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RESUMEN

En la actualidad se han ido desarrollando diversos tipos de estudios que
demuestran la gran importancia y beneficios de las plantas medicinales en diversos

tipos de tratamientos para diversas enfermedades.

El presente trabajo de investigacion tiene como principal objetivo evaluar
el efecto antiinflamatorio del extracto de las hojas de Cestrum hediondinum (hierba

santa) en modelos experimentales que incluyen el uso de animales de laboratorio.

Primero se realizé la recoleccidn del material vegetal, posteriormente se
procedio al tratamiento de las hojas recolectadas, este procedimiento consistié sobre
todo en someter a las hojas de Cestrum hediondinum (hierba santa) a estabilizacion y
desecacion, luego se trituraron con la finalidad de proceder a la extraccién. El
triturado fue material solo para la extraccién mediante equipo Soxhlet, ya que para la
expresion se utiliz6 las hojas frescas seleccionadas y estabilizadas. Para ambos
métodos se determinaron sus rendimientos, para el primero el rendimiento final fue

de 30.85%, y para la expresion que fue el segundo método fue de 19.25%.

Se realizd una evaluacién piloto, para determinar qué tipo de extracto
segun el método tiene mayor eficacia. La evaluacion se realizé utilizando un modelo
experimental con animales de laboratorio consistente en administrar un inductor de

inflamacion o agente flogistico por via SC, este agente fue la carragenina
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administrada en la zona subplantar de los animales de experimentacion. Se midio el
volumen basal previamente a la administracion de carragenina, luego se administrd
el agente flogistico y posteriormente los tratamientos, midiéndose luego los
volimenes de la inflamacion a las 1, 2, 3, y 5 horas posteriores a la administracion de
carragenina y consecuentemente de los tratamientos también, en la prueba piloto en
cuanto a sus volimenes de inflamacion, se calculd el cambio porcentual,
considerando el 100% para la medicién basal, con estos datos se calculé el area bajo
la curva que permite valorar todo el proceso inflamatorio medido a los cuatro
distintos momentos. El anélisis estadistico realizado en el programa Minitab 18,
indico mediante el Analisis de varianza y Test de Tukey a un nivel de confianza del
95% que el grupo con mayor actividad inflamatorio y distinta del control fue el

grupo tratado con extracto metandlico.

Fue al extracto metandlico al que se practicd un estudio fitoquimico
preliminar, mediante la técnica de cromatografia en capa fina, esta reveld la

presencia de sustancias terpénicas, saponinas y taninos.

Con el extracto metanolico seco también se elaboraron los geles, a dos
concentraciones al 2% y al 10%, utilizando como base el gel de carbopol.

La intervencion final, evalué el extracto metanolico, los dos geles
elaborados al 2 y 10%, asi como un grupo farmacolégico consistente en administrar
diclofenaco en gel. El analisis de test de Tukey realizado también en el programa
estadistico Minitab 18, indico que el grupo tratado con el gel que incluia extracto
metanolico seco al 10%, al grupo con mayor eficacia, similar al diclofenaco, aunque
no tan definida ya que también era similar al extracto que tuvo una eficacia
intermedia bien definida. En cuanto al gel con extracto de Cestrum hediondinum
(hierba santa) al 2%, su eficacia fue similar al control.

Palabras claves: Cestrum hediondinum, saponinas, taninos, induccién a

inflamacion.
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ABSTRACT

At present, several types of studies have been developed that demonstrate
the great importance and benefits of medicinal plants in various types of treatments

for various diseases.

The objective of this research work is to evaluate the anti-inflammatory
effect of the extract of the leaves of Cestrum hediondinum (holy grass) in

experimental models that include the use of laboratory animals.

First the collection of the vegetal material was carried out, then the
collected leaves were treated, this procedure consisted mainly in subjecting the
leaves of Cestrum hediondinum (holy grass) to stabilization and drying, then they
were crushed in order to proceed to the removal. The crushed material was only for
the extraction by means of Soxhlet equipment, since for the expression the selected
and stabilized fresh leaves were used. For both methods their yields were
determined, for the first the final yield was 30.85%, and for the expression that was

the second method was 19.25%.

A pilot evaluation was carried out to determine which type of extract
according to the method has greater efficacy. The evaluation was carried out using an
experimental model with laboratory animals consisting of administering an
inflammation inducer or phlogistic agent via SC, this was the carrageenan
administered in the subplantar zone of the experimental animals. The basal volume
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was measured prior to the administration of carrageenan, then the phlogistic agent
was administered and then the treatments, measuring the volumes of the
inflammation at 1, 2, 3, and 5 hours after the administration of carrageenan - and
consequently of the treatments also -, the pilot test regarding its inflammation
volumes, the percentage change was calculated, considering 100% for the basal
measurement, with this data the area under the curve was calculated that allows to
assess the entire inflammatory process measured to the four different moments. The
statistical analysis carried out in the Minitab 17 program, indicated by the Analysis
of variance and Tukey test at a confidence level of 95% that the group with the most
inflammatory activity and different from the control group was the methanolic

extract.

It was to the methanolic extract that a preliminary phytochemical study
was practiced, by means of the thin layer chromatography technique, this revealed

the presence of terpene substances, saponins and tannins.

With the dry methanolic extract, the gels were also prepared, at two

concentrations at 2% and 10%, using carbopol gel as a base.

The final intervention evaluated the methanol extract, the two gels
elaborated at 2 and 10%, as well as a pharmacological group consisting in
administering diclofenac gel. The Tukey test analysis also performed in the Minitab
17 statistical program, indicated that the group treated with the gel that included 10%
dry methanolic extract, to the group with greater efficacy, similar to diclofenac,
although not as defined as it was also similar to the extract that had a well-defined
intermediate efficacy. As for the gel with extract of Cestrum hediondinum (holy

grass) at 2%, its efficacy was similar to the control.

Key words: Cestrum hediondinum, saponins, tannins, induction of

inflammation.
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INTRODUCCION

En la actualidad los pobladores de muchas localidades del Per( recurren a otras
alternativas ante los diferentes problemas de salud que presentan en su vida diaria.
Los pueblos utilizaron las plantas medicinales para el tratamiento de las
enfermedades; con el avance de la tecnologia los tratamientos con hierbas, fueron
desplazadas lentamente por los medicamentos quimicos. Debido a los efectos
colaterales de muchos de los medicamentos sintetizados, su elevado costo, las
personas ven la opcion de retomar los medios naturales para el tratamiento de las
diversas enfermedades, ya que estas aportan grandes ventajas, teniendo como

principales; su bajo costo y por su facil adquisicion.

Dentro de estas alternativas encontramos a Cestrum Auriculatum o Cestrum
hediondinum Durn, mayormente conocida Hierba Santa o hediondilla, arbusto de
unos 3 m de alto, tallo ramificado desde la base, hojas pecioladas alternas con bordes
enteros y apice agudo o acuminado. Tiene inflorescencia en paniculas terminales y
axilares, y su fruto es una baya de color verde con pequefias semillas adentro. Hierba
Santa posee muchos usos tradicionales que comprende desde bafios de florecimiento,
alivio de colicos menstruales, alivia el reumatismo, fiebre, colicos, resfrios,

sarampion, heridas de la piel, diarrea, bronquitis, insomnio y otitis.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

- Evaluar el efecto antiinflamatorio tépico del extracto y gel de hojas de Cestrum

Hediondinum “Hierba santa”.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desarrollar los procedimientos de extraccion que permitan la obtencion de

extracto de hojas de Cestrum hediondinum “Hierba santa”.

- Formular un gel a las concentraciones de 2 % y 10 % con el extracto hojas de

Cestrum hediondinum “Hierba santa”.

- Analizar el extracto de hojas de Cestrum Hediondinum “Hierba santa” mediante
un estudio fitoquimico preliminar por cromatografia en capa fina a fin de revelar

que metabolitos secundarios presenta.

- Comparar el efecto antiinflamatorio del extracto y gel de hojas de Cestrum
hediondinum “Hierba santa” al 2 % y 10 % con una forma farmacéutica tépica

(gel de diclofenaco 1%).
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HIPOTESIS

Si en los usos y costumbres de plantas medicinales de la poblacién local
se utiliza las hojas de Cestrum hediondinum “Hierba santa” en el tratamiento de
procesos inflamatorios (reumatismo, contusiones, otitis, etc.), es probable que,
mediante un estudio en animales con edema plantar experimental, se evidencie el
efecto antiinflamatorio de dicha droga.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO
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1.1. HIERBA SANTA
1.1.1. Nombres cientificos

Cestrum hediondinum durn. Cestrum auriculatum. (Brack)

1.1.2. Nombres comunes

Hierba santa, hierba hedionda, hierba hedienda, tundio, hierba de cancer,

hierba de la Virgen, nukchu®.

1.1.3. Taxonomia

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase Asteridae

Orden Solanales

Familia Solanaceae

Género Cestrum

Especie Cestrum hediondinum durn

FUENTE: Ubicacion taxondmica obtenida por el HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) anexo 9

1.1.4. Descripcion botéanica

Arbusto de hasta 3 metros de alto, tallo ramificado desde la base, hojas pecioladas
alternas con bordes enteros y &pice agudo o acuminado. Tiene inflorescencia en
paniculas terminales y axilares, y su fruto es una baya de color azul que contiene 3
semillas Hojas alternas pecioladas; peciolo de 6 — 18 mm de largo; limbo ovado —

oblongo o lanceolado 20 — 80 x t — 40 mm, glabro, bordes enteros @7,
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1.1.5. Habitat

Crece tanto en la costa como en la sierra, en las riberas de los canales de
regadio, cerca de los cultivos y aun como cerco de los mismos. Entre 2800 a 3500
metros de altitud @7,

1.1.6. Composicién quimica

Saponinas, gomas heterosidos, taninos, almidones, mucilagos, azufre
orgénico @),

Figura 1. Hierba Santa (Cestrum Hediondinum)

1.1.7. Usos medicinales

Reumatismo: tomar la infusion de las hojas tres veces al dia.
- Astringente

- Febrifugo: tomar la infusién de las hojas o bafios en el cocimiento de las

hojas.

- Curar el salpullido de los bebes: hojas limpias en agua al sol y luego
restregadas, con el agua lavar a los bebes.

- Contra los coélicos: enema de la infusion.

- Sudorifico: Tomar la infusion de las hojas.
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- Vulnerario en erupciones de cuero cabelludo: el cocimiento.

- Gastralgico: enema de la infusion, infusion de las flores.

- Contra resfriados: el cocimiento.

- Diarrea: tomar la infusion de las hojas.

- Anticaspa: aplicar la infusion de la planta en forma de lavados.

- Hemorroides: aplicar en forma de bafios de asiento la infusion de las

hojas.
- Estomatitis: aplicar en forma de buchadas la infusién de las hojas y flores.
- Bronquitis: tomar el cocimiento de las hojas.
- Analgésico muscular: aplicar el cocimiento de las hojas.

- Inflamacion bucofaringea: infusion de las hojas y flores secas en

gargarismos.
- Otitis: instilar el cocimiento de las hojas @7,
1.1.8. Otros usos populares

- Tratamiento de cadaveres: A los difuntos se les pone una almohada

debajo de la cabeza. Al parecer el olor aleja olores indeseables y moscas
@)

- Agroforesteria. Cercos vivos @)

1.2. INFLAMACION
1.2.1. Generalidades

La inflamacion se considera una respuesta de los tejidos a estimulos
nocivos de origen externo, provenientes de infecciones o de dafio del propio tejido.
En consecuencia, las funciones de la inflamacidn son proteger contra las infecciones
y reparar los tejidos. Por lo general, la respuesta inflamatoria inducida por estimulos
externos es aguda, pero si no se resuelve (como en el caso de las infecciones
persistentes o de las enfermedades autoinmunes) puede volverse cronica,

comunmente en forma localizada. Ahora bien, en afios recientes se ha documentado
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con claridad que los estimulos de origen interno (provenientes de una disfuncion del
tejido) también son capaces de iniciar una respuesta inflamatoria. Es decir, mas alla
de que la inflamacion causada por infeccion o dafio ocasiona que se altere la funcion
del tejido, un tejido disfuncional tiene la capacidad, a su vez, de iniciar o perpetuar
una respuesta inflamatoria. Una implicacion trascendente de ello es que es posible
asociar la pérdida no reversible de la homeostasis tisular (debida a trastornos
permanentes en la funcion) con la presencia de inflamacion cronica con
repercusiones sistémicas, la cual se observa en una creciente variedad de
enfermedades, por ejemplo diabetes tipo 2, ciertos tipos de cancer y enfermedades

cardiovasculares, entre otras ®.

1.2.2. Concepto

Asi pues, la inflamacion puede entenderse como el extremo del abanico
de respuestas adaptativas con las que el organismo confronta los retos y
perturbaciones a la homeostasis tisular, cualquiera que sea el origen de éstos. Es
posible llegar a dicho extremo de modo paulatino o inmediato, de acuerdo con las
caracteristicas del reto y del propio organismo ©®.

Se menciond con anterioridad que el reto puede provenir de trastornos en
la homeostasis, de la continuacion de una respuesta de estrés, o de reconocimiento de
las caracteristicas estructurales o funcionales de los agentes capaces de trastornar la
homeostasis tisular @,

1.2.3. Causas de la inflamacion
La inflamacion se desencadena como consecuencia de:

* Infeccion: los diferentes tipos de microorganismos (virus, bacterias,

hongos, parasitos) provocan distintas respuestas inflamatorias.

* Necrosis tisular: la isquemia, los traumatismos y las toxinas provocan

inflamacion.

* Cuerpos extranos: entre ellos, astillas, suciedad, puntos de sutura,

protesis, cristales de urato (gota) y ésteres de colesterol.
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* Reacciones inmunitarias (respuestas de hipersensibilidad), dirigidas

contra uno mismo (autoinmunidad) o contra agentes exdgenos (alergia) %,

1.2.4. La respuesta inflamatoria

De manera clasica se considera que la inflamacion muestra los cuatro
signos cardinales descritos por el enciclopedista romano de principios de la era
cristiana: Aulo Cornelio Celso: calor, rubor, tumor y dolor. Todos estan referidos en
latin, pero su significado en espafiol es claro y son una util nemotecnia en la clinica
para identificar procesos inflamatorios visibles. Son resultado de la liberacion de los
mediadores y de la expresion de moléculas de adhesion que provocan un aumento de
la permeabilidad vascular, el paso de plasma al espacio intersticial, el reclutamiento
de leucocitos, el aumento de la temperatura local o sistémica y la estimulacién de
nociceptores. El quinto signo cardinal se denomina functio laesa, o perturbacion de
la funcién. Fue agregado por el sabio aleméan del siglo XIX, Rudolf Virchow. Estos
procesos celulares y moleculares se observan en los casos de infeccion y de dafio al
tejido, aunque la respuesta inflamatoria mejor caracterizada es aquella provocada por

infecciones, en especial las bacterianas ®®.

En seguida se explicara lo que sucede cuando hay una infeccién en
cualquier tejido. Como ya se dijo, los macrofagos y los mastocitos residentes inician
la produccion de un conjunto de mediadores y se producen los fendmenos
caracteristicos de la respuesta inflamatoria ¢,

Los leucocitos y las proteinas plasmaéticas suelen circular dentro de los
vasos sanguineos y son reclutados a los sitios de infeccion o lesién mediante sefiales
especificas, por ejemplo, moléculas presentes en los microorganismos patégenos (la
N-formil metionina); sustancias derivadas de la activacion del sistema del
complemento (componentes CSa y C3a), citocinas (TNF) y quimiocinas. Una vez
que los componentes del plasma se extravasan a los tejidos, el exudado plasmatico
estd compuesto no solo por proteinas contenidas normalmente en el torrente
sanguineo, sino también por proteinas que se activan durante el proceso inflamatorio
por medio de una serie de pasos denominados cascadas, incluyendo la del sistema del
complemento, la coagulacion y los sistemas fibrinolitico y de las cininas ).
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Para conseguir eliminar los agentes inductores es necesario el
reclutamiento de células del sistema inflamatorio al sitio de la lesion. Los
macrofagos residentes en los tejidos y las células dendriticas migran de los sitios
cercanos al lugar de inicio de la respuesta. Las células que intervienen en la respuesta
inmunologica innata utilizan receptores celulares, como los TLR, para detectar la
presencia de agentes infecciosos mediante el reconocimiento de PAMP. El endotelio
y los macrofagos residentes en los tejidos responden ante los estimulos
proinflamatorios generando quimiocinas, moléculas capaces de atraer células
inmunocompetentes. La IL-8 (CXCL8) favorece la llegada de neutrdfilos, y la
proteina MCP-1 (del inglés Monocyte Chemoattractant Protein-1 o proteina
quimioatrayente de monocitos 1) induce la migracion de monocitos. Por lo regular,
los leucocitos mas abundantes en una respuesta inflamatoria aguda son los
neutréftlos, pero con el transcurso del tiempo comienzan a migrar monocitos (que se
convertiran en macrofagos tisulares) y linfocitos T y B. Si el evento inflamatorio no
se resuelve, todas estas células pueden convertirse en las poblaciones predominantes
en la inflamacion crénica, que puede persistir durante afios. En muchos casos esta
inflamacion crénica es de baja intensidad y no origina manifestaciones clinicas
detectables ).

La migracion de las células inflamatorias desde la luz de los vasos
sanguineos a los tejidos ocurre de manera ordenada. Primero el endotelio expresa
simultdneamente las quimiocinas, que se adhieren en la cara intraluminal de la
membrana endotelial y atraen a los leucocitos. Una citocina, también secretada de
modo local, el TNF, activa al endotelio que, en respuesta, expresa P-selectina. Esta
molécula se encuentra preformada y contenida en granulos llamados cuerpos de
Weibel-Palade, por lo que en cuestion de minutos se encuentra en la superficie
endotelial, pues solo se requiere la fusion de los granulos a la membrana. Al mismo
tiempo, el proceso inflamatorio inicia la sintesis de otras moléculas, por ejemplo, la
E-selectina que en un par de horas se convierte en la principal selectina de la
superficie del endotelio activado. Como su nombre sugiere, las selectinas contienen
un dominio tipo lectina en su parte distal; las lectinas son proteinas fijadoras de
carbohidratos y, en este caso, tienen como ligando al tetrasacarido sialil-Lewisx, el
cual se encuentra en forma constitutiva en la superficie de los neutréfilos, pero no en

la de los linfocitos. Estos ultimos lo expresan después de ser activados en los 6rganos
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linfoides secundarios por células dendriticas migrantes del tejido inflamado. La
migracion tardia de linfocitos a los tejidos marca el inicio de la participacion de la

respuesta inmunoldgica adaptativa en la respuesta inflamatoria

La accién conjunta de las quimiocinas producidas por los macréfagos y
las células endoteliales (que marginan a los leucocitos circulantes hacia el sitio dela
lesion), y de las selectinas (que los fijan con baja afinidad) inicia la interaccion
endotelio-leucocito. La baja afinidad de esta interaccion y la fuerza del flujo
sanguineo impiden una fijacion firme y provocan el llamado rolling de los leucocitos
sobre la superficie endotelial. El endotelio continGa sintetizando moléculas con una

mayor afinidad y capacidad de adhesion y transmigracion @®.

Los leucocitos circulantes también se activan durante el proceso y
expresan moléculas con capacidad adherente, como el LFA-1 (del inglés
Lymphocyte Function-Associated Antigen 1, o antigeno asociado a la funcion
linfocitaria 1) que esté en casi todos los leucocitos e interactia con las moléculas de
adhesion intercelular, miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, ICAM-1
e ICAM-2 (del inglés Intercellular Adhesion Molecule, o molécula de adhesion
intercelular) sobre la superficie del endotelio. La ICAM-1 se expresa de manera
importante en los procesos inflamatorios, mientras que ICAM-2 se halla de forma
constitutiva en las membranas de los leucocitos. De modo similar, Mac-1 (del inglés
Macrophage-1 Antigen, o antigeno de macrdéfagos 1) participa, pero en forma
secundaria en la migracion de leucocitos utilizando ICAM-1 e ICAM-2 como sus
ligandos. Otras moléculas que participan en la adhesién son los proteoglucanos
CD44 que se encuentran en la superficie de gran variedad de subpoblaciones de
leucocitos; su ligando es el hialuronato. Estudios de inhibicién in vivo que emplean
anticuerpos que bloguean la funcién de CD44, indican que esta molécula juega un
importante papel al dirigir los linfocitos a los sitios de inflamacion @

Algunos ejemplos de moléculas relacionadas con la transmigracion o
diapédesis son CD3 I, miembro de la superfamilia de las inmunoglobuinas; CD99 y
las ICAM, las cuales se expresan lo mismo en leucocitos que en células endoteliales.
Estas moléculas interactdan en secuencia de forma homotipica entre ellas mismas
durante la diapédesis. En la transmigracion también participan JAM-A, JAM-B y

JAM-C, cuyos ligandos son LFA-1, integrina a.4~1 y Mac-1, respectivamente. Hace
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poco se describid el papel que juegan las ectoenzimas en la cascada de adhesion. La
VAP-1 (del inglés Vascular Adhesion Protein, o proteina de adhesion vascular 1) y
las CD73 y CD38 se encuentran del todo identificadas durante el proceso de
transmigracion. Debido a su papel como enzimas, tales moléculas pueden modificar
con rapidez las interacciones de adhesividad y modular el microambiente @

1.2.5. Resolucion de la inflamacién

El proceso inflamatorio es por lo general limitado y termina por
resolverse. Las distintas células y sistemas que participan en él tienen mecanismos
que las desactivan cuando su participacion ya no es necesaria. La desaparicion de las

células que ya no sean requeridas en el proceso ocurre por apoptosis 4.

Tanto el sistema del complemento como el de las quininas y el de la
coagulacion tienen enzimas reguladoras que evitan que su activacion se prolongue

mas de lo necesario 4

El Eos es una de las pocas fuentes de fosfolipasa D, enzima que inactiva
el “factor activador de las plaquetas”. Ademas, posee histaminasa que desactiva la
histamina, y otras moléculas que son generadas en células lipoides y que actuando
como citoquinas ayudan a frenar el proceso inflamatorio cuando éste ha cumplido su

funcion 4

1.2.6. Reparacion de tejidos

Cuando cesa el proceso inflamatorio se inicia la reparacion vy
cicatrizacion de los tejidos. Los macrdfagos cumplen el papel inicial de eliminacion

de detritos y remocion de restos celulares ¢4 2)

Los fibroblastos, las células epiteliales y las endoteliales, estimuladas por
citoquinas como el factor de crecimiento de la epidermis, EGF, y el factor de
crecimiento del endotelio, VEGF, inician la cicatrizacion con neoformaciones de

vasos, proceso conocido como angiogénesis 4 2%,
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1.3. FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS
1.3.1. Farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE)

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE), son uno de los grupos de f&rmacos més
prescritos a nivel mundial. Son utiles en el dolor reumatico, tanto en enfermedades
inflamatorias como degenerativas y por su poder analgésico, también se usan con
frecuencia en enfermedades no reumaticas como la migrafa, dolor dental y en
general en cualquier proceso doloroso. En este grupo se incluyen medicamentos tan

conocidos y usados como &cido acetil salicilico, diclofenaco entre otros ©®

1.4. DICLOFENACO

CO0OH
H
I

il

i

Figura 2. Formula Diclofenaco

El diclofenaco de sodio es un derivado del acido fenilacético y pertenece al grupo de
los Antiinflamatorios no esteroideos (AINE) con propiedades antiinflamatorias,

analgésicas y antipiréticas pronunciadas ©°)

1.4.1. Mecanismo de accién

Su accidn principal se realiza en la periferia inhibiendo la sintesis de
prostaglandinas, principales mediadores de inflamacion. A nivel central su accion no

estd completamente establecida y da origen al efecto antipirético.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA '
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

Los AINES inhiben la ciclooxigenasa, enzima encargada de convertir el
acido araquidonico en prostaglandinas D, E, F y prostaciclinas y tromboexanos.
También los AINES intervienen en la inhibicion de la migracion de los neutréfilos y
la respuesta linfocitica ¢7,

1.4.2. Propiedades farmacodinamias

El diclofenaco es un antiinflamatorio y analgésico no esteroideo, del
grupo de los derivados arilacéticos, que acta impidiendo la sintesis de
prostaglandinas y otros prostanoides, mediante la inhibicion competitiva y reversible

de la ciclooxigenasa, que interviene en procesos inflamatorios 3 16

1.4.3. Propiedades farmacocinéticas

1.4.3.1 Absorcion

La cantidad de diclofenaco absorbido a través de la piel es proporcional
al tiempo de contacto y el area de la piel cubierta por diclofenaco, y depende de la
dosis topica total y de la hidratacion de la piel. La absorcién es de un 6% de la dosis
de diclofenaco tras la aplicacion topica de 2.5g de diclofenaco por 500 cm? de piel,
determinado en referencia a la eliminacion renal total, comparado con diclofenaco
comprimidos. La oclusion durante un periodo de 10 horas provoca un aumento de

tres veces en la cantidad de diclofenaco absorbido @

1.4.3.2 Distribucion

Tras la administracion topica de diclofenaco topico en las articulaciones
de la mano y la rodilla, se puede medir el diclofenaco en plasma, tejido sinovial, y
liquido sinovial. Las concentraciones plasmaticas maximas de diclofenaco tras la
administracion topica de diclofenaco son unas 100 veces mas bajas que tras la
administracion oral de diclofenaco comprimidos. El 99.7% de diclofenaco se une a

las proteinas plasmaticas, principalmente a albimina %
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1.4.3.3 Biotransformacion

La biotransformacién de diclofenaco supone por una parte
glucuronidacion de la molécula intacta, pero principalmente hidroxilacion simple y
multiple que genera diversos metabolitos fendlicos, la mayoria de los cuales se
convierten en glucurénidos conjugados. Dos de estos metabolitos fendlicos son

bioldgicamente activos, aunque en una proporcién menor que diclofenaco &9,

1.4.3.4 Eliminacion

El aclaramiento sistémico total de diclofenaco del plasma es 263 + 56
mL/min (valor medio £ DS). La vida media plasmaética terminal es de 1 a 2 horas.
Cuatro de los metabolitos, incluyendo los dos activos, también tienen vidas medias
plasmaticas cortas de 1 a 3 horas. Un metabolito, el 3-hidroxi-4-metoxi diclofenaco,
tiene una vida media plasméatica méas larga, pero es virtualmente inactivo. El

diclofenaco y sus metabolitos se excretan principalmente por la orina &%

1.4.4. Indicaciones
Alivio local del dolor y la inflamacion leves y ocasionales (" 17)
1.4.5. Contraindicaciones

Hipersensibilidad al diclofenaco o a cualquiera de los componentes de la

formula &7,
No utilizar sobre quemaduras solares.

No administrar a pacientes que hayan presentado reacciones alérgicas
(rinitis, asma, prurito, angiodema, urticaria, shock u otras) provocadas por &cido

acetilsalicilico u otros AINES debido a la posibilidad de hipersensibilidad cruzada.
No utilizar durante el dGltimo trimestre del embarazo &7,

No administrar concomitantemente con otros productos que contengan

diclofenaco &7,

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @&  DE SANTA MARIA

1.4.6. Reacciones adversas

La absorcién sistema de diclofenaco por via tdpica es muy baja
comparada con los niveles plasméaticos del principio activo después de la
administracion oral de diclofenaco. Por lo tanto, la probabilidad de que se produzcan
reacciones adversas sistémicas (como trastornos digestivos o0 renales,
broncoespasmo) es muy baja tras la aplicacion topica, en comparacién con la
frecuencia de reacciones adversas asociadas a la administracion oral de diclofenaco.
Sin embargo, si se usa el diclofenaco sobre una gran zona de piel, y durante un largo
periodo de tiempo, pueden ocurrir reacciones adversas sistemas. En general por via

topica se mencionan las siguientes ¢,

1.4.6.1 Infecciones e infestaciones
Muy raras: erupcion pustular &7

1.4.6.2 Trastornos del sistema inmunoldgico
Muy raras: Hipersensibilidad (incluyendo urticaria), angioedema &7,

1.4.6.3 Trastornos respiratorios, toracicos y mediastinicos
Muy raras: Asma &7

1.4.6.4 Trastornos de la piel y del tejido subcutaneo
Muy raras: Reaccion de fotosensibilidad.

Raras: Dermatitis ampollosa.

Frecuentes: Dermatitis (incluyendo dermatitis de contacto), erupcion,

eczema, eritema, prurito &7,

1.5. GELES

Ungeles un sistema coloidal, son de consistencia semisdlida
transparente. Los geles presentan una densidad similar a los liquidos, sin embargo, su

estructura se asemeja mas a la de un sélido ©7.
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1.5.1. Clasificaciones de los geles

1.5.1.1 Dependiendo de su comportamiento frente al agua

1.5.1.1.1 Geles hidrofilos o hidrogeles

Constituidos por agua, glicerina, propilenglicol u otros liquidos
hidrofilicos. Gelificados por sustancias de tipo poliméricas, goma tragacanto,
almiddn, derivado de la celulosa, polimeros carboxilicos o silicatos de aluminio y

magnesio €7,

15112  Geles hidréfobos o lipogeles (oleogeles)
Constituidos por parafina liquida adicionada de polietileno o por aceites

grasos gelificados por anhidrido silicicoloidal o por jabones de aluminio y zinc ¢,

1.5.2. Mecanismo de formacién de un Gel

Los productos gelificantes se pueden agrupar del siguiente modo: -
Polimeros que dan lugar a un gel dependiente del pH del medio. -Polimeros que dan
lugar a un gel por si mismo, independiente del pH del medio ¢”.

1.5.3. Estabilidad de Geles
Los factores desencadenantes de la inestabilidad de un gel son:
-Temperatura
-Cambios de pH

-Agitacion violenta ¢7.
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2. MATERIALES Y METODOS
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2.1. PLANTEAMIENTO METODOLOGICO

2.1.1. Tipo de Investigacion

El objetivo basico de los estudios experimentales es evaluar los efectos
producidos por una accion o manipulacion, intentando establecer una relacion causa-
efecto con los resultados observados (estudios analiticos). Esta suele ser un
tratamiento farmacoldgico, una estrategia diagnostica o un modelo organizativo ?; es
por lo que el tipo de investigacion corresponde a un estudio experimental en donde la
intervencion consistio en la administracion topica del extracto y gel de hierba santa,

y ver sus efectos sobre el proceso inflamatorio.

2.2. Disefio Pre y Post Test

Este disefio experimental consiste en realizar mediciones de intervencion
de la variable antes y después de administrar el tratamiento. En nuestra investigacion,
se realizd una medicion basal y mediciones posteriores a la administracion del

extracto de hierba santa.

Ademas, este disefio comprende varios grupos experimentales con uno
control, a criterio de los investigadores se incluyd una experimentacion preliminar o
piloto, con la finalidad de definir la extraccion final. El disefio comprendié los

siguientes grupos.

2.2.1. Intervencion piloto

El objetivo de la intervencidon piloto fue seleccionar el método de
extraccion, ya sea por extraccion por soxhlet o expresion, utilizado en presencia de

un grupo control.

e Grupo control: conformado por 3 animales de experimentacion, sobre los

que no hubo intervencion alguna.
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e Grupo Extracto Metanolico por Soxhlet: conformado por 3 animales de
experimentacion, sobre los que se intervino en el proceso inflamatorio

administrando el extracto metandlico de hierba santa.

e Grupo Extracto por Expresion: conformado por 3 animales de
experimentacion, sobre los que se intervino en el proceso inflamatorio
administrando el extracto por expresién de hierba santa.

2.2.2. Intervencion final

El objetivo de la intervencion final corresponde al objetivo principal de la
presente investigacion, incluyd ademas del grupo extracto de mayor eficacia de la
intervencion piloto, a unos grupos que incorporen a este extracto en una forma

farmacéutica, un grupo control, y un grupo farmacolégico.

e Grupo Control: conformado por 5 animales de experimentacion, sobre los

gue no hubo intervencion alguna.

e Grupo Metanol: conformado por 5 animales de experimentacion, sobre
los que se intervino en el proceso inflamatorio administrando el extracto

metanolico de hierba santa.

e Grupo Gel 2 %: conformado por 5 animales de experimentacion, sobre
los que se intervino en el proceso inflamatorio administrando el extracto
metanolico de hierba santa en una proporcion del 2% en una base de gel

de carbopol.

e Grupo Gel 10 %: conformado por 5 animales de experimentacion, sobre
los que se intervino en el proceso inflamatorio administrando el extracto
metanolico de hierba santa en una proporcién del 10% en una base de gel

de carbopol.

e Grupo Gel Farmacoldgico: conformado por 5 animales de
experimentacion, sobre los que se intervino en el proceso inflamatorio
administrando un gel farmacoldgico con diclofenaco al 1% como

principio activo antiinflamatorio.
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2.3. Area de Investigacion

El proyecto de tesis, la obtencion del extracto, y la obtencién de las
pruebas preliminares en cromatografia se realizd en los laboratorios de
experimentacion H-103 y el bioterio de la Universidad Catolica De Santa Maria.

2.4. Esquema experimental

El grafico resume el esquema experimental que se siguio hasta la etapa

final.

T
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2.5. MATERIALES
2.5.1. Material biol6gico

2.5.1.1 Unidad botanica

Para el trabajo de investigacion se utilizd las hojas secas de Cestrum

hediondinun “Hierba santa”.

2.5.1.1.1 Unidad biolégica

El estudio en animales de experimentacion se realizd en el bioterio de la
Universidad Catolica de Santa Maria. Los animales de experimentacién que se
utilizaron para el presente estudio fueron ratas albinas pertenecientes a la especie
Rattus rattus de la raza “Hotzman”, se utilizaron para la prueba piloto y la prueba
final. Para este proyecto, los animales de experimentacién fueron 25 ratas de la
especie Rattus Rattus de la raza “Holtzman” machos, con un peso entre 200-245 g,
con una edad aproximada de 5 meses. Estos animales fueron sub-divididos en 5

grupos de 5 animales cada uno.

2.5.2.Materiales de laboratorio

2.5.2.1 Material volumétrico
— Balones

— Matraces
— Pipetas graduadas
— Probetas graduadas

— Vasos precipitados

2.5.2.2 Equipos de laboratorio

— Balanza analitica
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— Balanza gramera

— Equipo de bafio maria
— Equipo rotavapor

— Equipo Soxlet

— Estufa de desecacion
— Frigorifico

— Lampara UV

— Pletismémetro digital

2.5.2.3 Reactivos
— Acetato de etilo

— Acido sulftrico

— Agua destilada

— Carbopol

— Cloruro de aluminio
— Metanol

— Metilparabeno

— Propilenglicol

— Propilparabeno

— Reactivo de Dragendorf
— Trietanolamina

— Vainillina

— Acido acético

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~@  DE SANTA MARIA

2.5.3. Otros

Gorro de laboratorio

Guantes de examen

— Jeringa de Insulina
— Mascarilla

— Placas de silica gel
— Potes de pléstico

— Sonda orogastrica

2.5.4.Formulacion de geles

Se procedi6 a formular geles conteniendo 2 % y 10 % del extracto de
Hierba santa “Cestrum Hediondinun”. se evaluaron los diferentes geles en la etapa
experimental, aplicarlo en los animales de experimentacion para poder determinar

cuél concentracion es la que tiene mayor efecto antinflamatorio.

2.6. METODOS
2.6.1. Recoleccidén

La recoleccion de especies de Cestrum hediondinum (hierba santa) se
Ilevo a cabo en las zonas periféricas del Distrito de Characato, se recolecto a partir de
especies que crecen en forma silvestre, la recoleccion de estas especies fue a las 8
horas de la mafiana, se prefiri6 especimenes adultos, sanos obteniendo 1.5

kilogramos de ramas.
2.6.2. Tratamiento de las hojas recolectadas

Las ramas de Cestrum hediondinum (hierba santa) recientemente
recolectadas fueron tratadas convenientemente a fin de ser sometidas al proceso de
extraccion con disolventes. Con este objetivo en primer lugar se seleccion6 a partir
de las ramas solo las hojas, que se encuentren en buen estado, desechando todo lo

demas. Posteriormente estas hojas fueron estabilizadas, para ello fueron introducidas
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en la estufa con temperatura previa de 90 °C, y permanecieron dentro durante
alrededor de 3 minutos, luego que se estabilizaron las hojas, en la misma estufa se
procedio con la desecacion. La desecacion fue a calor artificial en estufa eléctrica, la
temperatura para desecar fue de 50 °C, el tiempo que tomd hasta tener hojas secas
fue de 4.5 horas ),

El procedimiento final de tratamiento de las hojas recolectadas fue la
trituracion, se realizo con la finalidad de aumentar la superficie de contacto droga
disolvente. Esta trituracion se Ilevo a cabo en mortero de porcelana por lo que la

trituracion fue manual @

Figura 3. Hojas de hierba santa triturada
FUENTE: Elaboracion propia

2.6.3. Procedimientos de extraccion

2.6.3.1 Método 1
Como método de extraccion se utilizo la extraccion Soxhlet.

2.6.3.2 Fundamento

Es un método de extraccion continuo que se utiliza para materiales
solidos. Consiste en colocar el material a extraer, previamente molido y pesado, en
un cartucho de celulosa que se introduce en la cAmara de extraccion, conectada por
una parte a un baldén de destilacion y por otra a un refrigerante. El disolvente

contenido en el baldn se calienta a ebullicion, el vapor asciende por el tubo lateral y
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se condensa en el refrigerante, cayendo sobre el material. Cuando alcanza el nivel
conveniente sifona por el tubo regresando al balon. EIl proceso se repite hasta
conseguir el agotamiento deseado del material 9.

Figura 4 Equipo soxhlet

FUENTE: Elaboracion propia

G 58 5 LR

Figura 3. Equipo rotavapor
FUENTE: Elaboracién propia
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2.6.3.3 Procedimiento

Se pes6 una cantidad suficiente para que cupiera en el tubo de extraccion
del equipo, esta cantidad se introdujo en un papel filtro, este conjunto fue introducido
al tubo de extraccion. Por otra parte, se coloco disolvente en el baldn de destilacion.
Se armo todo el equipo, y se colocd dentro de un bafio maria, este a su vez sobre la
cocinilla eléctrica y se inicio el proceso de extraccion. Esta extraccion fue
exhaustiva, hasta agotar la droga

2.6.3.4 Método 2
Como segundo método de extraccion se utilizd la extraccion mediante

expresion.

2.6.3.5 Fundamento

La extraccion por expresion consiste en ejercer una presion sobre la
droga, es una técnica de extraccion mecanica que permite obtener los principios
activos disueltos en los fluidos propios de la planta, los cuales una vez extraidos se

denominan jugo. ®®

2.6.3.6 Procedimiento

Para lograr la extraccion por expresion se acondicion6 una prensa para
jugos de naranja de aluminio, en esta se coloco en su fondo un lienzo fino para que
haga las veces de filtro. Se colocaron en varias tandas alrededor de 130 g de hojas
frescas de Cestrum hediondinum (hierba santa) hasta obtener un jugo o zumo total de
25.3 ml. Esta extraccion fue progresiva a medida que se requeria el jugo, ya que tenia
que utilizarse inmediatamente.

2.6.4. Evaluacién fitoquimica preliminar

2.6.4.1 Método
Como método analisis fitoquimico se utilizdé la Cromatografia en Capa
Fina.
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2.6.4.2 Fundamento

La cromatografia en capa fina (TLC- Thin layer-chromatography) es una
aplicacion especial de la cromatografia de absorcion, en la cual se utiliza una capa
fina de adsorbente soportada encima de una superficie plana en lugar de una columna
rellena de adsorbente. La elucidn, o méas propiamente el desarrollo del cromatograma
se consigue por el movimiento capilar ascendente del disolvente a través de la capa
fina de adsorbente. Desgraciadamente quedamos limitados al uso de un solo sistema
de disolventes. No obstante, después de usar un disolvente el cromatograma puede
secarse y desarrollarse de nuevo con un segundo sistema de disolventes bien en la

misma direccion o en angulo recto al primer desarrollo 4.

En orden de importancia, los adsorbentes mas corrientemente usados en
TLC son el gel de silice, alumina, kieselguhr y celulosa. Los dos primeros son mas
importantes para los usos generales que los dos ultimos. Los adsorbentes para TLC

son de particulas mas pequefas que aquellos usados para columna @4,

Figura 6: Corrida de muestra en cuba cromatografica
FUENTE: Elaboracién propia
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2.6.4.3 Procedimiento
La evaluacion de la composicién fitoquimica preliminar considerd cuatro

reacciones de identificacion; General, Terpenos, Flavonoides, Taninos y Alcaloides.

2.6.4.3.1 General
2.6.4.3.1.1 Fase movil:

Acetato de etilo Metanol Agua
98 2 1

2.6.4.3.1.2 Reactivo de vainillina-acido sulfarico

Solucion A
Vainillina...............oooooiiiin. .. 1g
Etanol csp......ocovviiiiiiiiiiiiiiiannn, 100ml
Solucion B

Acido sulfarico concentrado. ............ 5ml
Etanol €sp......oovveviiiiiiiiiiiininanns 100ml

Pulverizar la placa con la solucion A y dejar secar, luego con la solucion
B someter la placa a 110°C durante 10 minutos. Es un reactivo denominado universal

0 general ya que tiene amplio uso en la determinacion de patrones cromatograficos.
(12)

Terpenoides, fenoles, derivados fenilpropanicos, aceites esenciales. ‘2
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2.6.4.3.2 Flavonoides
2.6.4.3.2.1 Fase movil:

Acetato de etilo Metanol Acido acético
70 30 1

2.6.4.3.2.2 Reactivo de cloruro de aluminio

Cloruro de aluminio....................... 1lg

Etanol esp.....coovvvviiiniiiiiiiiininn.. 100 ml

Pulverizar la placa con la solucién preparada y observar a la luz UV-

365nm 12,

Flavonoides, observar fluorescencia amarilla 2.

2.6.4.3.3 Taninos
2.6.4.3.3.1 Fase movil:

Metanol Agua
90 10

2.6.4.3.3.2 Reactivo de cloruro férrico

Cloruro férrico.....ovveivieinieiiiiiienann.n 19

Etanol Csp......cooviiiniiiiiiiiiiiea, 100 ml

Pulverizar la placa con la solucidn recientemente preparada y dejar secar,

después se somete la placa a 110°C durante 10 minutos.

Flavonoides, fenoles y taninos generando manchas azules, rojas, verdes y

marrones (12
Para calcular el Rf se aplica la siguiente expresion:

Rf = distancia recorrida por el compuesto (X)

distancia recorrida por el eluyente (Y)
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2.6.5.Elaboracion del gel con extracto

Para la formulacion del gel que contiene el extracto se siguio el
procedimiento normalizado para la elaboracion de geles, descrito en la segunda

edicion del Formulario Nacional Espafiol que se describe a continuacion.

Formula patrén

Principio activo x%
Excipientes:

Gelificante/s X%
Regulador de pH (si procede) C.S
Diluyente c.s.p. @

En caso de utilizar geles semielaborados, seguir las instrucciones del

fabricante.

Método patrén
= Pesar todos los componentes @2

= Dispersar el gelificante en parte del diluyente por toda la superficie,

evitando la formacién de grumos @2,
= Dejar reposar el tiempo suficiente hasta la total imbibicion del diluyente.
= Agitar evitando la incorporacion de aire, hasta obtener un gel uniforme.
= Incorporacion del principio activo @@,

o Siempre que sea posible se incorporara disuelto en el diluyente

antes de elaborar el gel @,

o Si no es asi, una vez formada el gel, incorporar el resto de

diluyente con los principios activos solubles ¢?.
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o Si son insolubles en el diluyente, disolverlos o dispersarlos en el
minimo volumen posible de un solvente con la polaridad

adecuada.

= En caso de que sea necesario para la gelificacion, agregar la sustancia
reguladora del pH si procede, ajustando al pH deseado y controlandolo

seguin procedimiento de medicion de pH @2,

» La velocidad, tiempo de agitacion, temperatura se especificaran en cada

formulacion en concreto @2,

= Proceder a la limpieza del material y equipo segun se especifique en los

procedimientos de limpieza correspondientes ?2).

Procedimiento realizado

= Pesar todos los componentes.

= Se disolvid los parabenos en el propilenglicol mediante agitacion

constante. Esta mezcla se disolvio en el agua destilada.

= Se disperso el gelificante en la mezcla anterior por toda la superficie,

evitando la formacién de grumos.
= Se dejo reposar durante 24 horas hasta la total imbibicion del diluyente.

= En agrego el regulador de pH trietanolamina gota a gota, ajustando al pH

deseado y controlandolo mediante papel indicador de pH.
= Se agito evitando la incorporacion de aire, hasta obtener un gel uniforme.

= Los extractos se agregaron al final, una vez elaborado el gel ¢
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Formula especifica

Complejo activo x%
Excipientes:

Carbopol 940 1.1%
Trietanolamina cCSpH7
Metilparabeno 0.08 g
Propilparabeno 0.02g
Propilenglicol 59

Agua destilada c.s.p. 100 g

2.6.6. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria

2.6.6.1 Meétodo
Modelo animal de edema plantar inducido por carragenina.

2.6.6.2 Fundamento

El método de edema plantar inducido por carragenina consiste en la
administracion subcutdnea de una solucion de carragenina (un mucopolisacarido
sulfatado extraido del alga marina Chondus crispus) a nivel de la aponeurosis plantar
de la rata, provocando una reaccion de caracter inflamatorio mediada por la
liberacion de diversos autacoides (histamina, serotonina, bradicinina,
prostaglandinas) ademas diversos factores del complemento que estan implicados en

la amplificacion de la respuesta @,

Una hora después de la administracion de la sustancia problema, la
histamina y la serotonina tienen un papel principal como mediadores.
Aproximadamente de una hora y media a dos horas después de la inyeccion de
carragenina, intervienen las cininas como mediadores. La ultima fase mediada por
prostaglandinas (PGE1 y PGE2, PGF2). La respuesta vascular maxima ocurre
aproximadamente a las 4 horas de la administracion de carragenina y coincide con la

fase mediada por las prostaglandinas. La extravacion de proteinas ocurre durante
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toda la respuesta al agente edematdgeno. La migracion celular, fundamentalmente

leucocitos polimorfonucleares, comienza a la hora de haberse inyectado el agente @,

Se prefiere la carragenina ante otros irritantes porque el edema producido
esta menos modificado por factores ajenos a los propiamente caracteristicos de la
inflamacion y, ademaés, porque la actividad antiinflamatoria de este ensayo guarda

una buena correlacién con la actividad antiinflamatoria en clinica ©

/) | is]

P pantab
; 1

Figura 7. Equipo Pletismometro digital
FUENTE: Elaboracion propia

2.6.6.3 Procedimiento

Tanto en la intervencién piloto como final se siguié un procedimiento
que comienza en la estandarizacion de los animales de experimentacion, es decir,
tuvieron condiciones uniformes de alimentacion y cautiverio. Luego de ello se
identific6 a cada animal generandole pintas en su pelambre, una vez identificados

fueron asignados al azar a los grupos experimentales de la intervencién piloto y final.

Posteriormente se tomo la lectura del volumen de la pata anterior derecha

del animal antes de administrar el agente flogistico, este dato fue la lectura basal.

La administracion de la carragenina fue por via sub cutanea, una solucién

al 1%, y se midio el volumen de inflamacién a la 1, 2, 3 y 5 horas. La administracion
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del tratamiento fue inmediatamente antes de la primera medicion, aplicando por via

topica sea el extracto o el gel con extracto ),

2.6.7. Analisis de datos

2.6.7.1 Cambio porcentual

Las lecturas de volumenes de tejido inflamado medidas mediante el

pletismometro digital, serviran para hallar el cambio porcentual.

El cambio porcentual es un cociente cuyo numerador se constituye con el

cambio entre dos momentos y el denominador es un periodo base. Su formula es 9.

xp—xA

Cambio porcentual = 100

XA

Donde xa representa el valor en el periodo anterior y X, el valor en el
periodo posterior. EI cambio porcentual permite expresar numéricamente el cambio
cuantitativo observado entre dos momentos tomando como referencia el valor

observado en el periodo anterior 19,

2.6.7.2 Areabajo la curva
El area bajo la curva de los cambios porcentuales en los cuatro tiempos
se realiz6 mediante el método de los trapecios ¥

2.6.7.3 Estadigrafos
Para el andlisis de los datos proporcionados por el célculo del area bajo la
curva, se aplico los siguientes estadigrafos para la interpretacion de resultados de

cada grupo experimental, asi como la comparacion de los grupos 9.
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2.6.7.3.1 Promedio

La media aritmética o simplemente media o promedio es una medida
descriptiva de tendencia central cuyo Unico numero resume una serie de valores a

partir de los cuales se calcula 19

2.6.7.3.2 Rango
El rango es la diferencia entre el valor maximo y el minimo de un

conjunto de datos 1.

2.6.7.3.3 Varianzay desviacion estandar

La varianza es una medida de dispersion que describe la separacion de
los valores en relacion con la media. La varianza se expresa en unidades cuadradas
que son dificiles de interpretar. Una medida de dispersion expresada en las unidades
originales es la desviacion tipia o desviacion estandar, que es igual a la raiz cuadrada

de la varianza 0

2.6.7.3.4 Analisis de Varianza

La distribucion t de Student es muy util para hacer inferencias
comparando dos muestras simultdneamente, pero no es adecuada cuando tenemos
mas de dos. En estos casos, podemos utilizar el andlisis de varianza, que es un
procedimiento que toma la variabilidad total de una serie de datos y la divide en dos
0 mas fuentes de variacién. Este procedimiento estadistico evalla la hipétesis nula de

que no existe diferencia entre dos 0 mas medias poblacionales @9
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. OBTENCION DEL EXTRACTO

Como se describio para la obtencion del extracto se precisé en primer
lugar recolectar cantidad suficiente de ramas de Cestrum hediondinum (hierba santa),
esta recoleccion fue por las afueras del distrito de Characato. Luego procedio con el
tratamiento de este material vegetal, con los procedimientos de seleccion,
estabilizacion, desecacidn y trituracion. Luego de la seleccién de las hojas a partir de
las ramas se obtuvo una cantidad en peso de hojas por lo que se determind el

rendimiento de la recoleccion a partir de las ramas.

Tabla 1. Rendimiento de la Recoleccién

Descripcion Cantidad Unidades ‘

Ramas de Cestrum hediondinum (hierba santa) 613.87 g
Hojas de Cestrum hediondinum (hierba santa) 153.29 g
Rendimiento 24.97 %

FUENTE: Elaboracién propia

La tabla 1 expresa los resultados para el rendimiento de la recoleccion se
aprecia que 613.87 gramos de ramas de Cestrum hediondinum (hierba santa)
presentan en su conformacion 24.97 % de hojas seleccionadas es decir expeditas para

ser tratadas.

Luego de aplicar todos estos procedimientos dieron como resultado final
la obtencidn de un polvo semi fino de hojas de Cestrum hediondinum (hierba santa),
el que fue depositado en un papel filtro, para ser introducido en el tubo de extraccion
del equipo Sohxlet. La extraccion con llevo al uso de disolvente metanol, este se
utilizé en una cantidad aproximada de 150 ml realizandose tres extracciones, estas no
fueron realizadas en forma consecutiva sino mas bien se dieron por necesidades de
experimentacion, sin embargo, fueron utiles para el calculo del rendimiento de la

extraccion del método.
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Tabla 2. Rendimiento promedio de la extraccion Soxhlet

Descripcion Cantidad Unidades

Hojas trituradas de Cestrum hediondinum (hierba 14.32 g
santa)

Extracto de Cestrum hediondinum (hierba santa) 4.38 g
Rendimiento 30.85 %

FUENTE: Elaboracion propia

La tabla 2 expresa los resultados para el rendimiento de la extraccion,
cabe hacer notar que, a diferencia de la anterior tabla, en esta se observan promedios
totales ya que se realizaron tres extracciones. El rendimiento total final fue de
30.85%.

Tabla 3. Rendimiento promedio de la extraccion por Expresion

L - ~ Descripcion ‘Cantidad ~ Unidades
Hojas frescas de Cestrum hediondinum (hierba santa) 130.02 g
Liquido extractivo (zumo) 25.3 ml
Rendimiento 19.25 %

FUENTE: Registro investigativo propio

La tabla 3 expone los resultados para la extraccion mediante expresion, el
producto a diferencia del anterior método fue un liquido vulgarmente conocido como

zumo, su rendimiento fue de 19.25%.
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3.2. ANALISIS FITOQUIMICO

En cuanto al analisis fotoquimico preliminar se observaron resultados
positivos para la reaccion general, terpenos y taninos, siendo negativo para
flavonoides y alcaloides. En estos Gltimos casos de volvio a repetir el ensayo y no se

obtuvo placas con buena resolucion.

La reaccion general — como se aprecia en el cromatofolio siguiente —
fue positiva, este ensayo se realizd utilizando como fase movil el acetato de etilo,
metanol y agua, las proporciones de esta mezcla de disolventes se describe en el
capitulo anterior. El revelador fue el reactivo de vainillina-acido sulfurico. Se
aprecian en la placa, manchas de color rosa, que corresponden para saponinas, y

marrones correspondientes a lactonas sesquiterpénicas.

Figura 8. Placa cromatografica proveniente de la aplicacion del extracto metanolico
obtenido de cestrum hediundinun (hierba santa)
FUENTE: Elaboracién propia
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La reaccion para terpenos — como se aprecia en el cromatofolio
siguiente — fue positiva, este ensayo se realizo utilizando como fase mavil el tolueno
y el acetato de etilo, las proporciones también se describen en el capitulo anterior. El
revelador fue el reactivo de Liebermann Burchard. Se aprecian en la placa, manchas
de color rojo oscuro para saponinas, azul y azul verdosas para triterpenos y

esteroides.

0.97
0.90
0.82

Figura 9. Identificacion de terpenos del extracto metanolico obtenido por el método

de Soxhlet
FUENTE: Elaboracién propia
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La reaccion para taninos — como se aprecia en el cromatofolio siguiente
— fue positiva, este ensayo se realizé utilizando como fase mévil metanol y agua, las
proporciones también se describen en el capitulo anterior. El revelador fue el reactivo
de cloruro férrico. Se aprecian en la placa, manchas de color marrén y verdes para

taninos.

Figura 10. Identificacion de taninos del extractos metanolicos, obtenido por método

de soxhlet
FUENTE: Elaboracién propia
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3.3. PREPARACION DEL GEL CON EXTRACTO

Para la elaboracion del gel con extracto de Cestrum hediondinum, en
primer lugar, se elaboré el gel de carbopol, conforme la metodologia descrita en el
apartado anterior. Una vez elaborado del gel de carbopol se prepard las siguientes

formulaciones.

Formula al 2%
Extracto de Cestrum hediondinum 29

Gel de carbopol 940 csp 100 g

Formula al 10%
Extracto de Cestrum hediondinum 10g

Gel de carbopol 940 csp 100 g

3.4. EVALUACION DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO

La evaluacion del efecto antiinflamatorio consistié en medir el volumen
de tejido inflamado luego de la administracion de carragenina como agente
flogistico, el volumen de tejido inflamado se midi6 mediante pletismometro digital.
Se logrd cinco lecturas, la lectura basal, a la 1 hora, 2 horas, 3 horas y 5 horas de
administrada la carragenina. El tratamiento fue administrado inmediatamente antes
de la primera medicion. Los valores volumétricos fueron expresados en incremento
porcentual. Al final de obtuvieron cuatro incrementos porcentuales en relacion al
basal correspondientes a la 1 hora, 2 horas, 3 horas y 5 horas, las que se denominaron
Hora 1, Hora 2, Hora 3 y Hora 5 respectivamente. Estos incrementos porcentuales
hasta la Hora 5 engloban todo el proceso inflamatorio, por lo que, para tener una
comprension total del proceso, y no anélisis fragmentados por cada hora, lo que
complicaria para un analisis estadistico en conjunto al final, que comprenda todos los

analisis fragmentados de cada hora, es que fue necesario hallar el area bajo la curva
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de cada unay realizar el sumatorio total, para poder asi comparar todos los grupos y

establecer conclusiones.

Tal como se explico anteriormente la evaluacion del efecto

antiinflamatorio contemplo dos intervenciones la piloto y la final.

Figura 11. Administracion de carragenina al 1%.
FUENTE: Elaboracion propia

Figura 12. Medicion de inflamacion 1 hora después de la aplicacion de carragenina
al 1%.

FUENTE: Elaboracién propia
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Figura 13. Aplicacion de diclofenaco.
FUENTE: Elaboracién propia

Figura 14. Aplicaciéon de gel a base de Hierba Santa “Cestrum hediondinun” al 2% y
10%.

FUENTE: Elaboracién propia
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3.4.1. Intervencion piloto

La intervencion piloto tuvo como finalidad, verificar previamente si el
método de extraccion tiene eficacia, ello debido a que las hojas de hierba santa son
utilizadas en compresa por lo que, se disefié tres grupos experimentales uno, con el
extracto proveniente de la expresion de las hojas frescas, y el extracto metandlico
proveniente de un método de extraccion con disolventes denominado Soxhlet, todo

ello con la participacion de un grupo control. Los resultados se exponen.

Tabla 4. Area bajo la curva: Grupo control, Intervencion Piloto

1 57.315 123.78 133.54 301.22
2 66.875 136.25 141.25 300
2 56.47 117.06 122.945 256.47

FUENTE: Elaboracién propia

GRAFICO N° 1: Area bajo la curva del cambio porcentual: Grupo control,

Intervencion Piloto
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Tabla 5. Area bajo la curva: Grupo Extracto metandlico, Intervencion Piloto

N° Animal Hora 1 Hora 2 Hora 3 Hora 5
1 51.65 93.41 75.825 130.77
2 62.355 121.18 108.235 170.58
3 51.265 99.365 84.81 141.77

FUENTE: Elaboracién propia

GRAFICO N° 2: Area bajo la curva del cambio porcentual: Grupo Extracto

metandlico, Intervencion Piloto

TO Hora 1 Hora 2 Hora 3 Hora 5

Tabla 6. Area bajo la curva: Grupo Extracto expresion, Intervencion Piloto

N° Animal Hora 1 Hora 2 Hora 3 Hora 5
1 58.525 115.91 112.5 213.64
2 81.325 153.01 140.96 265.06
3 58.825 110 98.235 185.88

FUENTE: Elaboracién propia
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GRAFICO N° 3: Area bajo la curva del cambio porcentual: Grupo Extracto

expresion, Intervencion Piloto
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Las tablas N° 4, 5y 6 y sus respectivos graficos N° 1, 2 y 3, muestran los
resultados de la intervencion piloto, las tablas exponen los resultados hallados del
area bajo la curva trazada por los cambios porcentuales en cada tiempo de medicion
(Hora 1, 2, 3 y 5). Estos cambios porcentuales en promedio por cada tiempo de
medicién se exponen en los graficos respectivos, con cada valor en cada tiempo se

hallé el &rea bajo la curva.

Para comparar la respuesta al tratamiento en cuanto al proceso
inflamatorio, es necesario realizar la sumatoria de todos los tiempos de cada grupo.
Los promedios de dichas sumatorias, asi como su analisis estadistico se observan en

los resultados de la tabla N° 7.

Tabla 7. Anélisis de la Sumatoria total de las Areas bajo la curva: Todos los

grupos, Intervencion Piloto

Variable Media
Control 604.4 46.8 553.0 615.9 91.4
E. Metandlico 397.1 58.0 351.7 377.2 110.7
E. Expresion 531.3 97.4 452.9 500.6 187.4

FUENTE: Elaboracion propia
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Todos los resultados estadisticos (Tablas N ° 7, 8 y 9) se realizaron en el
software de analisis estadistico conocido como Minitab 18. Los resultados de la tabla
7 indican que el grupo con menor promedio de volumen de inflamacién, que es lo
mismo, que el menos inflamado, es el grupo tratado en la intervencion piloto con
extracto metandlico con 397.1 en promedio, seguido del grupo tratado con extracto
de Cestrum hediondinum (hierba santa) por expresion con 531.3, finalmente el grupo

control con 604.4 en promedio.

El andlisis de anova ejecutado en Minitab 18, muestra un valor de
probabilidad de p=0.030, y como se trabajo con un nivel de confianza del 95%, este
valor es menor al minimo permitido (P= 0.05) para rechazar la hipétesis de nulidad.
Por lo que concluimos los grupos experimentales en la intervencion pilotos son

estadisticamente diferentes entre si.

Tabla 8. Analisis de varianza, Intervencion Piloto

SC Ajust. MC Ajust.  Valor F Valor p
Factor 2 66342 33171 6.62 0.030
Error 6 30073 5012
Total 8 96415

FUENTE: Elaboracién propia
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Tabla 9. Test de Tukey, Intervencion Piloto

‘ Factor N Media Agrupacion*

Control 3 604.4 A
E. Expresion 3 531.3 A
E. Metanolico 3 397.1

* Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes
FUENTE: Elaboracion propia

La tabla N° 9 muestra los resultados que por defecto genera el programa
estadistico Minitab 17 del andlisis Test de Tukey, como indica la nota a pie de
cuadro las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes, en
atencion a ello se aprecia que el grupo control es diferente estadisticamente del grupo
tratado con extracto metanolico de Cestrum hediondinum (hierba santa), ya que
ambos no comparten letra alguna, por su parte el extracto por expresion de las hojas
frescas de Cestrum hediondinum (hierba santa), comparten una letra no solo con el
extracto metandlico sino también con el control , por lo que su actividad piloto no es
del todo clara, razén por la cual se decidio trabajar solo con el extracto metandlico de
hojas de Cestrum hediondinum (hierba santa)obtenido  mediante equipo de

destilaciéon Soxlet.

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencia de las medias para Control Pilo, Grupo Extrac, ...

Grupo Extrac - Control Pilo- I - I

Grupo Extrac - Control Pilo- I

Grupo Extrac - Grupo Extrac-| I

T
1
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1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
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1
1
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1
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1
1
1
1
1
1
1
1
1
}
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

FUENTE: Elaboracién propia
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3.4.2. Intervencién final

La intervencion final incluyo al tratamiento consistente en extracto
metandlico de hojas de Cestrum hediondinum (hierba santa), ya que este tuvo
mejores resultados en la intervencion inicial, ademas a este extracto se le incorporo a
una forma farmacéutica en gel en dos concentraciones al 2 y 10%. El grupo
farmacoldgico estuvo constituido por un tratamiento de gel de diclofenaco al 1%,

como especialidad farmacéutica con denominacién comun internacional.

Tabla 10. Area bajo la curva: Grupo control, Intervencion Final

N° Animal Hora 1 Hora 2 Hora 3 Hora 5
1 49.41 106.47 118.825 278.82
2 58.535 118.29 122.56 265.85
3 57.535 122.605 136.99 310.96
4 49.38 100.615 106.79 248.15
5 60.415 125.69 136.11 313.89

FUENTE: Elaboracion propia

GRAFICO N° 5: Area bajo la curva del cambio porcentual: Grupo control,

Intervencion Final
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Tabla 11. Area bajo la curva: Grupo Extracto Metandlico, Intervencion Final

N° Animal Hora 1 Hora 2 Hora 3 Hora 5
1 45.18 98.19 91.565 163.86
2 59.24 113.045 105.435 165.22
3 70.29 130.435 110.145 179.71
4 65.115 115.695 94.185 151.16
5 69.85 135.29 119.85 189.70

FUENTE: Elaboracién propia

GRAFICO N° 6: Area bajo la curva del cambio porcentual: Grupo Extracto
metanolico, Intervencion Final
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Tabla 12. Area bajo la curva: Grupo Gel al 2%, Intervencion Final

N° Animal Hora 1 Hora 2 Hora 3 Hora 5
1 65.43 127.16 122.225 232.1
2 67.035 125.825 115.385 217.59
3 83.335 158.335 145.455 275.76
4 63.89 123.335 118.335 225.56
5 61.045 117.44 111.625 217.44

FUENTE: Elaboracién propia

GRAFICO N° 7: Area bajo la curva del cambio porcentual: Grupo gel al 2%,

Intervencion Final
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Tabla 13. Area bajo la curva: Grupo Gel al 10%, Intervencion Final

N° Animal Hora 1 Hora 2 Hora 3 Hora 5
1 44.15 94.15 98.935 193.61
2 54.86 114.58 106.25 177.78
3 53.085 105.555 88.89 138.27
4 48.025 100 95.395 177.63
5 51.135 97.16 87.5 155.67

FUENTE: Elaboracién propia

GRAFICO N° 8: Area bajo la curva del cambio porcentual: Grupo gel al 10%,

Intervencion Final
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Tabla 14. Area bajo la curva: Grupo Farmacoldgico, Intervencion Final

N° Animal Hora 1 Hora 2 Hora 3 Hora 5
1 73.685 130.265 71.71 53.94
2 69.1 132.585 81.465 57.31
3 42.17 100.605 90.365 85.55
4 69.315 119.315 82.385 98.86
5 51.85 113.58 96.3 107.41

FUENTE: Elaboracion propia

GRAFICO N° 9: Area bajo la curva del cambio porcentual: Grupo

farmacologico, Intervencion Final
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Las tablas N° 10, 11, 12, 13 y 14 y sus respectivos graficos N° 5, 6, 7, 8 y
9, muestran los resultados de la intervencion final, al igual que la intervencion piloto
estas tablas exponen los resultados hallados del &rea bajo la curva trazada por los
cambios porcentuales en cada tiempo de medicion (Hora 1, 2, 3 y 5). Estos cambios
porcentuales en promedio por cada tiempo de medicidn se exponen en los graficos

respectivos, con cada valor en cada tiempo se hallo el area bajo la curva.

Para comparar la respuesta al tratamiento en cuanto al proceso

inflamatorio, es necesario realizar la sumatoria de todos los tiempos de cada grupo.
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Los promedios de dichas sumatorias, asi como su andlisis estadistico se observan en

los resultados de la tabla N° 15.

Los resultados de la tabla 15 indican que el grupo con menor promedio
de volumen de inflamacion o el menos inflamado, es el grupo tratado con gel al 1%
de diclofenaco con 345.6, seguido del grupo tratado con Gel de hojas de hierba santa
al 10% con 416.5; posteriormente continua el grupo tratado con extracto de hojas de
Cestrum hediondinum con 454.6, el grupo con gel al 2% con 554.9 y finalmente el

grupo control.

Tabla 15. Analisis de la Sumatoria total de las Areas bajo la curva: Todos los

grupos, Intervencién Final

Media Desv.Est. Minimo

Grupo Control 577.6 54.7 504.9 636.1 131.2
Grupo Extracto 454.6 47.3 398.8 514.7 115.9
Grupo Gel 2% 554.9 62.0 507.6 662.9 155.3
Grupo Gel 10% 416.5 28.1 385.8 453.5 67.7
Grupo Farmacologico  345.6 23.2 318.7 369.9 51.2

FUENTE: Elaboracion propia

Tabla 16. Analisis de varianza, Intervencion Final

SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 4 186786 46696 22.43 0.000
Error 20 41639 2082
Total 24 228425

FUENTE: Elaboracion propia

El andlisis de anova ejecutado en Minitab 18 cuyos resultados se
encuentran con sus valores por defecto en la tabla N° 16, en ella se muestra un valor
de probabilidad de p= 0.000, y como se trabaj6é con un nivel de confianza del 95%,

este valor es menor al minimo permitido (P= 0.05) para rechazar la hipotesis de
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nulidad. Por lo que concluimos los grupos experimentales en la intervencion final

son estadisticamente diferentes entre si.

Tabla 17. Test de Tukey, Intervencion Final

Factor N Media ‘ Agrupacion

Grupo Control 5 577.6 A

Grupo Gel 2% 5 5549 A

Grupo Extracto 5 4546 B

Grupo Gel 10% 5 4165 B C
Grupo Farmacologico 5  345.6 C

* Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes
FUENTE: Elaboracion propia

La tabla N° 17 muestra los resultados que por defecto genera el programa
estadistico Minitab 18 del andlisis Test de Tukey, como indica la nota a pie de
cuadro las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes, por
lo que se concluye grupo control es diferente estadisticamente del grupo tratado con
gel de diclofenaco al 1%, siendo este ultimo el de mayor eficacia antiinflamatoria ya
que goza del menor promedio de sumatoria de area bajo la curva en promedio, en
cuanto al grupo tratado con gel con extracto de hojas de Cestrum hediondinum
(hierba santa) al 10%, concluimos que tiene una eficacia moderada ya que se ubica
entre el promedio control y el grupo farmacoldgico, sin embargo, comparte con este
altimo, por lo que su eficacia tiene una tendencia a la eficacia farmacologica. El
grupo tratado con extracto metanolico solamente tiene una eficacia moderada bien
definida ya que no comparte letra con ningin otro grupo experimental. EI grupo
tratado con gel al 2% no tendria mayor eficacia ya que su respuesta es similar al

control.
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ICs simultaneos de 95% de Tukey
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

FUENTE: Elaboracion propia
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4. DISCUSION

La inflamacion es el nombre genérico que engloba a un grupo de
reacciones en el tejido conjuntivo vascular como respuesta a una agresion endégena
0 exogena. En este proceso intervienen factores solubles y células, que se denominan
mediadores inflamatorios. El objetivo final de la inflamacion es la defensa frente a la
agresion, de tal manera que se libera al organismo de dicho agente etioldgico, asi
como del dafio que se ha producido. Si no existiera la inflamacion, los
microorganismos nos invadirian y destruirian, y la cicatrizacion de heridas o la
reparacion de los traumatismos no se llevarian a cabo. Sin embargo, en ocasiones la
reaccion inflamatoria y la reparacion pueden ser perjudiciales. Por tanto, aparece

aqui un aspecto paraddjico del fenémeno inflamatorio ©%.

Ciertamente como mecanismo de defensa 0o como etiologia de alguna
enfermedad, el proceso inflamatorio suele ser manifiesto, y una de sus expresiones
mas comun es el dolor. Las personas recurren a medidas terapéuticas de diversa
indole, entre ellas, se encuentran las plantas medicinales, como la que se estudi6 en
la presente investigacion, planta que es muy utilizada por sus efectos
antiinflamatorios; y, a través de un trabajo de investigacion cientifica se indagd no

solo sobre este supuesto efecto sino también sobre su fitoquimica preliminar.

La conclusion principal de nuestro trabajo de investigacion, esta
relacionado con nuestra hip6tesis de estudio, en este contexto y en base al analisis
estadistico (Anova y Test de Tukey) indica para el grupo tratado con gel con extracto
de hojas de Cestrum hediondinum (hierba santa) al 10%, es el grupo que tienen
mayor eficacia junto con el grupo tratado con el extracto metandlico, ello se
desprende porque no tienen similitud con el grupo control sin embargo, esta eficacia
se ubico por debajo del grupo farmacolégico.

En cuanto al extracto, el resultado esta en relacion con otros estudios
incluso a nivel local, como por ejemplo en el caso de la liga (Ligaria cuneifolia) en
donde se evalud un extracto etanolico, se concluy6 que: “Finalmente el grupo tratado
con extracto etandlico de suelda con suelda presenta una actividad antiinflamatoria

“intermedia” @Y , ya que se ubica entre las columna que contiene al grupo control y
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la que contiene al grupo con diclofenaco al 1%”, probablemente ello se deba a la
presencia del extracto total que es aplicado directamente sobre la zona afectada, sin
embargo, es poco probable, por razones de costo sobre todo, hacer una forma
farmacéutica utilizando la totalidad del extracto, es decir, con concentraciones al
50% por citar alguna concentracion, ya que ello conllevaria a incorporar una gran
cantidad de extracto, con las dificultades farmacotécnicas que ello implica. Cuestion
aparte resulta la eficacia del gel que al contener solo un 10% de extracto por cada
100 gramos de gel, mostro similar eficacia inflamatoria que aquel, que fue
administrado anteriormente en forma intacta. Esta respuesta positiva puede deberse a
la base que contiene al gel y permite la presencia continua del conjunto activo en la

zona de aplicacion.

En el transcurso de la investigacion se pensé incrementar la
concentracion para el disefio de un nuevo gel, con una concentracion nueva y
arbitraria del 20%, lo que implicaria mayor adicion de extracto, sin embargo se tuvo
en cuenta, que en la terapéutica topica y su relacion con los vehiculo y excipientes
utilizados se menciona que: Dentro de cada vehiculo hay una concentracion maxima
efectiva para cada medicamento de manera que, aunque Se aumente esta

concentracion, no se mejoran los resultados terapéuticos 2.

Sin duda esta Gltima afirmacion puede deberse a que la piel no es una
buena zona de absorcién mas bien resulta una barrera, y la zona de aplicacién por su
area suele ser limitada y circunscrita a una pequefia area en parangén con la
superficie total que ofrece el duodeno, razén por la cual concluimos que un gel al
10% de extracto de hierba santa, es la concentracion final y eficaz, y de apreciar los
mismos resultados en seres humanos estaria destinado al uso continuo de procesos

inflamatorios probablemente coadyuvando a la terapéutica farmacoldgica.

Es importante también recalcar que nuestro estudio confirma otros que a
pesar de utilizar solo el extracto y otros farmacos de referencia o de control positivo,
se aprecid resultados significativos con una eficacia antiinflamatoria incluso similar a
la indometacina (para el extracto etanolico) 2. Lo que confirma nuestro estudio sin
embargo consideramos importante haber incorporado el extracto en una
farmacéutica, la que como mencionamos también evidencio actividad

antiinflamatoria. Por lo que la eficacia sobre el proceso inflamatorio no es un aspecto
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aislado de la droga bajo estudio, probablemente seria necesario considerar la

fitoquimica de esta especie.

En cuanto a los responsables de la accion farmacoldgica, si bien es cierto,
establecer una relacion de causalidad con una determinada estructura quimica no fue
objetivo de la presente investigacion, no podemos dejar de lado — a la luz que sobre
actividad farmacoldgica y metabolismo secundario se conoce hasta el momento —

explicar las posibles relaciones entre estructura quimica y efecto farmacologico.

La marcha fitoquimica preliminar realizada mediante el método de
cromatografia en capa fina se revelo la presencia de triterpenos, esteroides, lactonas
sesquiterpénicas y saponinas, probablemente la accion de deba a un efecto conjunto,
ya que incluso las lactonas sesquiterpenicas se han relacionado con actividades

antiinflamatoria, antitumoral y citotdxica.

En otros estudios en donde se evalud la Actividad antiinflamatoria e
inmunomoduladora del extracto cloformico de huamanpinta; la marcha fitoquimica
demostro la presencia de alcaloides, taninos, flavonoides, compuestos fendlicos,
triterpenos, esteroides, lactonas, antronas, naftoquinonas y principios amargos, pero
en extracto acuoso Yy etanolico de las hojas de Chuquiraga spinosa. Los resultados
muestran que son los flavonoides, los triterpenos y esteroides los mas abundantes en
este extracto y serian los responsables del efecto antioxidante, antiinflamatorio e

inmunomodulador ©3.

Tal como lo afirma este ultimo autor que la presencia de sustancias como
alcaloides taninos, flavonoides, compuestos fendlicos, triterpenos, esteroides,
lactonas, antronas, naftoquinos y principios amargos se encuentran en extractos
acuosos Y etanolicos, y el ser nuestro disolvente el metanol, es probable que el tenor
de estos metabolitos en el extracto obtenido sea considerable, de alli no solo la
presencia evidenciada mediante cromatografica sino también la propia actividad
farmacologica.

Finalmente, en esta misma linea de discusion se aproxima la evaluacién
preclinica del jugo de morinda, en dondes se afirma que: los resultados del tamizaje
fitoquimico realizado al fruto verde y maduro coincide con lo planteado en la
literatura revisada. Es importante el reconocimiento de los metabolitos esenciales

para intentar establecer posibles correspondencias entre sustancias y acciones
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farmacoldgicas de la planta. En el caso especifico de la accion antiinflamatoria,

pudiera relacionarse con la presencia de flavonoides, esteroides y triterpenos ¢4,

Para mas adelante comentar en este mismo estudio que: la presencia de
flavonoides, triterpenos y esteroides encontrados en el tamizaje fitoquimico realizado
pudieran explicar esta accion y justificar el empleo de la planta en el tratamiento

agudo de afecciones con componente inflamatorio ¢4,
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5. CONCLUSIONES

Primera

Se evalud el efecto antiinflamatorio topico del extracto y gel de hojas de
Cestrum hediondinum conocida como hierba santa, mediante el método de edema

plantar inducido en ratas de laboratorio.

Segunda

Se desarrollé dos procedimientos para la obtencion de extractos de hojas
de Cestrum hediondinum (hierba santa) uno fue la extraccion mediante destilacion en
equipo Soxhlet, este método presentd un rendimiento del 30.85%, el otro método fue
el método de expresion tuvo un rendimiento de 19.25%.

Tercera

Se formulé un gel con extracto de hojas de Cestrum hediondinum (hierba
santa) en dos concentraciones al 2 y 10%. La base gel utilizada fue el gel de

carbopol.

Cuarta

Mediante cromatografia en capa fina aplicada al extracto metanolico de
hojas de Cestrum hediondinum obtenido mediante destilacion en equipo Soxhlet se
revelo los siguientes metabolitos secundarios: Saponinas, lactonas sesquiterpénicas,

triterpenos, esteroides y taninos.

Quinta

El analisis estadistico Anova y Test de Tukey ejecutado en el programa

Minitab 18 indica para el grupo tratado con gel de extracto de hojas de Cestrum
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hediondinum (hierba santa) al 10%, tiene una eficacia moderada ya que se ubica
entre el promedio extracto metanolico y el grupo farmacologico, sin embargo,
comparte letra con este Gltimo, por lo que su eficacia tiene una tendencia a la eficacia
farmacoldgica. El grupo tratado con extracto metandlico solamente tiene una eficacia
moderada bien definida ya que solo comparte letra con el grupo gel al 10%. El grupo
tratado con gel al 2% no tendria mayor eficacia ya que su respuesta es similar al

control.
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6. SUGERENCIAS

Primera

Realizar un estudio para determinar la seguridad del extracto de hojas de

Cestrum hediondinum (hierba santa) tanto por via oral como topica.

Segunda

Realizar una marcha fitoquimica completa al extracto de hojas de

Cestrum hediondinum (hierba santa) mediante un método analitico cuantitativo.

Tercera

Realizar evaluaciones de comprobacion farmacoldgica para las otras

actividades de las de hojas de Cestrum hediondinum (hierba santa).
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8. ANEXOS
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ANEXO 1. TABLA DE RESULTADOS DE LA MEDICION DE

VOLUMENES DE EDEMA PLANTAR HECHOS EN LA PRUEBA DE
INTERVENCION PILOTO, GRUPO CONTROL.

Horas de medicion post carragenina
Magnitud N° animal Basal
1 2 3 5
1 0.82 1.76 1.91 1.92 2.19
pleti'sv'n: il ° 2 0.8 1.87 1.91 1.95 2.05
3 0.85 1.81 1.88 1.91 1.97
1 114.63 132.93 134.15 167.07
Cambio 2 133.75 138.75 143.75 156.25
porcentual 3 112.94 121.18 124.71 131.76
Promedio 120.44 131 134.2 151.69

FUENTE: Elaboracion propia

ANEXO 2. TABLA DE RESULTADOS DE LA MEDICION DE
VOLUMENES DE EDEMA PLANTAR HECHOS EN LA PRUEBA DE
INTERVENCION PILOTO, GRUPO EXTRACTO SOHXLET.

] N° Horas de medicidn post carragenina

Magnitud - Basal

animal 1 2 3 5
1 0.91 1.85 1.67 1.53 1.48
Ml en

pletismémetro 2 0.85 1.91 1.85 1.69 1.46
3 0.79 1.6 1.55 1.37 1.33
1 103.3 83.52 68.13 62.64
Cambio 2 12471 | 117.65 | 98.82 71.76
porcentual 3 10253 | 962 | 7342 | 68.35
Promedio 110.18 99.12 80.12 67.58

FUENTE: Elaboracién propia
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ANEXO 3. TABLA DE RESULTADOS DE LA MEDICION DE
VOLUMENES DE EDEMA PLANTAR HECHOS EN LA PRUEBA DE
INTERVENCION PILOTO, GRUPO EXTRACTO EXPRESION.

] ) Horas de medicion post carragenina
Magnitud N° animal Basal
1 2 3 5
1 0.88 1.91 1.89 1.85 1.79
Ml en
pletismémetro 2 0.83 2.18 2.02 1.98 1.88
3 0.85 1.85 1.72 1.65 1.63
iy 117.05 114.77 110.23 103.41
Cambio 2 162.65 143.37 138.55 126.51
porcentual 3 117.65 102.35 94.12 91.76
Promedio 132.45 120.16 114.3 107.23

FUENTE: Elaboracién propia
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ANEXO 4. TABLA DE RESULTADOS DE LA MEDICION DE
VOLUMENES DE EDEMA PLANTAR HECHOS EN LA PRUEBA DE
INTERVENCION FINAL, GRUPO CONTROL.

) ) Horas de medicion post carragenina
Magnitud N° animal Basal
1 2 3 5
1 0.85 1.69 1.82 1.9 2.17
2 0.82 1.78 1.8 1.85 1.97
Mieg 3 0.73 157 1.68 1.78 1.95
pletismémetro
4 0.81 1.61 1.64 1.71 1.92
5 0.72 1.59 1.66 1.74 1.96
1 98.82 114.12 123.53 155.29
2 117.07 119.51 125.61 140.24
Cambio 3 115.07 130.14 143.84 167.12
porcentual 4 98.76 102.47 111.11 137.04
5 120.83 130.55 141.67 172.22
Promedio 110.11 119.358 | 126.0225 | 154.382

FUENTE: Elaboracién propia

ANEXO 5. TABLA DE RESULTADOS DE LA MEDICION DE
VOLUMENES DE EDEMA PLANTAR HECHOS EN LA PRUEBA DE
INTERVENCION FINAL, GRUPO EXTRACTO SOXHLET.

] ) Horas de medicién post carragenina
Magnitud N° animal Basal

1 2 3 5
1 0.83 1.58 1.71 1.47 1.55
2 0.92 2.01 1.91 1.87 1.49

Ml en

pletismémetro 3 0.69 1.66 1.52 1.38 1.24
4 0.86 1.98 1.73 1.61 1.41
5 0.68 1.63 1.57 1.42 1.23
1 90.36 106.02 77.11 86.75
2 118.48 107.61 103.26 61.96
Cambio 3 140.58 120.29 100 79.71
porcentual 4 130.23 | 101.16 87.21 63.95
5 139.7 130.88 108.82 80.88
Promedio 123.87 113.192 95.28 74.65

FUENTE: Elaboracién propia
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ANEXO 6. TABLA DE RESULTADOS DE LA MEDICION DE
VOLUMENES DE EDEMA PLANTAR HECHOS EN LA PRUEBA DE
INTERVENCION FINAL, GRUPO GEL CON EXTRACTO AL 2%.

] \ Horas de medicién post carragenina
Magnitud N° animal Basal
1 2 3 5
1 0.81 1.9 1.81 1.79 1.71
2 0.91 2.13 1.98 1.94 1.86
Ml en
pletismémetro 3 0.66 1.76 1.65 1.59 1.55
4 0.9 2.05 1.97 1.96 1.87
5 0.86 191 1.83 1.81 1.78
1 130.86 123.46 120.99 111.11
2 134.07 117.58 113.19 104.4
Cambio 3 166.67 150 140.91 134.85
porcentual 4 127.78 118.89 117.78 107.78
5 122.09 112.79 110.46 106.98
Promedio 136.294 | 124.544 | 120.666 113.02

FUENTE: Elaboracién propia
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ANEXO 7. TABLA DE RESULTADOS DE LA MEDICION DE
VOLUMENES DE EDEMA PLANTAR HECHOS EN LA PRUEBA DE
INTERVENCION FINAL, GRUPO GEL CON EXTRACTO AL 10%.

Magnitud Dt . Horas de medicién post carragenina
1 2 3 5
1 0.94 1.77 1.88 1.86 1.84
2 0.72 1.51 1.58 1.39 1.33
pleti'sv'n'] - A 3 0.81 167 1.66 1.4 1.34
4 0.76 1.49 1.55 1.42 1.45
5 0.88 1.78 1.69 1.61 1.52
1 88.3 100 97.87 95.74
2 109.72 119.44 93.06 84.72
Cambio 3 106.17 | 104.94 | 72.84 65.43
porcentual 4 96.05 103.95 86.84 90.79
5 102.27 92.05 82.95 72.72
Promedio 100.502 104.076 86.712 81.88

FUENTE: Elaboracién propia
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ANEXO 8. TABLA DE RESULTADOS DE LA MEDICION DE
VOLUMENES DE EDEMA PLANTAR HECHOS EN LA PRUEBA DE
INTERVENCION FINAL, GRUPO GEL CON DICLOFENACO AL 1%.

Magnitud WA m— Horas de medicién post carragenina
1 2 3 5
1 0.76 1.88 1.62 0.99 0.94
2 0.89 2.12 2.02 1.21 1.08
pleti's\"r; i 3 0.83 153 1.8 1.36 1.01
4 0.88 2.1 1.76 1.45 1.18
D 0.81 1.65 1.81 1.37 1.12
1 147.37 113.16 30.26 23.68
2 138.2 126.97 35.96 21.35
Cambio 3 84.34 | 116.87 | 63.86 21.69
porcentual 4 138.63 100 64.77 34.09
5 103.7 123.46 69.14 38.27
Promedio 122.448 116.092 52.798 27.816

FUENTE: Elaboracién propia
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ANEXOQO 9. CONSTANCIA DE IDENTIFICACION Y TIPIFICACION

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN - iJ\‘\

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS H es';gh %

DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA s‘;\:\fﬂ/ )
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) oy 0

CONSTANCIA Nro. 12 -2017-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que la muestra fresca procedente de la localidad de Characato —Arequipa proporcionada por los
Bachilleres Edgard Pinto Floresy Gladys Boza Cervantes de la Universidad Catélica de Santa Maria,
Facultad de Farmacia, Bioquimica y Biotecnologia para el estudio de Identificacién Bioldgica y
Tipificacién, para la ejecucién de su investigacién: “Efecto anti inflamatorio del extracto de “hierba
santa” ( Cestrum hediondinum Durn ) en animales de experimentacién 2017” . Los resultados de
dicha identificacién y tipificacién corresponde a:

DIVISION: ~ MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE:  ASTERIDAE
ORDEN: SOLANALES

FAMILIA: SOLANACEAE
GENERO: CESTRUM
ESPECIE: Cestrum hediondinum Durn

Se expide la presente constancia a solicitud de la interesada para los fines que se estime
conveniente.

Arequipa 8 de Junio del 2017

Blgo. Leoncio Marifio Herrera
DIRECT!
Herbarium Areqvipense (HUSA)

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 984248674
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA — PERU

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




