de ellos tendra la probabilidad de ser incluido en la muestra.

Unidad de analisis: El huevo infestante del helminto, Ascaris lumbricoides.

Unidad de muestreo: Los crioviales con contenido de huevos viables del

parasito.
3.4 Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

Técnica: Observacion directa del evento en experimentacion. Porque se hara un

recuento visual de los huevos viables y no viables en los dias ya descritos (2; 5;
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15y 21 dias). Y luego se procedera a anotar en la tabla de recoleccién de datos

para hallar los porcentajes de inhibicion.*°

Instrumento: El autor de esta investigacion utilizaré una ficha validada por un

equipo de expertos, procediéndose a registrar los datos. (Anexo 04)

Validacion y confiabilidad del instrumento: Tipo de validez realizada: Validez
de contenido por juicio de expertos. La calificacion del instrumento seleccionado
de la tesis mencionada es por medio de la técnica de juicio de especialista en el
tema quien lo conformo la siguiente profesional: Una médico especialista en
Farmacia y Ciencias Bioguimicas que labor6 en la Red asistencial La Libertad —
Centro de medicina complementaria- EsSalud. Que garantizo la fiabilidad de la
ficha de recoleccion de datos debido a que comprende todas las variables

consideradas en este estudio. (Anexo 05)
3.5 Procedimientos
En la investigacion se seguiran los siguientes pasos:

1.Se procedié a conseguir y comprar el aceite esencial de Mentha spicata ya
extraido, haciendo directamente la compra de un frasco de aceite esencial de
hierbabuena a la empresa Nua, proveedora de distintos aceites esenciales. (ver
anexol1l)

2.0btencion de la ficha técnica del aceite comprado, para mayor seguridad de

que la muestra comprada es de la planta que deseamos estudiar.

3. Se consiguid y se conservo los cigotos de Ascaris lumbricoides a través del
método de Egg Hatch Test - EHT.4 este método consistié en conseguir los
helmintos hembra (maduras). Se coloco en un frasco con solucion salina fria
4°C pH 7.2. Se suspendio en filtracion para luego centrifugar 2min y se descarto
el sobrenadante. Se agitaron los tubos, se aflojé sedimento y se afiadio cloruro
de sodio hasta formar un menisco en el tubo. Se volvié a centrifugar el tubo
2min. Se lavé los huevos en centrifuga. Se descarté sobrenadante y se volvio

a suspender en agua (3 veces se lavd) y se ajusto.

4. La actividad antihelmintica fue evaluada a través del método de Egg Hatch

Inhibition Test.*> que consistié en lo siguiente: Una vez obtenido los huevos de
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colocaron en crioviales (500ul) +aceite de Mentha spicata en concentraciones
de 50%, 75% y 100%. Se considero tener crioviales con albendazol y crioviales
Dimetilsulfoxido. Se incubd los crioviales a 27°c x 48h. Se observo a
microscopio a 4x y 40x. Se hicieron 8 réplicas con la Mentha spicata, el
dimetilsulféxido y el albendazol. Se ley6 e interpretd. Observacion a

microscopio a los 2; 5; 15y 21 dias.
3.6 Métodos de andlisis de datos

La obtencion de los datos se procesé en Microsoft Excel 2019. El paquete
estadistico utiliz6 el SPSS vs 26 para Windows. Los resultados que se
obtuvieron fueron procesados de forma automatizada. Se hall6 la distribucion
de los datos con la prueba de Shapiro Wilk. Y para detectar diferencias
significativas entre grupos y dosis se empled la prueba no paramétrica de
Kruskal Wallis y una confirmatoria descriptiva como la Prueba de la Mediana y
las de desviacion estandar. Ademas, se aplicaron diagramas de cajas y bigotes
para la interpretar la eficacia entre la Mentha spicata y el albendazol. El nivel

de significancia se fij6 en una p<0,005.46y47
3.7 Aspectos éticos

En la presente investigacion se tuvieron en cuenta las pautas establecidas en
la declaracion de Helsinki en sus principios 16 y 17*8 buscando el control ético
como primacia sobre todo interés de la ciencia, y a la vez buscando el bien
comun al final de la investigacion, haciendo énfasis en cada punto acorde de
dicha declaracion. Siendo prudentes al emprender este experimento teniendo
en consideracion la administracion de dicho agente medicamentoso sobre la
unidad de muestra. como también se acatara todo lo establecido en el Cédigo
de Etica y deontologia del Colegio Médico del Pert*® teniendo en cuenta los

deberes, derechos y limites esclarecidos durante esta investigacion.
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V.

RESULTADOS

Tabla 1. Actividad antihelmintica in vitro del aceite esencial de Mentha spicata a

concentraciones de 50; 75 y 100% sobre la eclosion de huevos de Ascaris

lumbricoides a los 2; 5; 15y 21 dias.

Porcentaje de Inhibicion promedio (%) £ DS

Grupos 2 dias 5 dias 15 dias 21 dias

Mentha spicata

al 100% 1,36+1,88 12,60+9,06 65,61+16,51 83,45+6,46

Mentha spicata

al 75% 1,81+1,94 9,81+11,44 44,96+9,13  70,07+14,55

Mentha spicata

al 50% 0,00+0,00 1,92+2,8 53,23+12,48 59,33+7,00

Albendazol 100,0+0,0 100,0+0,1 100,0+0,0 100,0+0,0
0,00 +

DMSO 0,00 0,00+ 0,00 0,00+0,00 0,00+£0,00

Significancia(p) p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001*

Fuente: IBM SPSS Vs 26

*Segun prueba no paramétrica Kruskal Wallis altamente significativo.
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PORCENTAJE.DE.INHIBICION.21.DIAS

100,00 —

Mediana: 100%
**p<0,001

95,00

90,00

85,00

80,00

**p<0,001
75,00
70,00
A E Mentha spicata 100% Albendazol 400mg/10mL

GRUPO
**segln la prueba U de Mann Whitney el valor p es altamente significativo

Figura 1. Eficacia antihelmintica del aceite esencial de la Mentha spicata a

una concentraciéon del 100% comparado con el albendazol sobre Ascaris
lumbricoides a los 21 dias.
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A B

Figura 2. Propiedad antihelmintica in vitro del aceite de Mentha spicata

sobre los cigotos de Ascaris lumbricoides comparado con albendazol.

Imagen captada a los 21 dias, ambas fotos observadas a 40x. Como se
puede observar, en A, hay una notable diferencia al momento de producir
inhibicion de la viabilidad de los cigotos con albendazol, dejando detritos y
microparticulas de la destruccion de los huevos de Ascaris lumbricoides. A
comparaciéon en B, en donde se observa la superficie intacta del parasito
sin embargo no le permite la mitosis ni su evolucion a larva. Es por ello que
el albendazol se considera un helminticida y la Mentha spicata un
helmintostatico. Captada por cellSens Standard Software- Laboratorio
UCV.
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Tabla 2. Prueba de Normalidad Shapiro Wilk, para la distribucion de datos de los

porcentajes de inhibicion.

Dias Grupos de concentracion Significancia
A.E Mentha spicata 0,443
. 100%
Porcentaje de °
e A.E Mentha spicata 75% 0,044
inhibicion a
. A.E Mentha spicata 50% 0,642
los 21 dias

Albendazol 400mg/10mL

A.E Mentha spicata 0,950
. 100%
Porcentaje de °
e A.E Mentha spicata 75% 0,697
inhibicion a
I 0,
los 15 dias A.E Mentha spicata 50% 0,498

Albendazol 400mg/10mL

A.E Mentha spicata 0,308
. 100%
Porcentaje de °
e A.E Mentha spicata 75% 0,067
inhibicion a
. A.E Mentha spicata 50% 0,005
los 5 dias

Albendazol 400mg/10mL

A.E Mentha spicata 0,001
. 100%
Porcentaje de °
e A.E Mentha spicata 75% 0,002
inhibicion a
. A.E Mentha spicata 50%
los 2 dias

Albendazol 400mg/10mL

Fuente: IBM SPSS Vs 26

Se observa que en a los 21 dias, en la concentracion al 75% la distribucién
de los datos es <0.05; como también al dia 5 en la concentracion al 50%
y en el dia 2, a la concentracion del 100% y 75% sus distribuciones son
<0.05. Por lo tanto, se consideran datos de distribucion anormal a
diferencia de los demas datos.
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V.

DISCUSION

Esta investigacion tiene el fin de determinar si realmente la Mentha spicata
conocida como hierbabuena, tiene actividad antihelmintica. En donde se busca
afirmar, darle la explicacion cientifica o desechar esta costumbre tan comudn en la
poblacion. Para ello se procede a discutir los resultados encontrados.

En la tabla 1, se presenta la media (promedio) y la desviacion estandar de los
porcentajes de inhibicion a cada concentracion de Mentha spicata y el albendazol
en los 4 dias de ensayo. Para estos dias se hall6 una significancia de p<0.001(IC
95%) en cada uno. Por lo tanto, se concluye que, segun la prueba no paramétrica
de Kruskal Wallis, los porcentajes de inhibicibn se consideran altamente
significativos. Si se compara estos resultados con los hallados en un estudio
experimental, podria afirmarse que los hallazgos obtenidos en esta presente
investigacion son mayores a las reportadas en la investigacion del autor Felek A3
(tasa de inhibicibn media de 23,8% + 4,5). Porque a los 21 dias ya se hallé una
media de inhibicion de huevos de Ascaris lumbricoides de 83.45 +6,46 a la

concentracion del 100% de Mentha spicata.

En lafigura 1, respondiendo al objetivo 2, por medio del diagrama de cajas y bigotes
se observa que el albendazol es mucho mas eficaz que el aceite de Mentha spicata
porque a los 21 dias ya se obtuvo una inhibiciéon de huevos del 100% (+0,0) con un
IC 95%. En cambio, a una concentracion del 100% de aceite esencial de Mentha
spicata se observd inhibicidbn promedio del 83,45% (+£6,46) con un IC 95%. Sin
embargo, la significancia no se vio alterada.

En lafigura 2, se puede observar la diferencia en la estructura y superficie del cigoto
de Ascaris lumbricoides. A los 21 dias se observa que en la imagen A solo hay
restos de desechos lo que indica la destruccion de toda la estructura que conforma
el cigoto. A diferencia de la imagen B en donde solo hay detencién de la evolucién
del desarrollo del cigoto. Considerandose asi a la Mentha spicata un
helmintostatico.

A comparacion de la investigacion de Zeb A.'° el autor hace uso de una planta
(Isdon rugosus) de la familia de las Lamiaceae (familia de la Mentha spicata) sobre
su actividad antihelmintica sobre dos parasitos (Pherethima posthuma y Ascaridia

galli) que comparten similar taxonomia al del Ascaris lumbricoides. Se halla que
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valores de inhibicion antihelmintica significativos, con un p<0,05, p<0,01 mostrando
un tiempo de inicio de accion mucho mas precoz (27,67 + 1,53min) frente al
albendazol (29,22 = 0,61 min). Siendo en ese punto similar a lo hallado en esta
investigaciéon porque también se hall6 significancia de p<0.005 (IC95%). Sin
embargo, se difiere a lo hallado en el albendazol porque este ya habia inhibido en

un 100% desde el conteo del 2do dia.

En la tabla 2, para comparar el efecto de las diferentes concentraciones de aceite
de Mentha spicata, primero se tuvo verificar si los datos presentaban distribucion
normal. Para ello se aplicé la prueba: Shapiro Wilk. En donde se encontré que
Unicamente en el dia 21, a la concentracion del 75% de Mentha spicata se encontro
una significancia <0,05 (0,04). De igual manera en el dia 5, a la concentracion del
50% (0,005). Finalmente, a los 2 dia en la concentracion del 100% (0.001) y al 75%
(0,002). Frente a ese margen de diferencias Se considera que los datos no siguen
una distribucion normal, por lo tanto, es fue necesario aplicar la prueba no
paramétrica de Kruskall Wallis, como se muestra en la Tabla 1.

Durante el inicio del desarrollo estadistico se procede a usar una prueba no
paramétrica por tener una distribucién libre o anormal de los datos. Y como se va a
comparar medias en mas de 3 grupos (4 grupos en total), se procede a usar la
prueba no paramétrica de Kruskal Wallis. Primero se comienza a comparar solo
entre los grupos de Mentha spicata y se halla que en las tres concentraciones
(100%, 75% y 50%) y a los cuatro dias (2;5;15 y 21 dias). Y segun dicha prueba
los datos se pasaron a SPSS Vs 26 en donde se hall6é un p altamente significativo
(p<0,005).

No solamente la prueba de Kruskal Wallis lo confirma, sino que también la prueba
de la mediana, en donde halla significancia entre las 3 concentraciones de la Menta
spicata y en los 4 dias ya antes mencionados. (ver anexo 10)

Y por todo lo expuesto estadisticamente, se rechaza la hipoétesis nula para aceptar
la hipotesis alternativa.

Alor V.2 mostré que mas de 75% de su poblacién (241 personas) usaba a la Mentha
spicata como antihelmintico con la presente investigacion se puede corroborar ello
porque realmente como se ha visto, si presenta efectos antihelminticos en sus

distintas concentraciones y es mayor aun a medida que se acerca a los 21 dias.
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Este aceite se diluyo junto a dimetilsulfoxido porgque este tiene la caracteristica de
hacer que el aceite se disperse un poco mas (por la emulsificacion que produce)
por lo tanto se diluya y se alcance la concentracion deseada.® Durante la
investigacion se evalu6 en primera instancia a los 2 dias por lo que la Mentha
spicata empez0 a tener cierto efectos helmintostatico y tiene esa propiedad porque
que solo detiene su viabilidad (evolucién) sobre los parasitos.'®* Sin embargo se
sabe que el albendazol comienza a tener efecto a las 3h hasta su paso a la via
hematdégena, porque es un helminticida® y ovicida, ya que al tener contacto con los
huevitos los destruye completamente hasta solo dejar restos de desechos, tal como
se ha mostrado en la figura 3.

El albendazol tiene un mecanismo de accion en donde se fija a la tubulina de las
estructuras proteicas en donde interfiere con su polimerizacion e incorporacion a
los microtubulos citoplasméaticos. Produciendo un trastorno en la captacion de
glucosa de las larvas y ademas en las formas adultas, agotando sus reservorios
que contienen el glucégeno viéndose asi comprometido la supervivencia del
pardsito. Y a nivel de cigotos, este actia degradando su cubierta proteica.3%3? En
cuanto a la Mentha spicata su mecanismo de accion es relativamente similar. De
todos sus principios activos los importantes a mencionar son los flavonoides y los
taninos que tendrian mayor actividad antihelmintica, uniéndose a la estructura
proteica que compone la cuticula del neméatodo que se encuentra en su superficie
corporal. De tal forma desintegrando el cuerpo del nematodo. Otros mecanismos
son las lesiones que provoca en la capsula bucal de la vulva y ano de las hembras.
Siendo asi un motivo de infertilidad en las nematodos hembras. Todo ello referente
al Ascaris lumbricoides adulto.®? EI mecanismo de accién sobre los huevos de estos
nematodos con la Mentha spicata es todavia incierto, pero a nivel de observacion
microscoépica de esta presente investigacion, se ha observado que hay cierto
impedimento para que el huevo fecundado se embrione (no permite la mitosis
dentro de su capa vitelina) por lo tanto detiene su evolucion, mas no destruye su
estructura (ver anexo 09). Es por ello que se le considera en esta investigacion a la
Mentha spicata con una propiedad helmintostética.

Realmente la poblacién lo consume empiricamente sin tener nocidon que
efectivamente contiene actividad antihelmintica esta planta herbacea. Como se ha

visto en las tablas anteriores si presenta dicha actividad porque sus porcentajes de
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inhibicion sobrepasan el 50%. Y el impacto que causa es que podria una terapia de
facil acceso porque la planta se cultiva en el Perd, contandose con la materia prima.
Es de bajo costo y de amplia aceptacidén porque hay una tendencia de preferencia
de uso de productos naturales por parte de la poblacion, precisamente por los
escasos efectos colaterales que este podria producir. Si bien es cierto, es menos
efectivo que el albendazol porque uno es helmintostatico (hierbabuena) y el otro es
helminticida (albendazol). Y porque uno empieza a mostrar sus primeros efectos
en 3h (albendazol) y otro a los 2 dias (Mentha spicata). Pero esta planta herbacea
podria considerarse como antihelmintico de primera opcion para una poblacion
pobre en recursos econdmicos, porque haciendo uso de éste en primera instancia
(hasta lograr comprar el medicamento) podria retrasar y hacer torpida la evolucién
de este helminto. Mantendria detenido su crecimiento, hasta que el consumidor
logre comprar el medicamento tradicional. Podria considerarse como preventivo o
participe dentro del tratamiento para las parasitosis. Siendo asi los beneficios que
se le puede atribuir a esta planta herbacea llamada Mentha spicata y mas conocida
en el &mbito secular como hierbabuena.

Se tiene en cuenta que como limitacion fue insuficiente la cantidad de extraccion
de aceite de hierbabuena, por parte de la investigadora, debido a que tratamos con
una planta de rapida volatilizacion y con kilos insuficientes. Por lo menos se debe
contar con méas de 6 kilogramos de la planta (incluyendo ramas y tallos).
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VI.

CONCLUSIONES

. El aceite esencial de la Mentha spicata tuvo efecto antihelmintico con una

media de 83.45%, 70.07%, 59.33% a una concentracion del 100%, 75% y 50%
respectivamente a los 21 dias, inferior al albendazol. Con resultado final de
p<0.005 considerandose altamente significativo, aceptandose la hipotesis de

investigacion.

. Elalbendazol resulta més eficaz por presentar sus efectos de inhibicién al 100%

desde el segundo dia, y la Mentha spicata por alcanzar una media de inhibicion
de 83,45% a los 21 dias.

. El aceite de Mentha spicata posee una propiedad antihelmintica tipo

helmintostéatica debido a la detencidn del ciclo evolutivo de los cigotos, mas no

la desintegracion de su superficie.
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VII.

RECOMENDACIONES

Se recomienda seguir tratando esta parasitosis con albendazol, ya que es el
tratamiento de eleccién inmediato para la ascaridiasis y su efectividad es

clara.

Incidir en la investigacién de esta planta herbacea que es comunmente usada
por la poblacion de manera tradicional sirviendo ampliamente como materia
prima. Siendo esta investigacion, base cientifica precedente a las futuras
investigaciones en el &mbito de la salud haciendo estudios in vivo, probables
formas, y cantidades exactas de administracion para el consumo humano en

el tratamiento de la ascaridiasis y multiples parasitosis.

Realizar investigacion en sus distintas formas de extraccion y en otros

parasitos.

Evaluar la composicion de otros principios activos y ademas la fisiopatologia
de esta planta en la inhibicion de la estructura ovular de los cigotos de Ascaris

lumbricoides.
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ANEXOS

ANEXO 01. Disefio de investigacion

RG1 X1 o1
RG2 X2 02
RG3 X3 03
RG4 X4 04
RGS5 - (01

RG: Grupos de estudio=05

X1: Tratamiento con Mentha spicata 100%.
X2: Tratamiento con Mentha spicata 50%.
X3: Tratamiento con Mentha spicata 25%.
X4: Tratamiento con albendazol 400mg/10ml.
X5: Dimetilsulfoxido, control negativo.

O: Inspecciones de la eclosion de huevos.



Matriz de operacionalizacion de variables

ANEXO 02

Variables Definicién conceptual Definicion operacional Indicadores Escala de
medicion
RG1 Mentha spicata al X1 Cuantitativa
100% de nominal
concentracion dicotomica
RG2 Mentha spicata al X2 Cuantitativa
E 9 Principio 75% de nominal
%J E activo con concentracion dicotomica
E E RG3 | capacidad de Mentha spicata al X3 Cuantitativa
a % surtir efecto 50% de nominal
E % antiparasitari concentracion dicotomica
50:' 2 RG4 0 Tratamiento con X4 Cuantitativa
EE: S Albendazol nominal
> 400mg/10m| dicotomica
RG5 Tratamiento con X5 Cuantitativa
dimetilsulféxido nominal
dicotomica
Considerado con este | Es efectivo segun los | Efecto Cualitativa
término debido a que | valores de los porcentajes | antihelminti | nominal
" produce una | de inhibicion de la | co que evita
% '*% erradicacion parasitaria | eclosion de huevos del | la eclosién
% E dentro del cuerpo, en | helminto obtenidos en el | de huevos:
H_J é donde incapacita el |test de Egg Hatch | >50%
E § crecimiento del helminto | inhibition*. No efecto
= § donde finalmente se antihelminti
é Ig- expresa en la CO que evite
<>E > disminucién de la carga la eclosion
parasitaria en el de huevos:
organismo humano??. <50%




ANEXO 03

Tamafo de muestra

n=(Za + ZP)’[p*(1 - p) + p?(1 - p?)]

(p* - p?)?

Donde:

% Za = 1.96 nivel de confianza del 95%
% Zf = 0.80 potencia de prueba del 80%
< p' =0.93 (Antecedente tomado)*?

< p? = 0.40(Antecedente tomado)®2
n=8

Tendra 8 repeticiones para cada grupo. Obteniéndose un total de 40

observaciones



ANEXO 04

Ficha de recoleccion de datos inhibicion de la eclosién de

Huevos de Ascaris lumbricoides

(Expresado en porcentajes)

Dia 2
INHIBICION DE LA ECLOSION DE HUEVOS DE ASCARIS LUMBRICOIDES
Dimetil
Aceite esencial de Mentha spicata Albendazol sulféxido
400mg/10ml

N° 100% 75% 50%

Repet | TOTAL 1 Noinh| 9% | TOTAL 1nh| Noinh| % | TOTAL inh| Noinh| % | inh | Nolnh| % de| Inh| Nolnh| %
de de de inh de
inh inh inh inh

1 29 0| 29 | 00| 26 0| 26 0 29 0| 29 | 0| 29 0O |100 | 0| 28 | O

2 27 1| 26 | 37| 25 | 0| 25 0 28 | 0| 28 |0 28 0 | 100 | O 29 [ 0O

3 26 0| 26 0 29 0| 29 0 25 0| 25 | 0| 27 0 |100]| 0| 28 | O

4 28 1| 27 | 35| 26 | 1| 25 | 38| 26 0| 26 |0 28 0 100 0| 27 | O

5 26 0| 26 | 00| 28 1| 27 [35] 25 |0 | 25 | O 26 0 100 0| 28 | O

6 25 | 0| 25 0 29 | 1| 28 | 37| 28 0| 28 |0 29 0 100 0| 29 | O

7 28 0| 28 0 26 | 0| 26 0 29 0| 29 |0 29 0 100 0| 28 | O

8 27 1| 26 | 37| 28 |1 | 28 |35 27 | 0| 27 | o] 28 0 100 0| 27 | O

Dia 5

INHIBICION DE LA ECLOSION DE HUEVOS DE ASCARIS LUMBRICOIDES
Dimetil
Aceite esencial de Mentha spicata Albendazol sulféxido
400mg/10ml

N° 100% 75% 50%

Repet | TOTAL Inh| Noinh| % | T9TAY 1nh| Noinh| % | TOTAY Inh| Noinh| % | Inh Nolnh| % de| Inh| Nolnh| %
de de de inh de
inh inh inh inh

1 23 3| 20 | 13| 25 0| 25 | 0 27 0| 27 | 0| 24 0 |100 | O] 24 | O

2 20 0| 20 0 26 1| 25 | 4 26 | 0| 26 |0 23 0 | 100 | O 24 | 0

3 21 0| 21 0 23 3| 20 [13.04] 25 1| 24 | 4| 22 0 |100 | O] 23 | O

4 20 | 2| 18 10| 25 | 2| 23 8 23 0| 23 |0 20 0 100 0| 20 | O

5 23 3| 20 13| 28 8| 20 [285| 25 1| 24 | 4] 24 0 100 0| 25 | O

6 19 |4 | 15 21| 24 | 6| 18 | 25| 28 [0 | 28 |0 | 23 0 100 0| 24 | O

7 21 5| 14 |238| 24 | 0| 24 0 27 2| 25 [7.4] 20 0 100 | O 22 | 0

8 25 5/ 20 | 20| 23 |0 | 23 0 26 | 0| 26 | 0| 25 0 100 0| 26 | O




Dia 15

INHIBICION DE LA ECLOSION DE HUEVOS DE ASCARIS LUMBRICOIDES
Dimetil
Aceite esencial de Mentha spicata Albendazol sulfoxido
400mg/10
ml

N° 100% 75% 50%

Repet | TOTAM | Noinh| % de | TOT | inh| Noinh| % | TOTAL inh| Nolnh| % de| Inh | Nolnh| % de| Inh| Noinh| %
inh AL de inh inh de

inh inh

1 13 [ 12| 1 |9230| 8 | 4| 4 50| 8 3 5 |375| 14| 0 |100| 0| 15 | O

2 12 | 10| 2 83.3| 10 | 6 4 | 60 7 4| 3 |571| 13 0 [ 100 | O 14 | 0

3 12 5| 7 416| 9 | 4 5 |44.4| 8 5| 3 62.5| 14 0 |[100]| O 15 | O

4 11 | 7 4 63.6| 10 | 4 6 40| 9 4| 5 |444| 15 0 100 0| 16 | O

5 5 10| 5 666 12 | 4 8 [333| 10 | 6 4 60 | 16 0 100 0| 17 | O

6 10 | 5 5 50 8 | 3 5 [375) 11 |5 6 45 | 13 0O | 100] O| 14 | O

7 13 9| 4 69.2| 10 | 4| 6 | 40 9 4| 5 |444] 15 0 | 100| 0 16 | 0

8 12 7| 5 |583] 11 | 6 5 [545| 8 6| 2 75 | 14 0 | 100 0| 15 | O

Dia 21

INHIBICION DE LA ECLOSION DE HUEVOS DE ASCARIS LUMBRICOIDES
Dimetil
Aceite esencial de Mentha spicata Albendazol sulfoxido
400mg/10
ml

N° 100% 75% 50%

Repet | TOTAL inh|Noinh| % | TOTAL Inh| Noinh| % | TOTAN Inh| Noinh| % de| Inh | Nolnh| % de| Inh| Noinh| %
de de inh inh de
inh inh inh

1 12 | 11| 1 |916] 7 6 1 (857 7 5 2 | 714| 12 0 |[100]| 0| 15 | O
2 10 8| 2 80 | 10 9 1 | 90 6 3| 3 [500| 10| O | 100 | O 13 | 0
3 11 8| 3 |[727] 8 6 2 | 60 7 4| 3 57.1| 13 0 |[100]| 0| 15 | O
4 12 10| 2 [833] 9 5 4 |555/ 8 5| 3 [625]| 15 0 100 0| 16 | O
5 11 9| 2 |81.8 10 6 4 | 60 9 6 3 166.6]| 12 0 100 0| 15 | O
6 9 8 1 |[888 7 | 4 3 |571] 11 | 6 5 [545] 10| O 100 0| 13 | O
7 12 [11] 1 |916] 9 6| 3 |666| 9 5| 4 |555]| 15 0 100 | O 20 | O
8 11 9| 3 |(818] 7 6 1 |857| 7 4| 3 57.1| 11 0 100 0| 15 | O

Repet : Repeticiones
Inh

Nolnh : N° de huevos NO inhibidos por el tratamiento

N° de huevos inhibidos por el tratamiento




ANEXO 05

VALIDEZ DE TEST: JUICIO DE EXPERTOS

INSTRUCTIVO PARA LOS JUECES

Indicacién: Sefior especialista se le pide su colaboracién para que luego de un riguroso analisis
de los items del cuestionario/ guia de observacion o ficha de recoleccién de datos, el mismo que
le mostramos a continuacidn, indique de acuerdo a su criterio y su experiencia profesional el
puntaje de acuerdo a si la pregunta permite capturar las variables de investigacién del trabajo.

En la evaluacién de cada item, utilice la siguiente escala:

RANGO SIGNIFICADO
1 Descriptor no adecuado y debe ser eliminado
2 Descriptor adecuado, pero debe ser modificado
3 Descriptor adecuado

Los rangos de la escala propuesta deben ser utilizados teniendo en consideracién los
siguientes criterios:

°ne

®,
0.0

Vocabulario adecuado al nivel académico de los entrevistados.
Claridad en la redaccion.
Consistencia logica y metodoldgica.

Recomendaciones:

.............

.................................................................

......

Gracias por su generosa colaboracion.

Apellidos y nombres SILVA SANTISTEBAN MIRANDA, Claudina Jesus

Grado académico Maestro en Farmacia y Ciencias Bioquimicas

Mencién

Productos Naturales

Firma

FECHA: 16 /08 /2022
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ANEXO 06

Centro de Investigacién de
QIUNAP Recursos Naturales
Herbarium Amazonense - AMAZ

INSTITUCION CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORTIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA

El Coordinador del Herbarlum Amazonense (AMAZ) del CIRNA, de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruana

HACE CONSTAR:

Que, la muestra botdnica presentada por Cabrera Acevedo, Olenka Marlee, Escuela Académica
Profesional de Medicina, Facultad de Cienclas de la Salud, de |a Universidad Cesar Vallejo,
pertencen a la tesis titulado: “Actividad antihelmintica in vitro del Aceite Esencial de |a Menta
spicata “hierbabuena”, sobre Ascaris lumbricoides comparado con albendazol”, han sido
DETERMINADAS en este Centro de investigacion y Ensefianza, Herbarlum Amazonense-AMAZ,
del Centro de Investigacion de Recursos Naturales de la UNAP-CIRNA-UNAP, como se indica a
continuacidn:

Codigo AMAZ | Nombre comun l Nombre cientifico ] Familia
033638 “hierbabuena” Mentho spicata L. Lamiaceae

Se expide la presente constancia a la interesada, para los fines que estimen conveniente,

Atentamente,

lquitos, 31 de octubre del 2022

L —— LICENCIADA
““m fquitos Perd Pagina 1 de t =y



ANEXO 07

A) Extraccion del aceite esencial de Mentha spicata

> Tratamiento de la muestra

Las plantas frescas se obtuvieron del distrito de
moche, provincia de Trujillo, departamento de La
Libertad, considerandose 6kg. En cuanto a las
coordenadas presenta una Latitud: -8.17139
Longitud: -79.0089.

»  Se procedié a lavar y deshojar las
plantas, obteniéndose aproximadamente
3kg en solo hojas, para luego colocarlas
en una plancha de carton con secado al
aire fresco por una semana (previo a ello
se hizo un piloto con hojas para tener en
cuenta algunos criterios a considerar en
el procedimiento oficial).

» EIl aceite esencial de Mentha spicata se obtuvo mediante la técnica de
hidrodestilacion. Pasos:

1. La capacidad del balén es de 4
litros, pero se considerd colocar
400mg de hierbabuena y 1lt de
agua hervida (para acelerar el
destile de aceite). Dicho balon
estuvo conectado al primer ducto
ascendente del equipo Clevenger.

2. Consecutivamente se procede a
encender la hornilla de la cocina
eléctrica donde se encuentra el
balén. Y al hervir conjuntamente el




aguay las hojas, se forma el vapor
(que  contiene  componentes
fitoquimicos), sigue el conducto
transverso para procesarse de
vapor en liqguido en el
condensador  refrigerante  (la e
corriente entrada y salida del agua ‘Jﬂ RO © ¢
fria induce a un cambio de estado N W ¢ ¢
del vapor). E L\ P .
Finalmente, este liquido cae por el " | ‘gﬁ -
conducto descendente de B 1
Clevenger hacia la alargadera | gl =
para caer primero el hidrolato en la : ¥
base y en la superficie el aceite
(disociandose en dos fases por
diferencia de sus densidades)
hacia el vaso Beaker.

»El procesamiento dur6 1 ¥ h por cada ronda,
siendo en total 5 rondas en 7h %. Obteniéndose
0.4ml (400 pL) aceite esencial de Mentha spicata al
100%. Finalmente se procedié a colocar en una
frasco ambar, refrigerado a una temperatura de
4°C. Siendo cantidad insuficiente para las
repeticiones y observaciones detalladas en la
muestra.

» Sin embargo, para seguir la
investigacibn se opté por
comprar el aceite de Mentha
spicata de la empresa Nua.
Con el fin de no detener la
investigacion. Este aceite
comercial es obtenido de
hierbabuena cultivada en la
Amazonia peruana.




ANEXO 08

B) Proceso de obtencion de huevos de Ascaris lumbricoides

» Se procedi6 a diseccionar por toda la
superficie tubular corporal de dos Ascaris
lumbricoides hembra adulto con un bisturi

numero 15 en medio de una solucién salina a

un pH 7.2 dentro de una placa Petri.

» Después de se procedi6 a filtrar los
huevos. Se colocdé una gaza 10x10
sobre un vaso Beaker, sirviendo este
procedimiento como tamiz para obtener
solo huevos libres de estructuras
uterinas del nematodo.

» Se procedio a lavar los huevos en una centrifuga a
velocidad de 2000 por un minuto y medio. Con el fin
de estar con menos impurezas.

» Al obtener la suspencion libre de impurezas, se
procedi6 a observar si en cada campo se
encontraban entre 20-40 huevos. Se obtuvo 43
huevos viables, para lo cual se hizo uso de NaCl para
diluir mas la suspension. Llegando asi a una

observacion de 29 huevos en total por campo.
Considerandose este nuestro 100%.



ANEXO 09
C) Anélisis de la actividad antihelmintica por medio del método de Egg
Hatch Test Inhibition

» Pararealizar las concentraciones Mentha spicata
al 100% no se tuvo que diluir, simplemente se
utilizé de manera pura. Para la siguiente
concentracion, se tuvo que diluir 3ml del aceite
mas 1ml de DMSO (Dimetilsulféxido) para |

obtener una concentracion de 50% se us6 2ml de
aceite y 2ml de DMSO.
i - Se distribuy6 500 pL en los 40 crioviales de la

¢! suspensién de huevos afadiéndose la misma cantidad de
aceite tanto para concentracion al 100%, 75% y 50%.

- Considerandose gue la primera columna es al 100%, la

= La cuarta columna Ilo

conformaron los controles positivos con crioviales

= Finalmente, la quinta columna fue un control negativo.
Donde los crioviales con suspension de huevos,
recibieron DMSO. La rejilla con los crioviales se
mantuvieron a temperatura ambiente.

*Ademas, se utiliz6 200 uL de suspension de huevos en

dos crioviales mas para evaluar la efectividad del aceite

extraido por el método de Clevenger provenientes de las

hojas de Moche (para no tomar en vano el esfuerzo realizado) y posteriormente
evaluar su actividad antihelmintica.
= La lectura e interpretacion se realizaron a los 2; 5; 15y 21 dias.



Observacion de un cigoto a los 21
dias con dos blastobmeros dentro
de su cépsula. A una
concentracion de 75% de aceite
esencial de Mentha spicata.

[

N\

Observacion del campo
microscopico con nulidad de
huevos a los 21 dias tras la
aplicacion de albendazol. Se
observan restos de los desechos
de todos los huevos destruidos
(propiedad helminticida).

A una concentracion
de 100% de aceite
esencial, se observa
la inhibicibn de la
evolucién de uno de
los multiples huevos
de Ascaris, a los 21

dias. No
observandose
estructura mitéticas
(propiedad

helmintostatica).

Observacion de dos cigotos a los 21 dias con 4y
5 blastébmeros respectivamente, dentro de su
capsula engrosada. A una concentracion de 50%
de aceite esencial de Mentha spicata. En su
superficie externa se observan detritos, en donde
el huevo secreta sustancias mucindgenas para
evitar que se adhieran detritos.

4

Control negativo: DMSO Extraccion propia de
o aceite: concentracion
Se observa viabilidad 100%: A los 21 dias se

(efecto no inhibitorio) de  gyigencig inhibicién, con
los huevos a los 21 dias. una ligera formacion de

blastomeros en algunos
huevecillos.

Fotos tomadas con programa de los microscopios-UCV: cellSens Standard software



ANEXO 10

Tabla 01. Prueba de Kruskal Wallis para determinar la distribucion de los
porcentajes de inhibicion de las distintas concentraciones del aceite de

Mentha spicata

Estadisticos de prueba

Porcentaje  Porcentaje
de inhibicién de inhibicion Porcentaje Porcentaje

alos 21 alos 15 de inhibicién de inhibicién

dias dias alos5dias alos 2 dias

H de Kruskal- 24,285 22,151 21,146 23,066
Wallis

gl 3 3 3 3

Significancia p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001*

Asintotica (p)

Fuente: IBM SPSS Vs 26

*Segun prueba no paramétrica Kruskal Wallis es altamente significativo
especificamente en ambas concentraciones (100%,75% y 50% de la

menta spicata.

Se realiz6 esta prueba para conocer la significancia d ellos datos. Valores
de p <0.05 (significancia p= 0.001) en los 4 grupos evaluados en los
distintos dias, nos expresa que si existe diferencia significativa entre los 4

grupos.



Tabla 2. Prueba de la mediana para confirmar la fiabilidad de la

significancia de la prueba Kruskal Wallis

Porcentaje de inhibicién

N 32
Mediana 818,000
Chi cuadrado 16,439
gl 3
Significancia asintética 0.001

Valores de p<0.005 (p<0.001), por lo tanto, se asume que es altamente

significativo.



PORCEMNTAJE.DE.INHIBICION

100,00

©100,00,0
- ?
83,45+6,46 i

60,00

o 70,07£14,55 59,33+7,00

2000

0,00 = 0,00
. AE Mentha A E Mentha A E Mentha Albendazol Chmetilsulfdado
spiceta 100% spicata 75% soicata 50% 400mg1 mlL
GRUPO

Figura 3. Diagrama de cajas y bigotes se observa entre qué cuartiles se
encuentra la media y desviacion estandar del porcentaje de inhibicién de la

hierba buena al 100%, 75% y 50% y de ambos controles a los 21 dias.



ANEXO 11
Ficha técnica del aceite esencial de hierbabuena

M0

ACEITE ESENCIAL DE HIERBABUENA
Fcha técnica

eritdad: Acaila esencel de herbabuena

Parte de kb planta axtraids:  [Rai=oREaes

Nombre botAniox: Mentha spicata |

Famila botanca Lamacean

Pais de orgen: nda

Cultura Orgéinica

Rl R T (estiacidn completa por arrastne o8 vepor

Aceite esenciel definido botanica y bioquimicamente (HEBBD)
Calidad: 100% puro (fbre de otros éceltes esenciaes)

00% raegral (sn decoloracion sin detengencia, sin nectificacidn)
100% natural (no desnaturalzado con moléouas sintéticas)
: Botelas de vidnio amber con gotero

Fecha de produccion Mayo 2020

Usar antes de: Mayo 2024

Apariencia: Liguido mpido méwl

Propledades crganolépticas: (R s atiles g

Oior: Potente cdlda caractenistion

0520 - 0557

Densidaq:
Punto de inflamacidn B3°C

Solubidad: insolube en agua

Principales componantes bioquimices - Crometografia de gases:

Monoterpenas: imoneno (2214%)

Composicion: Monoterpenales: mentol (071%)

Monotarpanonas: carvona (63.21%). (Z)-dhidrocarvona + {E)-dihidrocarvona (196%)
(xidos: 16-cined! (140%)

*Segin &2 DIGEMID este productn no requere regstro sanitaro por ser comenciaizado como R INSUMO para aromaterapia
{expedients N* 10-072278-1)
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