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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de Fisiologia
Humana (H-201) y el Bioterio de la Universidad Catolica de Santa Maria, con el
objetivo principal de evaluar el efecto antiinflamatorio @kea europea Linneo
(Olivo), con el extracto y gel elaborado con éste, a una concentracion de 10% y 20%
en animales de experimentacion, mediante un modelo experimental de induccion de

inflamacion plantar mediante Carragenina al 1%.

El mismo extracto fue el complejo activo para la formulacion de un
medicamento herbario, en forma de gel conteniendo el extracto a una concentracion
del 1% y 2%, el gel obtenido fue de tipo hidrogel de buen aspecto y caracteristicas

aceptables.

Tanto el gel y el extracto se sometieron a una evaluacion del probable efecto
antiinflamatorio de las hojas d®lea europea Linneo (Olivo) en animales de
experimentacion. La inflamacién se indujo mediante la administracién de Carragenina
en la zona plantar del animal; se tuvo como control positivo al gel de Diclofenaco al
1% (VOLTAREN). El volumen de la inflamacion se midio en porcentaje de
inflamacion a través de Pletismémetro digital. Este valor fue fundamental para hallar
el volumen de inflamacion a distintos tiempos de medicion. Luego de aplicar los
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estadigrafos (analisis de varianza y prueba de Tukey) se concluyd que solo el gel con
extracto deOlea europea Linneo (Olivo) al 2 % tiene una eficacia antiinflamatoria
estadisticamente similar al gel de Diclofenaco al 1%; por su parte el grupo tratado con
el extracto puro, aplicado directamente sobre el edema plantar inducido en pata de rata
tiene una eficacia que en términos de volumen de inflamacion (porcentaje de
inflamacion) ocupa un modesto lugar intermedio entre los grupos tratados con gel de
Olea europea Linneo (Olivo) y grupo control, y estadisticamente diferente (y con un

valor inferior) al grupo tratado con Diclofenaco al 1%.
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ABSTRACT

This research was conducted at the Laboratory of atuRhysiology (H-201)
and the Vivarium of the Catholic University of Santa Maria, with the main objective to
evaluate the anti-inflammatory effect Linnaeus Olea europea (Olive) with the extract
and gel made from it, at a concentration of 1% and 2% in experimental animals by an

experimental model of inflammation induced by carrageenan plant.

The same extract was active complex for the formulation of a herbal medicine
in the form of gel containing the extract at a concentration of 10% and 20%, the gel
obtained hydrogel was good appearance and acceptable characteristics.

Both the gel and the extract subjected to assess the probable antiinflammatory
effect leaves Linnaeus Olea europea (Olive) in experimental animals. Inflammation is
induced by administration of carrageenan into the plantar of the animal; | was taken as
a positive control to gel 1% diclofenac (VOLTAREN). The volume of swelling is
measured in percentage of inflammation through digital plethysmometer. This value
was critical to find the volume of inflammation at different measurement times. After
applying statisticians (ANOVA and Tukey) it concluded that only gel extract Linnaeus
Olea europeae (Olive) 2 % have anti-inflammatory efficacy statistically similar to
diclofenac gel 1%; For his part, treated the pure extract, applied directly to the plant
group edema induced rat paw has efficacy in terms of volume of inflammation
(swelling percentage) unassuming middle ground between the groups treated with gel
Olea European Linnaeus (Olive) and control group, and statistically different (and

with a lower value) to the group treated with 1% diclofenac.
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INTRODUCCION

El clasico texto de Farmacia de Remington define al profesional Quimico
Farmacéutico como “Perito de farmacos”, se entiende de esta definicion que el
farmacéutico es el entendido del medicamento, toxico y alimento, es decir, es el
profesional que posee conocimientos relacionados a las sustancias medicinales
utilizadas en terapéutica humana, ademas, el término medicamentos no se restringe a
las sustancias alopaticas que utiliza la medicina convencional, sino también y sobre
todo las de origen natural. En efecto, el Quimico Farmacéutico es el unico profesional
competente e idéneo llamado a estudiar las especies vegetales que tienen usos
medicinales, él es el que aplica los conocimientos adquiridos para validar el saber
popular, utilizando el método cientifico, desde la adquisicion del conocimiento que

sobre la planta se dice, hasta su evaluacion clinica.

Entre las plantas medicinales que existen en nuestro medio y que la gente
utiliza con fines medicinales se encuenDbkea europea Linneo o comunmente
denominada “OLIVO”, que la gente atribuye propiedades antiinflamatorias, sin
embargo, a propoésito déllea europea Linneo (Olivo) no se disponen de trabajos de
investigacion que refrenden este uso, de alli que los autores de la presente
investigacion como futuros profesionales Quimicos Farmacéuticos encontraron la
motivacion a través de este problema para no solo demostrar todos sus saberes y
competencias adquiridas durante su formacién, para evaluar cientificamente a esta
especie vegetal medicinal, sino ademas contribuir de forma inicial con el conocimiento
de Olea europea Linneo (Olivo), a fin de incrementar la informacion acerca de esta

planta medicinal.

10
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OBJETIVOS

— Obtener el extracto etanolico de las hojas de Olea europaea Li{akivo).

— Formular un gel con el extracto etanolico de las hoja® e europaea Linneo

(olivo).

- Medir la actividad antiinflamatoria del extracto y gel de las hojasOde:

europaea Linneo (olivo) mediante pletismometro.

- Comparar la eficacia antiinflamatoria del extracto y gel de las hoja®lede
europaea Linneo (olivo) con una especialidad farmaceéutica topica en forena d

gel que contenga un p.a. antiinflamatorio.

11
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HIPOTESIS

En el presente estudio que tenemos a bien introducir al lector, se indag6 sobre la
actividad antiinflamatoria delOlea europea Linneo (Olivo) en animales de
experimentacion, utilizando un modelo experimental que utiliza Carragenina como
inductor del proceso inflamatorio, para ello previamente se obtuvo un extracto fluido
(1:1) el mismo que se utilizd para obtener un gel con 1% y 2% de extracto, tanto
extracto como gel d®lea europea Linneo (Olivo) fueron evaluados teniendo como

referencia o control positivo a un gel con Diclofenaco al 1% (VOLTAREN).

12
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CAPITULO |

MARCO TEORICO
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1 OLIVO (Olea europaea Linneo)

1.1 DESCRIPCION BOTANICA

Segun el sistema de clasificacién botanico, el olivo pertenece a la familia
Oleaceae, que comprende entre 20 y 29 géneros prinéfpéleormando

parte a su vez del género Olea, que incluye a mas de 30 eSpesimsdo

la mayoria arbustos o arboles y donde la Unica especie con fruto comestible

es Olea europaeg a la cual pertenece el olivo cultivadd.

Genéticamente es un é&rbol de tamafio mediano que en casos extremos
alcanza 10 metros de altura. Posee un tronco erecto de color gris claro, lleno
de protuberancias y fisuras, especialmente a medida que se hace mayor,

puesto que de joven suele tener la cortez¥lisa

1.2 HABITAT Y DISTRIBUCION

El olivo es un &rbol de origen mediterraneo, de clima subtropical seco, esta
muy adaptado a condiciones ambientales extremas como sequia, elevada
temperatura y aunque requiere suelos aireados, puede adaptarse a muchos
otros y es resistente a temperaturas inferiores en algunos grados bajo 0°C.
Su tamafio y su potencial para dar fruto estan intimamente relacionados con
las condiciones ambientafésEn climas frios los arboles suelen ser mas
pequefios que en condiciones de cultivo mas calidas, siempre que el agua no
sea un factor limitant& 43

Tanto el vigor, como el crecimiento vegetativo anual y el tamafio del fruto
dependen mucho del nivel de produccion, de modo que en afios con
produccién elevada el crecimiento de brotes jovenes esta linfitdds

flores son muy pequefias y estan reunidas en inflorescencias. Sus frutos son
las olivas, que son drupas de forma ovoidea, en cuyo interior aparece un
solo hueso. Segun la variedad, presentan tamafios diferentes, aunque

14
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generalmente suelen oscilar entre 1,5 y 3 cm. Al principio son de color
verde, por su elevado contenido en clorofila, pero a medida que maduran, se
vuelven negros debido a la formacion de antociartihds.

Tienen un sabor penetrante, fuerte y por lo general, se destinan para
elaboracion de aceituna de mesa y produccion de dgdkolivo requiere
intensidades de luz elevadas para la diferenciacién de los botones florales y
el desarrollo de los brotes, por lo que en la mayoria de los cultivares el fruto
se localiza en la superficie de la cSha

1.3 UBICACION TAXONOMICA

Tipo : Espermatofitas

Clase : Dicotiledéneas

Orden :Ligustrales

Familia : Oleéceas

Género : Olea

Especie : Olea europaea Linneo

Nombres comunes  “Olivo” ¥’

Figura N°1:
Olea europaea Linneo (OLIVO)

15
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1.4 COMPOSICION QUIMICA

Las hojas de olivo se caracterizan por la presencia de un gran namero de
componentes, como sales minerales, secoiridoides, flavonoides,

compuestos terpénicos y compuestos liposolfibles

Entre los secoiridoides se destaca el oleuropedsido, también llamado
oleuropein&’ ¢ un iridoide amargo, responsable en gran medida de la
actividad de las hojas. Se trata de una sustancia caracteristica y presente en
todos los 6rganos del olif®* su contenido en las hojas es muy alto,
alrededor de 60-90 mg#hy representa el principal compuesto estudiado y
sirve como marcador de calidad de su valor terapéfitiéb Este se
hidroliza por accion enzimatica (beta-glucosidasa) en tirosol e
hidroxitirosol (3,4-dihidroxifeniletanof.

Ademas, se han aislado e identificado por hidrélisis otros iridoides,
presentes en menor cantidad. Estos compuestos incluyen el 1,1-dimetil-
oleuropedsid®, el diéster metilico del oleositlp el ligustrdside’,
verbascosidt)®8, el oleurésido un isémero de oleuropéfnasecoiridoides

no glucosidico¥.

Las hojas de olivo contienen asimismo una cantidad significativa de
flavonoides, entre ellos, rutina, apigenina y luteolina, identificados por
HPLC™?% Se ha evidenciado también la presencia de compuestos
terpénicos, como la alfa-amiriftay acidos terpénic8étales como el acido
maslinico45 y el acido oleandlf%05 este Gltimo encontrado en toda la
planta y particularmente en las hojas, en una proporcion aproximada del
3% en pesbOtros compuestos, productos directos de la fotosintesis, son

algunos hidratos de carbono como el manitol y ciertos oligosac&itfos

16
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1.5 PROPIEDADES MEDICINALES ATRIBUIDAS

Al olivo se le atribuyen propiedades antiinflamatorias, febrifugas,

diuréticas, anti arritmicas, laxantes, entre otras.
1.6 CULTIVO

Se practica su cultive.

2 INFLAMACION

2.1 DEFINICION

La inflamacion es una reaccion compleja, que involucra numerosos sistemas
biol6gicos. Esta parte estara centrada en la descripcidon de varios principios
generales, que permiten establecer una definicion de inflamacion aplicable a
la mayoria de los casos. Asi, la inflamacion puede definirse como una
reaccion del tejido conjuntivo vascular, generada por todos los agentes
etiologicos conocidos, estereotipada desde el punto de vista morfologico,
mediada principalmente por agentes quimicos, que cursa clinicamente con
manifestaciones locales y un mayor o menor nimero de manifestaciones
sistémicas, en cuya génesis intervienen sistemas amplificadores vy
redundantes, sometida a su vez a un importante control tanto local como

general y modificada por factores individualés.

2.2 CAUSAS

« Agentes biolégicos: bacterias, parasitos, hongos.

» Agentes fisicos: radiaciones, frio, calor, ultravioletas.

« Agentes quimicos: venenos, toxinas.

* Traumatismos y cuerpos extranos.

* Alteraciones inmunitarias: como por ejemplo las respuestas de

hipersensibilidad.

17
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2.3 CLASES DE INFLAMACION

Se clasifica la inflamacion segun la persistencia de la lesién, son
caracteristicas clinicas y la indole de la respuesta inflamatoria en aguda y

cronicatl
2.3.1 INFLAMACION AGUDA

Es la reaccion inmediata que se produce frente al agente lesivo.
Debido a que los dos principales factores defensivos frente a los
microorganismos (anticuerpo y leucocitos) son transportados

normalmente por la sangre, no es raro que los fendmenos vasculares

intervengan de manera importante en la inflamacion.

La respuesta inflamatoria se produce en el tejido conjuntivo, hacia el
cual filtran el plasma y los elementos formes de la sangre, desde los
vasos sanguineos lesionados por la agresion o desde los vasos que se
hacen méas permeables en respuesta a la fEsivf>

Se produce asi, el enrojecimiento (eritema) por la dilatacion de los
vasos, el hinchamiento (edema) por el escape de liquido a los tejidos
blandos y el endurecimiento por la acumulacién de los liquidos y las

células1316. 65

Estos fendbmenos desembocan en la perdida de la capacidad normal de
los vasos sanguineos para retener en su interior las células y los
liqguidos; pero estos cambios no significan obligatoriamente una

alteracion estructural del vasél® 65

Los neutréfilos son los componentes mas numerosos en este tipo de
inflamacion y se encargan de la fagocitosis de las bacterias y de otros
microorganismos extrafios. Los monocitos también penetran al tejido
conjuntivo durante la inflamacién y se transforman en macréfagos que
fagocitan las células y los restos tisulares, la fibrina, las bacterias
remanentes e incluso los neutrdfilos utilizados. Los linfocitos, los

18
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eosindfilos y los basofilos se relacionan con los aspectos

inmunoldgicos del proceso inflamatorté26: 62
2.3.2INFLAMACION CRONICA

La inflamacion crénica dura semanas, meses o incluso afios y se
caracteriza histolégicamente por el infiltrado de linfocitos y macrofagos

con la proliferacion de vasos sanguineos y tejido conectivo.

Se debe a la persistencia del agente inflamatorio o a agentes
inflamatorios que desde el principio producen inflamaciéon crénica

(formas primarias).

La inflamaciéon cronica puede producirse por diversas causas: a)
progresion de una inflamacion aguda; b) episodios recurrentes de
inflamacion aguda y c) inflamacién crénica desde el comienzo asociada

frecuentemente a infecciones intracelulares (tuberculosis, lepra,

etc. 316 31
2.4 MEDIADORES QUIMICOS

La influencia de los mediadores quimicos sobre el proceso inflamatorio es un
tema de intenso estudio. Los mediadores se originan del plasma o de las
células, la mayor parte de ellos realizan su actividad biolégica mediante

unién a receptores.

Un mediador quimico puede actuar sobre uno o mdltiples tipos de células
dianas, la duracién de su accion es corta y la mayor parte de ellos pueden

producir efectos perjudicialé8.®> %4
2.4.1. AMINAS VASOACTIVAS

Histamina y serotonina son las dos aminas vasoactivas llamadas asi

por su importante accion sobre los vaso¥
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- Histamina: se encuentra en células cebadas, basofilos y plaquetas
.La histamina es el gran mediador de la fase aguda, sus efectos

son:

o Vasodilatacion de arteriolas y vénuld<*
o Alteracion de la permeabilidad en las vénutas$*

— Serotonina: almacenada en plaquetas y células neuroendocrinas.
Su liberacion se produce gracias al factor activador de plaquetas

(PAF). Sus acciones son muy semejantes a las de la histdmina
65

2.4.2 METABOLITOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO

— Prostaglandinas: PGE2, PGI2, PGD2 que producen

vasodilatacion, fiebre y dold¢ 4

- Tromboxanos A2 (TXA2): producen agregacion plaquetaria y

vasoconstriccion3%4

— Leucotrienos LTC4, LTD2 y LTE4: producen vasoconstriccion,

aumento de la permeabilidad y broncoespasiftis

- Leucotrieno B4: que promueve adherencia leucocitaria vy

quimiotaxis!®®4
2.4.3 MOLECULAS DE ADHERENCIA

— Selectinas.
— Inmunoglobulinas.

- Integrinas.

Los mediadores inflamatorios activan a las selectinas, que se
encuentran almacenados en granulos de Weibel-Palade de las células

endoteliales y se redistribuye rdpidamente hacia la superficie celular.
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La adhesién firme de los leucocitos al endotelio se produce gracias al

cambio conformacional de las integrirtas.
2.5 FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS

Los farmacos con actividad antiinflamatoria estan constituidos por dos

grandes grupos:

- Antiinflamatorios no esteroides (AINES): cuyo mecanismo de accién
esta ligado a la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas,
especificamente por la inactivacién de la ciclo-oxigenasa, a su vez se

clasifican por la diferente afinidad hacia las isoformas de la COX.

- Antiinflamatorios esteroides (AIES): el efecto antiinflamatorio de estos
farmacos mas bien estd intimamente vinculado a la accién

inmunosupresora.

3 GELES

Los geles son sistemas de dispersion, semisoélidos, habitualmente transparentes,
uniformes, facilmente deformados, que constan como minimo de dos
componentes. La fase dispersante que es un liquido, y la fase dispersa o

gelificante, que habitualmente es un polimero generador de estructura. Esta fase

dispersa suele formar con la dispersante al inicio una solucion cotéitlal

3.1 TIPOS DE GELES

La definicibn de la BP establece que los geles consisten en liquidos
gelificados mediante agentes gelificantes adecuados, e indica que existen

dos clases, a sab®r83
3.1.1. Geles Hidré6fobos

Las bases de los geles hidréfobos (oleogeles) por lo general
consisten en parafina liquida con polietileno o aceites grasos

gelificados con silica coloidal o jabones de aluminio 0°zifit
21
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3.1.2. Geles Hidréfilos

Las bases de los geles hidrofilos (hidrogeles) por lo general
consisten en agua, glicerol o propilenglicol gelificados con agentes
gelificantes como tragacanto, almidén, derivados de la celulosa,

polimeros de carboxivinilo y silicatos de magnesio y alurtirfi

4 EXTRACCION PRINCIPIOS ACTIVOS VEGETALES

La extraccion implica la separacion de fracciones medicamente activas, de

componentes inactivos o inertes presentes en tejidos vedgétales.

Hay varios métodos extractivos: (Cuadro N2 1)

Cuadro N° 1
METODOS EXTRACTIVOS

Métodos extractivos

Extraccion Destilacion Extraccion Extraccion con disolventeq
mecanica
con gases
Por expresién : . .
| p Continua Discontinua

- Maceracién
| Con calo Percolacion |

| Con incisiones w' Digestion
Soxhlet

H Infusién
ﬁ Desecacion

ll
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4.1 METODOS DE EXTRACCION

4.1.1.

4.1.2.

4.1.3.

4.1.4.

EXTRACION MECANICA

Permite tener principios activos disueltos en fluidos propios de la
planta, los cuales una ve extraidos se denominan jugo .este tipo de
extraccion se da por expresion, con calor o mediante

incisionest?-53
DESTILACION

Se basa en la diferente volatilidad de los componentes de la droga,

para poder separar los componentes volatiles

La destilacion permite obtener esencias de las drogas, ademas este
método utiliza calor por lo que solo es aplicable a principios
activos termoestablés.

EXTRACCION CON GASES

Se trabaja con dispositivos especiales, en los cuales es posible
controlar la presion y la temperatura superiores a valores criticos.
Los gases mas utilizados son el didxido de carbono y el bttano.

EXTRACCION CON DISOLVENTES

Consiste en poner en contacto la droga con un disolvente capaz de
solubilizar los principios activos. Los principales activos deben
pasar de la droga al disolvente de forma que se obtenga un extracto

liquido 1°-53

Se debe de tener en cuenta los siguientes factores: caracteristicas
de la droga (drogas desecadas, grado de division adecuado),
naturaleza del disolvente (polaridad), temperatura (principios
activos termolabiles) tiempo de contacto entre la droga y el

disolvente, control de difusién celular.
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4.1.4.1. EXTRACION DISCONTINUA O SIMULTANEA

La totalidad de la droga conecta con el disolvente y la difusion de los
principios activos se realizara en todas las direcciones hasta alcanzar

el equilibrio.
4.1.4.1.1. MACERACION

Consiste en poner contacto la droga seca Yy triturada con el
disolvente (agua, glicerina, mezclas hidroalcohdlicas) a

temperatura ambiente durante varias horas o4dias.
4.1.4.1.2. DIGESTION

Método similar a la maceracidon pero se trabaja a

temperaturas elevadds
4.1.4.1.3. INFUSION

Se trabaja con un disolvente (agua) a temperaturas
proximas a ebullicion durante uno o dos minutos hasta 30

minutos aproximadamente.
4.1.4.1.4. DECOCCION O COCIMIENTO

Se pone en contacto la droga con el disolvente (agua) y se
lleva a temperatura de ebullicion durante 15 a 30

minutos!®
4.1.4.2. EXTRACCION CONTINUA O PROGRESIVA
4.1.4.2.1. PERCOLACION

Se realiza a temperatura ambiente, donde en un recipiente
troncoconico o en forma de columna se coloca la droga para
gue entre en contacto permanece con el disolvente, el cual

ayudado por la gravedad gotea x la parte superior de la
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columna, atraviesa la zona donde se encuentra la droga y

por la parte inferior se colocan liquidos extracti¥os.
4.1.4.2.2. SOXHLET

Se basa en un sistema de reflujo que garantiza la provisién
del disolvente puro. Para ello se requiere un extractor
soxhlet y una fuente de calor que permita la ebullicion del

disolvente. El disolvente organico se va reciclando durante
el proceso mientras el principio activo se va concentrando
en el balén de destilacidn®3

El extractor soxhlet garantiza un flujo continuo de
disolvente a través de la muestra®

4.2 CONCENTRACION DE LIQUIDOS EXTRACTIVOS
- AL VACIO

Utilizando un rota vapor, se trabaja a temperaturas inferiores a 40°C y
en ausencia de oxigeno. Se aplica para concentrar liquidos extractivos

obtenidos con disolventes organicos y mezclas hidroalcohéficas.
- LIOFILIZACION

Consiste en eliminar el disolvente mediante una congelacion a
temperatura muy baja seguido de una sublimacién del disolvente que
pasa directamente del estado solido al V&pSr
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS
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1. LUGAR DE LA INVESTIGACION

La elaboracién del extracto, formulacién del gel y el estudio en animales de
experimentacion fueron realizados en el laboratorio de Farmacognosia (H-203)
de la Universidad Catdlica de Santa Maria.

2. DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron 30 animales de experimentacion, los que fueron divididos en cuatro
grupos. Como se detalla a continuaci@uadro N° 2)

Cuadro N° 2

DISTRIBUCION DE GRUPOS

Grupo Nominacion N° animales Tratamiento

GE: Grupo experimental 1 5 Aplicacion topica del extractg de

Olea europaea Linneo al 10%

GE Grupo experimental 2 5 Aplicacion tépica del extractg de

Olea europaea Linneo al 20%

GEs Grupo experimental 3 5 Aplicacion tépica del gel con
extracto de Olea europaea

Linneo al1 %

GE Grupo experimental 4 5 Aplicacion tépica del gel con
extracto de Olea europaea

Linneo al 2 %

GC Grupo control 5 Pata inflamada sin ninggn

tratamiento (gel base).

GF Grupo farmacologico 5 Aplicacion tépica de diclofenaco

al 1% en gel.

Fuente: Elaboracion propia
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3. MATERIALES
3.1. MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1 Unidad Botanica

Para el presente trabajo de investigacion se utilizaron las hojas secas de
Olea europaea Linneo (OLIVO). ElI material fue autenticado en el
Herbarium Areqgvipense (HUSA) ubicado en la Universidad Nacional

de San Agustin de Arequipa (Anexo 01)

3.1.2 Unidad animal

La unidad animal estuvo conformada por un grupo de 30 animales de
experimentacion de la raza Holtzman, espBaitus rattus hembras y
machos, de 250-350 gramos de peso con una edad de 2 a 4 meses,
aproximadamente. Las cuales fueron sometidas a un proceso de
adaptacion que consistié en estandarizar las condiciones ambientales y
alimenticias y evitar factores externos que sean impedimento para una
Optima investigacion.

Las ratas fueron distribuidas en 2 grupos iniciales: etapa preliminar (8
ratas, distribuidas en 4 subgrupos de 2 ratas cada uno) y la etapa
experimental (30 ratas, distribuidas en 6 grupos de 5 ratas cada uno).

3.2 MATERIAL DE LABORATORIO

3.2.1 MATERIAL DE VIDRIO

- Baguetas (LBT)

— Capilares sin heparina

— Pipetas graduadas de 1 ml, 5 mly 10 ml

— Probeta graduada de: 50 y 100ml (LBT)

- Vasos de precipitado: 50, 100, 250ml (LBT)
- TermoOmetros (LBT)

— Tubos de ensayo (PIREX)
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3.2.2 APARATOS Y EQUIPOS DE LABORATORIO

- Balanza analitica Ohaus Pionner

— Equipo de Soxhlet

— Equipo Rotavapor BUCH Switerland R-114
- Estufa Memmert 854 Shwabach- Germany
- Pletismometro Digital LE7500

3.2.3 MATERIAL ANEXO

- Algodon estéril

- Cocina eléctrica

- Espétulas

—  Frascos de vidrio color ambar
— Guantes quirargicos

- Hilo

- Jaulas metdlicas para ratas
- Mortero

— Olla metalica

- Papel filtro

- Potes

- Soporte universal

- Tijera

3.2.4 REACTIVOS

— Acetato de etilo Q.P. (J.T. BAKER)
- Acritamer

— Agua destilada

— Carragenina

- Etanol DELTA QUIMICA

- Metanol Q.P. (MERCK)

— Metilparabeno NEQUINSA
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- Propilenglicol USP

— Propilparabeno NEQUINSA

- Triton

— Trietanolamina Q.P. (MERCK)

4. METODOS

4.1 RECOLECCION Y ACONDICIONAMIENTO DEL MATERIAL
VEGETAL

4.1.1. RECOLECCION

Las muestras fueron obtenidas de la ciudad de llo en el departamento
de Moquegua, trasladada a la ciudad de Arequipa para su identificacion

taxonomica en la facultad de la Universidad Nacional de San Agustin.

4.1.2 SELECCION

Una vez recolectados e identificados taxonémicamente las hojas de
Olea europaea Linneo (OLIVO) se procedio a la seleccion del material
colectado, prefiriéndose las hojas que se encontraban en buen estado,
siendo descartadas las que se encontraron marchitas, contaminadas con

material extrafio o que no correspondieran a la unidad vegetal.

4.1.3 ESTABILIZACION

Para evitar la degradacion de las sustancias activ@ted@uropaea

Linneo (olivo) se estabilizé en seco, durante 7 a3
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4.1.4 DESECACION

La desecacion de la unidad vegetal se realizé mediante calor artificial
mediante la estufa de desecacién, previamente calentado a 50°C, en

este ambiente permanecio durante 24 Kords

4.1.5 TRITURACION

La trituracion se realizé en un mortero, hasta la obtencion de un polvo
con un grado de trituracion moderado, no llegando hasta el estado de

polvo fino.
4.2 METODO PARA LA OBTENCION DEL EXTRACTO
4.2.1 METODO
Extraccion por equipo Soxhlet (Continuo)
4.2.2 FUNDAMENTO

Es un sistema de extraccion sélido-liquido en el que la extraccion se
realiza en un aparato que consta de un matraz de fondo plano, un
cuerpo extractor y un refrigerante. En el cuerpo extractor se coloca el
disolvente organico y la droga, generalmente envuelta en un material
poroso que permita el contacto con el disolvente. En el matraz de fondo
plano se coloca el disolvente organico, se lleva a ebullicion y los
vapores del disolvente ascienden por el tubo lateral y llegan al
refrigerante donde condensan y caen sobre la droga situada en el cuerpo
extractor. Cuando el cuerpo extractor se llena de liquido extractivo, éste
se vacia por el sifon lateral interno y desemboca en el matraz inferior.
El disolvente organico se va reciclando durante el proceso mientras que

los principios activos se van concentrando en el matraz infetior
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4.2.3 PROCEDIMIENTO

— Los materiales a utilizar se lavaron con abundante agua y
detergente para hacerlo secar a medio ambiente.

— Se pesd 10 g de la muestra pulverizada, la cual se preparé en
papel filtro previamente pesado y se colocd en la camara de
extraccion de equipo Soxhlet. (Fig.N°2)

Figura N°2:
Equipo Soxhlet

— Se utilizé 2 solventes para determinar cual de ellos extrae mayor
cantidad de principio activo, para este caso se utilizdé Acetato de
Etilo y Etanol.

— Una vez iniciada la extraccion y al cabo de 3 horas se retir6 el
balon y se llevdo a rotavapor hasta un volumen de 10 ml
aproximadamente (Fig. N°3), luego se llevo a bafio Maria hasta
desecacion, obteniendo con ambos solventes un peso el cual nos

sirvié para tener un dato de rendimiento.

— Para el caso del Acetato de Etilo se obtuvo un peso final de

principio activo de 0.75 g siendo menor que el obtenido con
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Etanol el cual fue de 1.3 g sin embargo debido a las caracteristicas
del solvente, el etanol es menos toxico que el acetato por esa
razén se tomo la decision de utilizar como Solvente el Etanol, ya
gue del extracto obtenido se formulara un gel de uso tépico.

Una vez determinado el solvente a utilizar se procedid de la
misma manera a pesar 10 g de muestra en 100 mL de Solvente
Etanol y al cabo de 3 horas se retiré y se llevd a rotavapor hasta
un volumen de 10 mL obteniendo un extracto al 10% la cual se

vertid en un envase de vidrio de tapa hermética. (Fig. N°3).

Figura N°3:
Rotavapor (hojas de olivo)

4.3 DETERMINACION DEL RENDIMIENTO DE EXTRACCION
4.3.1 METODO
Evaporacion a sequedad
4.3.2 FUNDAMENTO

El porcentaje de rendimiento de extraccion (% RE) se fundamenta en la

obtencién del extracto concentrado a partir de la separacion del solvente

del principio activo aplicandose a una temperatura adecuada Yy

sometiéndose al extracto hasta bafio Maria hasta evaporacion total del
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solvente quedando suspendido en el fondo el principio activo que se desea
obtener.

4.3.3 PROCEDIMIENTO

-  Extracto Etandlico: una vez terminada la extraccion en Soxhlet se
coloco el extracto en un bal6n para su evaporacién en un equipo de
rotavapor, seguidamente se procedio a su evaporacion en bafio Maria

en un vaso de precipitado previamente pesado.

Se dej6 secar y enfriarlos vasos de precipitados con los extractos
blandos, para pesarlos y registrar sus masas hasta que presenten un
peso constante.

Posteriormente se calcul6 el porcentaje de rendimiento

- Extracto de Acetato de etilo: una vez terminada la extraccién en
Soxhlet se coloco el extracto en un balon para su evaporacion en un
equipo de rotavapor, seguidamente se procedié a su evaporacion en
bafio Maria en un vaso de precipitado previamente pesado.

Se dej6é secar y enfriarlos vasos de precipitados con los extractos
blandos, para pesarlos y registrar sus masas hasta que presenten un
peso constante.

Posteriormente se calculo el porcentaje de rendimiento.

%RE =Peso extracto seco x 100

Peso planta seca
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4.4 FORMULACION DEL GEL

4.4.1 RESPONSABILIDAD DE APLICACION Y ALCANCE

La responsabilidad de aplicacién y alcance de este procedimiento recae
sobre todo en el personal (técnico y/o auxiliar) que proceda a la

elaboracion de geles.

4.4.2 DESCRIPCIONES

Se realiz6 la revision bibliografica correspondiente para la obtencién de

la formulacion patrén a utilizar.
4.4.2.1 Férmula patréon

En general se ajusta a:

Acritamer 100 g
Extracto de Olea europaea Linneo 10.00 g
Polisorbato 20 250 g
Metilparabeno 0.08 g
Propilparabeno 0.02 g
Agua destilada csp 100.00 g
Trietanolamina csp pH=7

4.4.2.2 Entorno

* Humedad relativa: <60%

e Temperatura: 25+5°C

Excepto los casos en que las especificaciones de la formulacion

requieran otras condicionés
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4.4.2.3 Método patron

Se peso todos los componentes. Se dispersé elcgetidi en parte del
diluyente por toda la superficie, evitando la formacién de grumos, se dejo
reposar el tiempo suficiente hasta la total imbibicién del diluyente. Se
agito evitando la incorporacion de aire, hasta obtener un gel uniforme
para proceder luego con la incorporacién del principio activo (Fig. N° 4)

Siempre que sea posible se incorporara disuelto en el diluyente antes de
elaborar el gel. Si no es asi, una vez formada el gel, incorporar el resto de
diluyente con los principios activos solubles. 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 segun procedimiento de medicion de pH.

Figura N°4:
Incorporacion del extracto fluido de Olivo a la base del gel

4.5. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTINFLAMATORIA EN
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

4.5.1. Método

Método de edema plantar inducido por carragenina fue creado por Winter

et al, modificado por Sugishita).

36

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

45.2.

4.5.3.

Fundamento

Consiste en provocar un edema en la region subplantar de la pata del
animal de experimentacion, por inyeccion de una sustancia irritante
como la carragenina. El proceso inflamatorio asi provocado, esta
constituido por dos fases. La primera fase o fase inicial, que ocurre
inmediatamente después de la administracion hasta la primera hora,
esta relacionada a mediadores de la inflamacién, como la serotonina e
histamina. A la hora y media intervienen las quininas. La segunda fase
o fase tardia, ocurre aproximadamente a la tercera hora luego de la
administracion de carragenina, y esta relacionada con la sintesis de
prostaglandinas a partir del acido araquidénico, incluso se afirma que
se induce y activa COX-2. La migracion de neutrofilos probablemente

al lugar de la inflamacién ocurra alrededor de las dos horas.
Procedimiento

Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria se realizé la
distribucién de 6 grupos, en cada grupo 5 ratas de experimentacion

elegidas al azar con un total de 30 animales para la evaluacion.

GRUPO 1: GEL BASE

GRUPO 2: GEL EXTRACTO 1 %
GRUPO 3: GEL EXTRACTO 2 %
GRUPO 4: EXTRACTO 10%
GRUPO 5: EXTRACTO 20%
GRUPO 6: DICLOFENACO 1%

Una vez identificadas segun su grupo asignado, se utilizd el
pletismémetro digital se calibr6 y se midi6 el volumen de la pata
posterior del animal, tanto la derecha como la izquierda, se tomé el

valor promedio como dato basal con cada grupo de trabajo.

Se administr6 0.1 mL de una solucién de carragenina al 1% en suero

fisiolégico en ambas patas posteriores de cada rata (Fig. N° 5).
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Se realiz6 la lectura de ambas patas al cabo de 3, 5, 7, 9 y 15 horas,
inmediatamente después de cada lectura se aplico un nuevo tratamiento.

Se hall6 el porcentaje de inflamacion de cada grupo, mediante la

siguiente formula, considerando el volumen basal medido.

Figura N°5
Administracion de la solucién de carragenina al 1%

5. TECNICAS PARA EL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS
RESULTADOS

5.1. Estadistica descriptiva

5.1.1. Medidas de tendencia central

Las medidas de tendencia central con llevan informacion respecto al

valor promedio de un conjunto de valores.

5.1.1.1. Media aritmética

Es la medida de tendencia central mas conocida. La media se obtiene
sumando todos los valores en una poblacién o muestra y dividiendo

entre los valores sumados

E?:i X4
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5.1.1.2. Medidas de dispersion

La dispersion de un conjunto de observaciones se refiere a la variedad
gue muestran éstas. Una medida de dispersién conlleva informacion
respecto de la cantidad total de variabilidad presente en el conjunto de
datos. Si todos los valores son iguales no hay dispersion, pero si no
todos son iguales, entonces existe dispersion en los datos. La
magnitud de la dispersion es pequefia cuando los valores, aunque

diferentes, son cercanos entre si.

5.1.1.2.1 La varianza

Cuando los valores de un conjunto de observaciones se encuentran
ubicados cerca de su media, la dispersion es menor que cuando estan
esparcidos. En consecuencia, se puede pensar intuitivamente que es
posible medir la dispersion en funcion del esparcimiento de los valores
alrededor de su media. Esta medicidon se efectla mediante lo que se
conoce comovarianza. Para calcular la varianza de una muestra de
valores, se resta la media de cada uno de los valores individuales, las
diferencias se elevan al cuadrado y después se suman entre si. Esta
suma de desviaciones elevadas al cuadrado de los valores con respecto
a la media se divide entre el tamafio de la muestra, menos 1, para
obtener la varianza de la muestra. Si se asigna la fgieaas simbolizar

la varianza de la muestra, el procedimiento descrito se expresa como

sigue:

o Tl =07

n—1
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5.1.1.2.2. Desviaciéon estandar

La varianza representa unidades al cuadrado, por lo que no es una medida
adecuada de dispersion si se pretende expresar este concepto en términos
de las unidades originales. Para obtener la medida de dispersion en
unidades originales, simplemente se obtiene la raiz cuadrada de la

varianza. (32)

g =+ 8"

5.2. Estadistica inferencial
5.2.1 ANOVA

El analisis de varianza es utilizado en el presente estudio para estimar y
probar hipotesis respecto a las medias de las poblaciones, sin embargo,
es necesario precisar que las conclusiones respecto a las medias

dependen de la magnitud de las varianzas observadas.
5.2.2 Prueba HSD de Tukey

Es un procedimiento de comparaciéon multiple, desarrollado por Tukey
se utiliza con frecuencia para probar hipétesis nula de que todos los
pares de medias posibles de tratamientos son iguales si el tamafio de
todas las muestras es igual. Si se utiliza esta prueba es necesario
seleccionar un nivel de significacion total @eSi la probabilidad es,

entonces, una o mas de las hipdtesis nulas es falsa.

La prueba de Tukey, que generalmente se conoce como prueba de HSD
(diferencia verdaderamente significativa), utiliza un solo valor que se
compara contra el que se comparan todas las diferencias. Este valor es
llamado HSD.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION
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1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Después de haber obtenido los liquidos extractivos con acetato de etilo y etanol
por el método continuo de Soxhlet, se procedié a evaporarlos solventes, hasta
obtener como resultado final un extracto blando de hoja®le® Europaea

Linneo (Olivo).

El extracto obtenido presento las siguientes caracteristicas.
« Color: verde intenso.

* Aspecto: limpido

* Olor: caracteristico a la droga.

* Aspecto: limpido y uniforme

» Consistencia : blanda —resinoide

Figura N° 6: Figura N° 7:
Extraccion mediante Soxhlet Solucién extractiva etanolica
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2. PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS

Para determinar el porcentaje de rendimiento de los extractos, se tom6 10 g de
hojas deOlea Europaea Linneo (Olivo) desecado y molido para luego extraer

los principios activos por el método continuo de extraccion (método Soxhlet)
con disolventes de diferente polaridad (acetato de etilo y etanol),
posteriormente se evaporo el solvente hasta peso constante y se determiné el

porcentaje de rendimiento del extracto.

El extracto realizado con etanol presenta 13% de compuestos solubilizados,

presentando el mayor porcentaje de rendimiento.
El extracto realizado con acetato de etilo presento de rendimiento de 7.5%de
rendimiento. (Cuadro N° 3)

Cuadro N° 3

PORCENTAJEDE RENDIMIENTO DE LOS DIFERENTES
EXTRACTOS BLANDOS DE Olea Europaea Linneo (Olivo)

N° de extraccion

Extracto 1 2 promedio
Peso hojas secas (g) 10.0 10.00 10.00
Etanolico
Peso extracto blando (g) 1.3 1.2 1.3
%RE 13 12 13
Peso hojas secas (g) 10.0 10.00 10.00
Acetato de 0
etilo
Peso extracto blando(g) 0.74 0.75 0.75
%RE 7.4 7.5 7.5

Elaboracion propia

El extracto blando realizado con etanol, es decir con el solvente polar, tuvo un

porcentaje de rendimiento mayor.
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3. PREPARACION DEL GEL CON EXTRACTO DE OLIVO

Luego de realizar diversas pruebas para la formulacion correcta del gel se obtuvo

la formula farmacéutica como se muestra a continuacion.

3.1. FORMULA

Acritamer 1.00g
Extracto de Olea europaea Linneo 10.00 g
Polisorbato 20 250¢g
Metilparabeno 0.08 g
Propilparabeno 0.02g
Agua destilada csp 100.00 g
Trietanolaminacsp pH=7

3.2.ELABORACION DEL GEL

Se pesaron los componentes de la formula, se calent6 agua destilada hasta
60° C, disolviendo los parabenos y el polisorbato, en este caso se usé un
agitador magnético para que cada vez que se adiciones un componente este
siendo homogenizado por el agitador magnético colocado dentro del

recipiente.

Se dispers6é mediante agitacion el acritamer y una vez disuelto este se
gelifico con la adiccion de trietanolamina gota a gota teniendo mucho

cuidado que el pH no sobrepase el valor 7.

En un recipiente aparte se disolvio el polisorbato en el extracto y se afiadio
al gel obtenido anteriormente, se agito con una bagueta hasta la
homogenizacion total del gel procediendo luego a su envasado tanto del 1%
como del 2%. (Fig.N°8)
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Figura N° 8:
Gel obtenido

4. EVALUACION DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO

Luego de la aclimatacion de las ratas se procedio a la distribucion de las mismas
en forma aleatoria, procediendo al marcado para su identificacion; se procedio a

la medicion del volumen de las patas de los animales (medicion basal).

Seguidamente se administr6 1 mL de la solucién irritante constituida por

carragenina al 1%, inmediatamente se administro los respectivos tratamientos. Al
cabo de 1, 3, 5, 7, 9 y 15 horas se midi6 el volumen de la inflamacion en el
pletismometro digital (Fig.N°9), después de cada medida se aplicé el respectivo

tratamiento.

Se consider6 como tiempo 0 a la lectura realizada al inicio del tratamiento. Estas
lecturas sirvieron de base para hallar los porcentajes de inflamacién de cada

grupo de experimentacion.
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Cuadro N° 4

DETERMINACION DE INFLAMACION DE GRUPOS TRATADOS
TRANSCURRIDOS EN LOS DIFERENTES TIEMPOS

N° RATA TO: T1:3 hrs T2:5 hrs T3:7 hrs T4:9hrs | T5:15 hrs
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
1 0.80 1.56 1.55 1.55 1.53 1.49
5 2 0.82 1.65 1.64 1.63 1.61 1.58
o 3 0.85 1.62 1.62 1.60 1.59 1.58
G 4 0.89 1.60 1.60 1.58 1.57 1.55
5 0.90 1.66 1.66 1.64 1.63 1.58
S 1 0.86 1.62 1.47 1.38 1.21 1.77
8 2 0.81 1.64 1.55 1.35 1.22 1.00
,n<_= 3 0.83 1.62 1.49 1.33 1.28 1.09
& 4 0.80 1.59 1.52 1.46 1.29 1.11
E 5 0.82 1.62 1.59 1.42 1.21 1.12
R 1 0.84 1.67 1.48 1.37 1.23 0.99
g 2 0.80 1.69 1.52 1.40 1.27 1.00
'2‘_: 3 0.87 1.66 1.49 1.38 1.24 0.97
E 4 0.86 1.62 1.43 1.30 1.16 0.95
] 5 0.83 1.60 1.46 1.35 1.21 0.98
S 1 0.86 1.66 1.58 1.51 1.44 1.34
5 2 0.81 1.64 1.56 1.50 1.43 1.31
G 3 0.83 1.68 1.59 1.54 1.48 1.37
= 4 0.80 1.59 1.52 1.46 1.39 1.29
% 5 0.82 1.62 1.56 1.50 1.43 1.32
S 1 0.84 1.65 1.60 1.53 1.41 1.35
5 2 0.87 1.67 1.60 1.55 1.42 1.30
G 3 0.83 1.63 1.58 1.47 1.40 1.34
= 4 0.86 1.66 1.57 1.48 1.39 1.31
S 5 0.85 1.68 1.60 1.56 1.50 1.40
9 1 0.80 1.66 1.47 1.35 1.20 0.85
< 2 0.82 1.63 1.46 1.29 1.23 0.93
Wi X 3 0.87 1.62 1.50 1.33 1.15 0.90
g 4 0.85 1.60 1.42 1.27 1.18 0.87
=) 5 0.89 1.61 1.51 1.32 1.19 0.91

Fuente: Elaboracion propia
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4.1 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE INFLAMACION

En el cuadro N° 4 se observa el resultado de los porcentajes de inflamacion
delos diferentes grupos experimentales calculados a partir de las unidades en
mililitros, dados por el Pletismometro digital. El porcentaje de inflamacién

fue calculado con la formula del Anexo 2.

El porcentaje de inflamacion fue calculado des de la tercera hora de
administrar el agente flogogeno (solucion de carragenina al 1%), hasta 15
horas después. Los tratamientos fueron administrados tres horas después de

administrar el agente flogogeno.

Existe un mayor efecto antiinflamatorio en los grupos de Diclofenaco al 1% y
el grupo del gel con extracto al 2%, a partir de la quinta hora dado que a la
tercera hora se administré los tratamientos y tras su absorcion los principales

metabolitos antiinflamatorios ejercen su efecto.

En base a los resultados obtenidos se procedi6 a realizar las pruebas
estadisticas de ANOVA y Test de Tukey, para verificar que estas

aseveraciones sean estadisticamente significativas.

Figura N° 9:

Medicién de pata pletismémetro digital
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Cuadro N° 5

PORCENTAJE DE INFLAMACION PRODUCIDOS POR LOS GRUPOS
TRATADOS TRANSCURRIDOS EN LOS DIFERENTES TIEMPOS

EVALUACION DE PORCENTAJES DE INFLAMACION

T1:3 hrs T2:5 hrs T3:7 hrs T4: 9hrs T5: 15 hrs
N° RATA
(%) (%) (%) (%) (%)

1 48.72 48.39 48.39 47.71 46.31
s 2 50.30 50.00 49.69 49.07 48.10
§ 3 47.53 47.53 46.88 46.54 46.20
© 4 44.38 44.38 43.67 43.31 42.58

5 45.78 45.78 45.12 44.79 43.04
°§° 1 46.91 41.50 37.68 28.93 51.41
o 2 50.61 47.74 40.00 33.61 19.00
§ 3 48.77 44.30 37.59 35.16 23.85
< 4 49.69 47.37 45.21 37.98 27.93
& 5 49.38 48.43 42.25 32.23 26.79
°§° 1 49.70 43.24 38.69 31.71 15.15
o 2 52.66 47.37 42.86 37.01 20.00
§ 3 47.59 41.61 36.96 29.84 10.31
< 4 46.91 39.86 33.85 25.86 9.47
& 5 48.13 43.15 38.52 31.40 15.31
< 1 48.19 45.57 43.05 40.28 35.82
g 2 50.61 48.08 46.00 43.36 38.17
'g 3 50.60 47.80 46.10 43.92 39.42
£ 4 49.69 47.37 45.21 42.45 37.98
“ 5 49.38 47.44 45.33 42.66 37.88
< 1 49.09 47.50 45.10 40.43 37.78
§ 2 47.90 45.63 43.87 38.73 33.08
'g 3 49.08 47.47 43.54 40.71 38.06
£ 4 48.19 45.22 41.89 38.13 34.35
“ 5 49.40 46.88 45.51 43.33 39.29
X 1 51.81 45.58 40.74 33.33 5.88
S 2 49.69 43.84 36.43 33.33 11.83
% 3 46.30 42.00 34.59 24.35 3.33
S 4 46.88 40.14 33.07 27.97 2.30
= 5 44.72 41.06 32.58 25.21 2.20

Fuente: Elaboracion propia
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4.2 ANALISIS ESTADISTICO INFERENCIAL DE ANOVA'Y TUKEY

4.2.1 ANALISIS ESTADISTICO AL INICIO DEL EXPERIMENTO

Al aplicar el analisis de varianza - ANOV&los datos correspondientes al
volumen basal en las ratas en experimentacion a nivel de edema suplantar
(Cuadro N2 6), observamos que el cociente F es igual a 0,9. También
observamos que el P — valor de la prueba de F es superior a 0.05, lo que
indica que no existe diferencia estadisticamente significativa entre las
medias del porcentaje de inflamacién de los 6 tratamientos a un nivel de

confianza del 95.0 %.

Para determinarlas medias que son significativamente diferentes unas con
otras utilizamos el Test de Tukey (Cuadro N2 7), en el cual se realiza una
comparacién mdultiple; se identific6 que todos los grupos homogéneos
segun la alineacién de las X's en columnas indicando que no existe
diferencia estadisticamente significativas ya que todos los tratamientos
comparten una misma columna X’'s. El Test de Tukey corrobora lo
determinado en el andlisis varianza de ANOVA.

Cuadro N° 6

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA LA INFLAMACION OBTENIDA AL
INICIO DEL EXPERIMENTO

Suma de Cuadrado
Fuente Cuadrados Gl Medio Raz6n-F| Valor-P
Entre grupos | 0,00394667 5 0,00078933 0,9 0,4969
Intra grupos 0,02104 24 0,00087667
Total (Corr.) | 0,0249867 29

Fuente: Elaboracion propia
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Cuadro N° 7
TEST DE TUKEY AL 95.0 % DE CONFIANZA POR TIPO DE TRATAMIENTO AL
INICIO DEL EXPERIMENTO

Grupos
Tratamiento Casos Media| homogéneos
Gel extracto 1% 5 0,824( X
Extracto 10% 5 0,824 X
Gel extracto 2% 5 0,84/ X
Diclofenaco 1% 5 0,846 X
Extracto 20% 5 0,85/ X
Gel base 5 0,852 X

Fuente: Elaboracion propia

En la figura N 10 muestra la media de inflamacion para cada tratamiento al
inicio del experimento. Observamos que todos los grupos experimentales se
traslapan verticalmente, indicando pares de medias con igualdad
estadisticamente significativa.

Es correcto que no se observe ninguna diferencia estadisticamente significativa
entre los tratamientos ya que todos los grupos se sometieron a las mismas
condiciones de experimentacion.

Figura N° 10:

MEDIAS DE LOS TRATAMIENTOS POR INTERVALOS HSD DE TUKEY AL 95.0%
DE CONFIANZA POR TIPO DE TRATAMIENTO AL INICIO DEL EXPERIMENTO

09F =
_|_
088 T -
g 0,86 T T -
9 + i =
= | + ]
g 0,84 J_
T oose A + J _
081 l J— l J_ _

Diclofenaco 1% Extracto 10% Extracto 20% Gel base Gel extracto 10% Gel extracto 20%
TRATAMIENTO

Fuente: Elaboracion propia
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4.2.2 ANALISIS ESTADISTICO TRES HORAS DESPUES DEL AGENTE
FLOGOGENO

Al aplicar el andlisis de varianza - ANOVAle la inflamacion producida 3
horas después de administrar la solucion de carragerf@aadro N2 8),
observamos que el cociente F es igual a 0,213.

También observamos que el P — valor de la prueba de F es mayor a 0.05, lo que
indica que no existe diferencia estadisticamente significativa entre las medias
del porcentaje de inflamacién de los 6 tratamientos a un nivel de confianza del
95.0 %.

Para determinarlas medias que son significativamente diferentes unas con
otras utilizamos el Test de Tukey (Cuadro N2 9), en el cual se realiza una
comparacion multiple; se identifico que todos los grupos homogéneos segun la
alineacion de las X's en columnas indicando que no existe diferencia

estadisticamente significativas ya que todos los tratamientos comparten una
misma columna X’s. El Test de Tukey corrobora lo determinado en el analisis

varianza de ANOVA

Cuadro N° 8
ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA LA INFLAMACION OBTENIDA TRES
HORAS DESPUES DEL AGENTE FLOGOGENO

Suma de Cuadrado
Fuente Cuadrados| Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,007 5 0,0014 1,55 0,213
Intra grupos 0,02172 24| 0,000905
Total (Corr.) 0,02872 29

Fuente: Elaboracion propia
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Cuadro N° 9
TEST DE TUKEY AL 95.0 % DE CONFIANZA POR TIPO DE TRATAMIENTO
TRES HORAS DESPUES DEL AGENTE FLOGOGENO

Grupos
Tratamiento Casos Media |Homogéneos
Gel extracto 1% 5 1,618 X
Gel base 5 1,618 X
Diclofenaco 1% 5 1,624/ X
Extracto 10% 5 1,638/ X
Gel extracto 2% 5 1,648 X
Extracto 20% 5 1,658 X

Fuente: Elaboracion propia

En la figura N 11 muestra la media de inflamacion para cada tratamiento a las tres
horas después de haber administrado el agente flogogeno (solucién de carragenina al
1%). También muestra un intervalo alrededor de la media cualquier par de intervalos
gue no traslapen verticalmente corresponde a pares de medias que tiene diferencia
estadisticamente significativa al 95.0 % de confianza.

Observamos que todos los grupos experimentales se traslapan verticalmente,
indicando pares de medias con igualdad estadisticamente significativa.

Tres horas después de administrar el agente flogogeno, no se observd ninguna
diferencia estadisticamente significativa entre los diferentes tratamientos dado que
hasta ese momento todos los grupos de tratamiento se sometieron a las mismas
condiciones de experimentacion.
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Figura N° 11:

MEDIAS DE LOS TRATAMIENTOS POR INTERVALOS HSD DE TUKEY AL 95.0%
DE CONFIANZA POR TIPO DE TRATAMIENTO TRES HORAS DESPUES DEL
AGENTE FLOGOGENO

C _|_ ]
i * 1 . :
1,62 — J_ - + J_

_|

1,66 -

_|
1

INFLAMACION ml
[
o
oo
T
+
1

1,54 .

15 —
Diclofenaco 1%  Extracto 10% Extracto 20% Gel base Gel extracto 10%Gel extracto 20%

TRATAMIENTO

Fuente: Elaboracion propia

4.2.3 ANALISIS ESTADISTICO CINCO HORAS DESPUES DEL AGENTE
FLOGOGENO

Al aplicar el andlisis de varianza - ANOVAe la inflamacion producida cinco
horas después de administrar la solucion de carrageii®aadro N210),
observamos que el cociente F es igual a 0.

También observamos que el P — valor de la prueba de F es mayor a 0.05, lo que
indica que no existe diferencia estadisticamente significativa entre las medias
del porcentaje de inflamacién de los 6 tratamientos a un nivel de confianza del
95 %.

Para determinarlas medias que son significativamente diferentes unas con
otras utilizamos el Test de Tukey (Cuadro N211), en el cual se realiza una
comparacioén multiple; se identificd que todos los grupos homogéneos segun la
alineacion de las X's en columnas indicando que no existe diferencia

estadisticamente significativas ya que todos los tratamientos comparten una

misma columna X's.
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Cuadro N° 10
ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA LA INFLAMACION OBTENIDA
CINCO HORAS DESPUES DEL AGENTE FLOGOGENO

Suma de
Fuente Cuadrados |Gl Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
Entre grupos 0.0871767 5 0.0174353 14.18 0
Intra grupos 0.02952 24 0.00123
Total (Corr.) 0.116697 29

Fuente: Elaboracion propia

Cuadro N° 11
TEST DE TUKEY AL 95.0 % DE CONFIANZA POR TIPO DE TRATAMIENTO
CINCO HORAS DESPUES DEL AGENTE FLOGOGENO

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD
tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
Diclofenaco 1% 5 1.472 | X
Gel extracto 2% 5 1.476 | X
Gel extracto 1% 5 1.524 | XX
Extracto 10% 5 1.562 | XX
Extracto 20% 5 1.59| XX
Gel base 5 1.614| X

Fuente: Elaboracién propia

En la figura N2 12 muestra la media de inflamacion para cada tratamiento a las cinco
horas después de haber administrada la solucion de carragenina al 1%. También
muestra un intervalo alrededor de la media. Cualquier par de intervalos que no
traslapen verticalmente corresponde a pares de medias que tiene diferencia
estadisticamente significativa al 95.0 % de confianza.

Observamos que todos los grupos de Diclofenaco al 1% y el gel de extracto al 2% se
traslapan verticalmente; también el grupo del extracto del 10% vy el del extracto al
20% se traslapan verticalmente, indicando pares de medias con igualdad

estadisticamente significativa
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Figura N° 12:

MEDIAS DE LOS TRATAMIENTOS POR INTERVALOS HSD DE TUKEY AL 95.0%
DE CONFIANZAPOR TIPO DE TRATAMIENTO CINCO HORAS DESPUES DEL
AGENTE FLOGOGENO
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Fuente: Elaboracién propia

4.2.4 ANALISIS ESTADISTICO SIETE HORAS DESPUES DEL AGENTE
FLOGOGENO

Al aplicar el analisis de varianza - ANOVAe la inflamacion producida siete
horas después de administrar la solucion de carrageri®aadro N212),

observamos que el cociente F es igual a 0.

También observamos que el P — valor de la prueba de F es mayor a 0.05, lo que
indica que no existe diferencia estadisticamente significativa entre las medias
del porcentaje de inflamacién de los 6 tratamientos a un nivel de confianza del
95 %.

Para determinarlas medias que son significativamente diferentes unas con otras
utilizamos el Test de Tukey (Cuadro N213), en el cual se realiza una
comparacién multiple; se identific6 que todos los grupos homogéneos segun la
alineacion de las X's en columnas indicando que no existe diferencia
estadisticamente significativas ya que todos los tratamientos comparten una
misma columna X’s.
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Cuadro N° 12
ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA LA INFLAMACION OBTENIDA
SIETE HORAS DESPUES DEL AGENTE FLOGOGENO

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
Entre grupos 0.303747 5 0.0607493 40.14 0
Intra grupos 0.03632 24 0.00151333

Total (Corr.) 0.340067 29

Fuente: Elaboracién propia

Cuadro N° 13
TEST DE TUKEY AL 95.0 % DE CONFIANZA POR TIPO DE TRATAMIENTO
SIETE HORAS DESPUES DEL AGENTE FLOGOGENO

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD
tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
Diclofenaco 1% 5 1.312 (X
Gel extracto 2% 5 1.36 X
Gel extracto 1% 5 1.388 | X
Extracto 10% 5 1.502 X
Extracto 20% 5 1.518 X
Gel base 5 1.6 X

Fuente: Elaboracion propia

En la figura N® 13 muestra la media de inflamaciarapgada tratamiento a las siete
horas después de haber administrado el agente flogogeno. También muestra un
intervalo alrededor de la media. Cualquier par de intervalos que no traslapen
verticalmente corresponde a pares de medias que tiene diferencia estadisticamente
significativa al 95.0 % de confianza.

Observamos que todos los grupos de Diclofenaco al 1%, el gel extracto 1% y el gel de
extracto al 2% se traslapan verticalmente; también el grupo del extracto del 10% vy el
del extracto al 20% se traslapan verticalmente, indicando pares de medias con
igualdad estadisticamente significativa
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Figura N° 13:

MEDIAS DE LOS TRATAMIENTOS POR INTERVALOS HSD DE TUKEY AL 95.0%
DE CONFIANZAPOR TIPO DE TRATAMIENTO SIETE HORAS DESPUES DEL
AGENTE FLOGOGENO
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Fuente: Elaboracién propia

4.2.5 ANALISIS ESTADISTICO NUEVE HORAS DESPUES DEL AGENTE
FLOGOGENO

Al aplicar el andlisis de varianza - ANOVAle la inflamacion producida
nueve horas después de administrar la solucion de carragéhiadro N2 14),

observamos que el cociente F es igual a 0.

También observamos que el P — valor de la prueba de F es mayor a 0.05, lo que
indica que no existe diferencia estadisticamente significativa entre las medias
del porcentaje de inflamacién de los 6 tratamientos a un nivel de confianza del
95 %.

Para determinarlas medias que son significativamente diferentes unas con
otras utilizamos el Test de Tukey (Cuadro N2 15), en el cual se realiza una
comparacioén multiple; se identificd que todos los grupos homogéneos segun la
alineacion de las X's en columnas indicando que no existe diferencia

estadisticamente significativas ya que todos los tratamientos comparten una
misma columna X’s. Observamos que todos los grupos de Diclofenaco al 1%,
el gel extracto 1% y el gel de extracto al 2% se traslapan verticalmente;

también el grupo del extracto del 10% y el del extracto al 20% se traslapan
verticalmente, indicando pares de medias con igualdad estadisticamente
significativa.
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Cuadro N° 14
ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA LA INFLAMACION OBTENIDA
NUEVE HORAS DESPUES DEL AGENTE FLOGOGENO

Tabla ANOVA para Inflamacién ml 9 horas por tratamiento
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F | Valor-P
Entre grupos 0.609377 5 0.121875 85.73 0
Intra grupos 0.03412 24 0.00142167
Total (Corr.) 0.643497 29

Fuente: Elaboracién propia

Cuadro N° 15
TEST DE TUKEY AL 95.0 % DE CONFIANZA POR TIPO DE TRATAMIENTO
NUEVE HORAS DESPUES DEL AGENTE FLOGOGENO

Pruebas de Muiltiple Rangos para Inflamacion ml 9 horas por tratamiento
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD
Tratamiento Casos | Media | Grupos Homogéneos
Diclofenaco 1% 5 1.19 | X
Gel extracto 2% 5| 1.222 (X
Gel extracto 1% 5| 1.242 (X
Extracto 20% 5/ 1424 X
Extracto 10% 5 1434 X
Gel base 5| 1.586 X

Fuente: Elaboracién propia

Figura N° 14:

MEDIAS DE LOS TRATAMIENTOS POR INTERVALOS HSD DE TUKEY AL 95.0%
DE CONFIANZAPOR TIPO DE TRATAMIENTO NUEVE HORAS DESPUES DEL
AGENTE FLOGOGENO
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Fuente: Elaboracion propia
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4.2.6 ANALISIS ESTADISTICO QUINCE HORAS DESPUES DEL AGENTE
FLOGOGENO

Al aplicar el analisis de varianza - ANOVAe la inflamacion producida a las
quince horas después de administrar la solucion de carragéirzaro N216

), observamos que el cociente F es igual a 17,77 . También observamos que
el P — valor de la prueba de F es mayor a 0.05, lo que indica que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre las medias del porcentaje de
inflamacion de los 6 tratamientos a un nivel de confianza del 95.0 %.

Para determinarlas medias que son significativamente diferentes unas con otras
utilizamos el Test de Tukey (Cuadro N217 ), en el cual se realiza una
comparaciéon mudltiple; se identific6 dos grupos homogéneos segun la
alineacion de las X's en columnas indicando que no existe diferencia
estadisticamente significativas entre aquellos que compartan una misma
columna X’s. No existe diferencia estadisticamente significativa entre el grupo
del Diclofenaco al 1% y el gel con extracto de las hojas de olivo al 2%;
tampoco existe diferencia entre el grupo del extracto de las hojas de olivo al
10% y al 20%

Cuadro N° 16

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA LA INFLAMACION OBTENIDA
QUINCE HORAS DESPUES DEL AGENTE FLOGOGENO

Suma de Cuadrado
Fuente Cuadrados |Gl Medio Razoén-F Valor-P
Entre grupos 1,52334 5 0,304667 17,77 0
Intra grupos 0,41148 24 0,017145
Total (Corr.) 1,93482 29

Fuente: Elaboracién propia
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Cuadro N° 17
TEST DE TUKEY AL 95.0 % DE CONFIANZA POR TIPO DE TRATAMIENTO
QUINCE HORAS DESPUES DEL AGENTE FLOGOGENO

Grupos
tratamiento Casos Media Homogéneos
Diclofenaco 1% 5 0,892 | X
Gel extracto 2% 5 0,978 | XX
Gel extracto 1% 5 1,218| XX
Extracto 10% 5 1,326 XX
Extracto 20% 5 1,34 XX
Gel base 5 1,556 X

Fuente: Elaboracion propia

En la figura N®15 muestra la media de inflamacion para cada tratamiento a las tres
horas después de haber administrada la solucion de carragenina al 1%. También
muestra un intervalo alrededor de la media. Cualquier par de intervalos que no
traslapen verticalmente corresponde a pares de medias que tiene diferencia
estadisticamente significativa al 95.0 % de confianza.

Observamos que todos los grupos de Diclofenaco al 1% y el gel de extracto al 2% se
traslapan verticalmente; también el grupo del extracto del 10% y el del extracto al
20% se traslapan verticalmente, indicando pares de medias con igualdad
estadisticamente significativa.

Figura N°:15

MEDIAS DE LOS TRATAMIENTOS POR INTERVALOS HSD DE TUKEY AL 95.0%
DE CONFIANZAPOR TIPO DE TRATAMIENTO QUINCE HORAS DESPUES DEL
AGENTE FLOGOGENO
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CONCLUSIONES

PRIMERA

Se obtuvo el extracto fluido etanolico d@lea europaea Linneo (olivo)a las

concentraciones de 10% y 20%.

SEGUNDA

Se formuld un hidrogel conteniendo extracto fluido @éa europaea Linneo

(olivo) en una concentracion de 1% y 2%.

TERCERA

Se midi6 la actividad inflamatoria inducida por carragenina, hallandose que el grupo
gue se tratd con el gel del diclofenaco mostro menor inflamacion, seguido por el grupo
tratado con gel con extracto @Hea europaea Linneo (olivo) al 2%; seguido del

grupo con extracto de Olea europaea Linne@livo) al 1%.

CUARTA

El gel con extracto d€®lea europaea Linneo (olivo) 2% mostro una eficacia

antiinflamatoria estadisticamente similar al gel de diclofenaco al 1%.

QUINTA

Se demostré el efecto antiinflamatorio topico del extracto y gel de las hofakde

europaea Linneo (olivo) en un modelo experimental preclinico.
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SUGERENCIAS

PRIMERA

Determinar la toxicidad aguda y crénica; local y sistémica del extracto fluido de Olivo
en animales de experimentacion, a fin de establecer la seguridad de dicho extracto.

SEGUNDA

Realizar estudios pre clinicos en otras especies de animales y clinicos con el objetivo
de confirmar la eficacia del gel con extracto fluido de Olivo al 20% como

medicamento herbario con actividad antiinflamatoria topica.

TERCERA

Confirmar las otras propiedades medicinales que atribuye la poblacién al olivo,
mediante investigaciones que utilicen el método cientifico.
CUARTA

Realizar estudios clinicos, con el objetivo de confirmar la eficacia del gel con extracto
de Olea europaea Linneo (olivoR0% como medicamento herbario con actividad
antiinflamatoria.

QUINTA

Continuar la investigacion de otros efectos terapéuticosObkel europaea Linneo
(olivo) ya que la medicina natural de atribuye bastantes efectos terapéuticos
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% Inflamaciin =w % 100

1]

Ft, : Volomen de fa pata inflamacda & un Hedpo %

Fiy: Volumen normal de la pata
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El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin
de Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que las plantas secas presentado por los Bachilleres Danny Paredes Espinoza y Sofia
Polar Cardenas Egresados de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Catolica de Santa Maria, para la ejecucion de su trabajo de Tesis: “Evaluacion del Efecto
antiinflamatorio del extracto y gel del olivo en animales de experimentacion”. La muestra
fue traida al Laboratorio de Botanica al estado fenolégico seco, procedente de llo . para

su determinacion en el Herbarium Areqvipense (HUSA) y corresponde a la especie:
Olea europaea L.
Familia Oleaceae

Se expide la presente a solicitud del interesado para los fines que se estimen
conveniente.
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