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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tiene como principal objetivo
determinar si el extracto y la crema con extracto de las hojas de Ligaria cuneifolia
(suelda con suelda) presenta efecto antiinflamatorio tépico en ratas con inflamacién

inducida experimentalmente.

Para iniciar el proceso experimental primero se prepar0 la droga
(estabilizo, deseco y triturd) para la extraccion mediante equipo Soxhlet, se utilizaron
tres disolventes: alcohol etilico, acetato de etilo y benceno. Los extractos con estos tres
disolventes fueron evaluados mediante una prueba piloto inicial practicada en 12
animales de experimentacion distribuidos en cuatro grupos (alcohol etilico, acetato de
etilo, benceno y control) se determind que el grupo tratado con extracto etandlico
presenta mayor actividad antiinflamatoria, ello al realizar una prueba de Tukey a un
nivel critico de 0.05.

Se realiz6 un analisis fitoquimico preliminar del extracto etandlico
mediante cromatografia en capa fina, tras el revelado se detectd la presencia de
sustancias terpénicas, flavonoides y taninos. Posteriormente el extracto etandlico fue
llevado a sequedad y se incorpor6 en una forma farmacéutica tipo emulsion (crema) a
una concentracion del 2%.
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La evaluacién final comprendié cinco grupos: a) grupo con extracto
etandlico de suelda con suelda, b) grupo con crema mas extracto al 2%, c) grupo con
crema base, d) grupo con crema de diclofenaco al 1% y e) grupo control. Al comparar
los resultados de estos grupos experimentales con el grupo tratado con crema de
diclofenaco al 1%, se determind mediante una prueba de Tukey a un nivel critico de
0.05, que soélo la crema mas extracto tiene una actividad estadisticamente similar a la
del diclofenaco, por su parte el grupo tratado con extracto presenta una actividad
antiinflamatoria “intermedia”, debido a que se ubica entre el grupo tratado con
diclofenaco y el control. Finalmente el grupo tratado con crema base es
estadisticamente similar al control por lo que como vehiculo no presenta actividad
antiinflamatoria que influya en la actividad del extracto de suelda con suelda presente

en la crema.
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ABSTRACT

The present research has as main objective to determine whether the
extract and cream with extract from the leaves of Ligaria cuneifolia (welds with
solder) has anti-inflammatory effect in rats with topical experimentally induced

inflammation.

To initiate the process first experimental drug to extraction by Soxhlet was
conditioned three solvents were used: ethyl alcohol, ethyl acetate and benzene. The
extracts of these three solvents were evaluated by an initial pilot test carried out on 12
experimental animals divided into four groups (ethyl alcohol, ethyl acetate, benzene
and control) it was determined that the extract-treated with ethyl alcohol group has
greater anti-inflammatory activity , that by performing a Tukey procedure at a critical
level of 0.05.

Phytochemical preliminary analysis of the ethanol extract was performed
by TLC, after the detection of terpenic substances, flavonoids and tannins detected.
Subsequently, the ethanolic extract was taken to dryness and was incorporated into a
pharmaceutical form type emulsion (cream) at a concentration of 2%.

The final evaluation included five groups: ethanol extract of soldering with
solder, more extract 2% cream, foundation cream, cream and 1% diclofenac controls.
When comparing the results of these experimental groups treated with cream 1%
DICLOFENAC group was determined by the method of Tukey to a critical level of

0.05, only the cream more extract having statistically similar to that of diclofenac
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activity meanwhile the extract-treated group presents “intermediate” anti-
inflammatory activity due to its location between the diclofenac-treated and control
groups. Finally the base cream-treated group is statistically similar to the control as a
vehicle so no anti-inflammatory activity which influences the activity of the extract

solder with solder present in the cream.
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INTRODUCCION

Los procesos inflamatorios articulares — como la artritis y artrosis — son
muy frecuentes en nuestra poblacion, y a medida que avanza la edad en el hombre se
hacen mas frecuentes, y pese a su incidencia las causas especificas se desconocen. Para
ello la poblacién recurre a diversos tratamientos paliativos que pueden ir desde
acupuntura hasta la administracion de farmacos biolégicos para el caso de la artritis

reumatoide.

Por otra parte el Per es un pais megadiverso, pues posee innumerables
variedades y especies de plantas entre las que destacan aquellas con propiedades
medicinales, muchas de las cuales han sido empleadas con fines terapéuticos desde

tiempos muy antiguos.

El poblador recurre muchas veces a tratamientos naturales y sobre todo a
los que se encuentran presentes en su flora local, uno de estos vegetales que crece en
nuestro medio y que la poblacion acude para el tratamiento de sus procesos
inflamatorios que le generan dolor es la suelda con suelda cuyo nombre cientifico es
Ligaria cuneifolia, arbusto que crece en forma parasita en muchos sembrios y que los
campesinos atribuyen efectos antiinflamatorios y analgésicos al cocimientos de sus
hojas, asi como a la aplicacién local de sus ramas. Sin embargo, revisando la
bibliografia sobre plantas medicinales y en particular la suelda con suelda, no se
encuentran disponibles estudios recientes que validen esta actividad farmacoldgica,
siendo precisamente el objetivo principal de esta investigacion evaluar dicho efecto
antiinflamatorio. Para ello se ha utilizado un modelo experimental con animales de

laboratorio, a los que se les indujo inflamacion mediante la administracion de
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carragenina en la apofisis plantar, en comparacion de un grupo control. Todos los
resultados se recogen en el capitulo tercero de este trabajo. Estos resultados se
presentan en cuadros que recogen la estadistica descriptiva, luego un analisis de
varianza y una prueba de Tukey. Luego de las conclusiones y sugerencias se presentan
los anexos de la investigacion, en donde se presentan todas las lecturas realizadas del

volumen inflamatorio mediante pletismometro digital.
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OBJETIVOS

1. Procesar las hojas de Ligaria cuneifolia (suelda con suelda) segin un método
extractivo adecuado que permita obtener extractos con disolventes de diferente
polaridad.

2. Determinar qué tipo de disolvente permite obtener un extracto de hojas de Ligaria
cuneifolia (suelda con suelda) que presente mayor eficacia antiinflamatoria tras la

realizacion de una prueba piloto preliminar.

3. Determinar los metabolitos secundarios (terpenos, taninos, flavonoides) presentes
tras el andlisis fitoquimico preliminar mediante cromatografia en capa fina del

extracto de las hojas de Ligaria cuneifolia (suelda con suelda).

4. Evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto y la crema de hojas de Ligaria
cuneifolia (suelda con suelda) aplicados localmente a ratas de laboratorio con

inflamacion inducida experimentalmente.

5. Comparar la actividad antiinflamatoria del extracto y las cremas de hojas de
Ligaria cuneifolia (suelda con suelda) aplicados localmente a ratas de laboratorio
con inflamacién inducida experimentalmente con una crema que contenga un

principio activo en crema como el diclofenaco al 1%.
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HIPOTESIS

Si la poblacion utiliza compresas de Ligaria cuneifolia (suelda con suelda)
para aliviar el reumatismo es probable que la aplicacion local de su extracto y crema
presente actividad antiinflamatoria en ratas de laboratorio con inflamacién inducida

experimentalmente.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO
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1.1. SUELDA CON SUELDA

1.1.1.NOMBRES COMUNES

“Pupa”, “suelda suelda”, “liga”. *2)

1.1.2.DESCRIPCION

Planta que crece parasitando arboles o arbustos altos por medio de raices
modificadas, densamente ramificada, ramas cortas tendidas. Hojas oblonga-cuneadas
o0 estrechamente obovadas de 6 cm de longitud, coridceas con tres nervaduras poco
perceptibles. Inflorescencias en racimos axilares. Perigonio 6 tépalos rojos alargados
mas o menos espatulados. Fruto en baya, semillas solitarias con endosperma

desarrollado, carnoso, embrién pequefio con 2 cotiledones. 2

1.1.3.DISTRIBUCION

Planta que crece parasitando a arboles o arbustos de porte alto mediante
los haustorios como “chilco” Baccharis sp. “wahari” Dunalia spinosa, “capa”
Ageratina pentlandiana, “kestina” Adesmia verrucosa, Adesmia verrucosa, y “molle”
Schinus molle. Distribuidas en las vertientes occidentales de los valles interandinos
entre los 1800 y 3250 de altitud. *-?

1.1.4 TAXONOMIA
Tipo: Fanerégama
Clase: Dicotiledonea
Orden: Santales
Familia: Loranthaceae
Género: Ligaria

Especie: cuneifolia @

10
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REPOSITORIO DE

1.1.5.NOMBRE CIENTIFICO

Llgaria cuneifolia (R&P) Van Tiegham. @

1.1.6.PARTE UTILIZADA

Hojas. @

Figura 1: Suelda con suelda

1.1.7.COMPOSICION

Saponinas 1.83%, taninos 2.1% en toda la planta, pero principalmente en

la corteza. Presencia de alcaloides 1.2%. (D

Otros estudios sefialan que el tamizaje fitoquimico reporta la presencia de
azucares, taninos y fenoles, flavonoides, cardendlicos, aminoacidos, lactonas y
cumarinas; tanto en hojas como en flores; en las flores se encuentran pequefias

cantidades de alcaloides. ®
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1.1.8.USO MEDICINAL

Para la inflamacion moler las hojas y aplicarse como emplasto. Dolor de
estdmago, calentar las hojas y colocarlas en el vientre. Tos macerar las hojas en pisco

por 24 horas y tomar. @

Los campesinos atribuyen propiedades analgésicas y emenagogas al

cocimiento de sus ramas. ¥

1.1.9.CULTIVO

No se practica su cultivo, pero se sabe que la semilla de la planta es
diseminada por las aves que las comen y dejan sus heces en otras plantas, donde

germina facilmente.

1.2. INFLAMACION, REACCION INFLAMATORIA

1.2.1.CARACTERISTICAS GENERALES DE LA INFLAMACION

La inflamacion es la reaccion de los tejidos vascularizados ante la lesion o
la muerte celulares. Se caracteriza por la produccion de mediadores inflamatorios y el
desplazamiento de liquido y leucocitos del sistema vascular a los tejidos
extravasculares. Los trastornos inflamatorios se denominan a menudo con la adicion
del sufijo —itis al 6rgano o sistema afectados. Por ejemplo, apendicitis se refiere a la
inflamacion del apéndice, pericarditis a la inflamacion del pericardio y neuritis a la de

un nervio. 4

La inflamacion puede ser aguda o cronica. La inflamacion aguda es la
respuesta de adaptacion desencadenada por estimulos y situaciones nocivas, como la
infeccion y la lesion tisular, y es relativamente corta, desde unos cuantos minutos hasta
varios dias. Se caracteriza por la exudacion de liquido y proteinas plasmaticas, y por
la emigraciéon de leucocitos, sobre neutrofilos. La inflamacion cronica es mas
prolongada con duracién de dias a afios, y se acompafia con la proliferacion de vasos
sanguineos, necrosis tisular y fibrosis (cicatrizacion). La inflamacion aguda y crénica
pueden coexistir, con episodios de inflamacion aguda intercalados con la crénica. ©
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1.2.2.CELULAS DE LA INFLAMACION

Muchas celulas y componentes tisulares participan en el proceso
inflamatorio, entre otras células endoteliales que recubren los vasos sanguineos,
plaquetas y leucocitos circulantes, las células del tejido conectivo (mastocitos,
fibroblastos, macrofagos tisulares) y los componentes de la matriz extracelular. Los
principales leucocitos en la inflamacion aguda son los neutréfilos, mientras que en la
inflamacion cronica predominan los macrofagos, los linfocitos, las células

plasmaticas, los eosindfilos y los mastocitos. “©)

1.2.2.1 Células endoteliales

Las células endoteliales forman el recubrimiento epitelial de una sola
célula de espesor, de los vasos sanguineos. Producen agentes antiplaquetarios y
antitrombaticos que mantienen la permeabilidad vascular, ademés de vasodilatadores
y vasoconstrictores que regulan el flujo sanguineo. Estas células también son
componentes clave de la reaccion inflamatoria. En consecuencia, mantienen una
barrera con permeabilidad selectiva ante estimulos inflamatorios exdgenos
(microbianos) y enddgenos, regulan la extravasion de los leucocitos mediante la
expresion de moléculas de adhesion y receptores; contribuyen a la regulacion y
modulacion de las respuestas inmunitarias mediante la sintesis y liberacion de
mediadores inflamatorios, y regulan la proliferacion de células inmunitarias mediante
la secrecion de factores estimulantes de colonias hematopoyéticas. Las células
endoteliales también participan en el proceso de reparacién que acompafia a la
inflamacién mediante la produccion de factores de crecimiento que estimulan la
angiogénesis (formacion de vasos sanguineos nuevos) y la sintesis de matriz

extracelular. &7

1.2.2.2 Plaguetas
Las plaquetas o trombocitos son pequefios discos con envoltura
membranosa que circulan en la sangre y tienen un papel activo en la hemostasia

normal. Las plaquetas activadas también liberan varios mediadores inflamatorios
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potentes, lo que aumenta la permeabilidad vascular y altera las propiedades
quimiotécticas, adhesivas y proteoliticas de las células endoteliales. Cuando una
plaqueta se activa se liberan méas de 300 proteinas. Aungue solo se han identificado un
pequefio porcentaje de estas, una cantidad significativa corresponden al parecer a
mediadores inflamatorios. La relacion entre las plaquetas y las enfermedades
inflamatorias destaca por la cantidad de procesos patoldgicos inflamatorios (p.ej.,
aterosclerosis, migrafia, lupus eritematoso sistémico) que tienen una relacién

demostrada con la activacion plaquetaria. & &

1.2.2.3 Leucocitos

Los leucocitos o globulos blancos son los principales componentes
celulares de la reacciéon inflamatoria. Se clasifican en granulocitos (neutréfilos,
eosindfilos y basofilos), que contienen granulos citoplasmaticos especificos y ndcleo
multilobulado, y agranulocitos (monocitos/macrofagos y linfocitos), que carecen de

granulos citoplasmaticos y tienen un nicleo dnico. ©:8)

1.2.2.3.1 Neutréfilos

Los neutrdfilos son los leucocitos mas numerosos en la sangre circulante
y representan del 60 al 70% de todos los glébulos blancos. Estas celulas tienen nucleos
divididos en tres a cinco l6bulos, por lo que a menudo se denominan neutrofilos
polimorfonucleares. Debido a su capacidad para formar seudépodos que emplean para
el movimiento ameboideo, los neutréfilos tienen gran movilidad y por tanto son las
primeras células en llegar al sitio de la inflamacion aguda, casi siempre en los 90 min
siguientes a la lesion. Los neutréfilos son células eliminadoras capaces de englobar
bacterias y otros detritos celulares mediante fagocitosis. Sus granulos citoplasmaticos,
que resisten la tincion y conservan un color neutro, contienen enzimas y otras
sustancias antibacterianas que se usan para destruir y degradar a los microbios y el
tejido muerto fagocitado. Los neutrofilos también tienen vias metabodlicas
dependientes de oxigeno que generan productos toxicos de oxigeno (p.ej., peroxido de
hidrégeno) y nitrogeno (p.ej., 6xido nitrico) que ayudan a la destruccion de los
patdgenos atrapados. Los neutréfilos tienen una vida corta. Mueren por apoptosis y
desaparecen 24h a 48h después de llegar al punto de inflamacion. 8
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1.2.2.3.2 Eosinéfilos

Los eosinofilos representan del 2% al 3% de los leucocitos circulantes y
se movilizan hacia los tejidos de forma similar a los neutréfilos. Aparecen en el sitio
de inflamacion 2h o 3h después que los neutréfilos. En parte, esto se debe a su menor

movilidad y su reaccién comparativamente mas lenta a los estimulos quimiotacticos.

Los eosindfilos también tienen un papel importante en las reacciones
alérgicas, ya que controlan la liberacion de mediadores quimicos especificos.
Interactan con los basofilos y tienen una funcién prominente en las reacciones
alérgicas, como la fiebre del heno y el asma bronquial. Los eosinofilos poseen una vida
mas prolongada que los neutrofilos, por loa que se encuentran en la inflamacion

cronica. ¢8

1.2.2.3.3 Basofilos y mastocitos

Aunque representan menos del 1% de los leucocitos circulantes, tienen una
participacion importante en las reacciones inflamatorias y destacan en las reacciones
alérgicas mediadas por inmunoglobulina E (IgE). La unién con IgE libera histamina y
agentes vasoactivos de los granulos basofilos. Los leucocitos basofilos con precursores

de los mastocitos. ©¢#

Los mastocitos provienen de las mismas células madre hematopoyéticas
que los basofilos, pero no se desarrollan hasta que salen de la circulacion y se alojan
en los tejidos. Son muy abundantes en las superficies mucosas de los pulmones, tubo
digestivo y dermis. Esta distribucion situa a los mastocitos en una posicion de centinela
entre los antigenos ambientales y el hospedador en diversos trastornos inflamatorios
agudos y crénicos. La activacion de los mastocitos induce la liberacién del contenido
ya formado de sus granulos (p.ej., histamina, proteasas y citosinas como el factor de
necrosis tumoral o [TNF-a] y la interleucina 16 [IL-16]); sintesis de mediadores
lipidicos derivados de los precursores en la membrana celular (metabolitos del &cido
araquidénico, como las prostaglandinas y el factor activador de plaquetas), vy
estimulacion de la sintesis de citosina y quimiocina en otras células inflamatorias,

como los monocitos y los macréfagos. ©
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1.2.2.3.4 Monocitos y macréfagos

Los monocitos constituyen del 3 al 8% del total de leucocitos. Tienen un
solo ndcleo con forma de rifion y son los leucocitos circulantes mas granes. La
semivida de los monocitos circulantes se aproxima a un dia, después de lo cual migran
a la zona de lesion y se transforman en macréfagos mas grandes, los cuales tienen una
semivida més prolongada y mayor capacidad fagocitica que los monocitos sanguineos.
Los monocitos circulantes se han vinculado con varios trastornos inflamatorios, en
especial la aterosclerosis, en la que los monocitos se transforman en macréfagos que
se acumulan en placas ateroscleréticas y se convierten en células espumosas cargadas
de lipidos. 8

Los monocitos/macrofagos producen potentes mediadores vasoactivos,
como prostaglandinas y leucotrienos, factor activador de plaquetas (PAF), citosinas
inflamatorias y factores de crecimiento que fomentan la regeneracion de los tejidos.
Como su nombre indica, los macrofagos tienen capacidad fagocitica y son muy activos
en la destruccion de bacterias. Atrapan mayores cantidades de material extrafio que los
neutréfilos. La vida de los macréfagos en la circulacion es tres o cuatro veces mayor
que la de los granulocitos. Estos fagocitos de vida mas prolongada ayudan a destruir
el agente causal, participan en los procesos de sefializacion inmunitaria, sirven para
resolver un proceso inflamatorio y contribuyen al inicio de los procesos de curacion.
Los macréfagos tienen una importancia especial para mantener un proceso

inflamatorio crénico. ©¢:8

1.2.2.3.5 Linfocitos y células plasmaticas

Los linfocitos son los mas pequefios de los leucocitos y tienen un borde
delgado de citoplasma alrededor de un nucleo con tincion intensa. Participan en la
inflamacién mediada por mecanismos inmunitarios causada por agentes infecciosos y
también en la inflamacidén no inmunitaria relacionada con lesion y muerte celulares.
Tanto los linfocitos T como los B (células T y B) migran hacia zonas de inflamacion
mediante algunas de las mismas moléculas de adhesién y los quimiocinas que atraen
a los neutrofilos y otros leucocitos. Los linfocitos y los macréfagos interacttian en
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forma bidireccional y estas interacciones tienen una funcion importante en la

inflamacion crénica.

Las células plasmaticas se desarrollan a partir de linfocitos B activados y
producen anticuerpos dirigidos contra antigenos persistentes en el sitio inflamado y
contra componentes alterados del tejido. En algunas reacciones inflamatorias crénicas
intensas, la acumulacién de linfocitos y células plasmaticas adopta la apariencia de
organos linfoides, como los nodulos linfaticos. Este patron de acumulacion de
linfocitos se observa a menudo en la membrana sinovial inflamada de personas con

artritis reumatoide de larga evolucion. ¢®

1.2.3.INFLAMACION AGUDA

La inflamacion aguda es la reaccién temprana (casi inmediata) de los
tejidos locales y sus vasos sanguineos a la lesion. Casi siempre ocurre antes que se
establezca la respuesta inmunitaria adaptativa; su finalidad principal es eliminar el
agente nocivo y limitar la extension del dafio tisular. La inflamacién aguda puede
desencadenarse por diversos estimulos, como infecciones, reacciones inmunitarias,
traumatismos contusos o penetrantes, agentes fisicos o quimicos (p.ej., quemaduras,

congelamiento, radiacion, productos causticos) y necrosis tisular por cualquier causa.

La descripcion tipica de la inflamacion ha persistido a través de los siglos.
En el siglo I d.C., el médico romano Celso describi¢ la reaccion local de la lesion en
los términos que ahora se conocen como signos cardinales de la inflamacion. Estos
signos son rubor (enrojecimiento), tumor (hinchazén) calor y dolor. En el siglo 11 d.C.,
el médico griego Galeno agrego un quinto signo, functio laesa (pérdida de la funcion).
Ademas de los signos cardinales que aparecen en el lugar de la lesion, puede haber
manifestaciones sistémicas (p.ej., fiebre) cuando los mediadores quimicos (p.gj.,
citocinas) producidos en el sitio de la inflamacion llegan al sistema circulatorio. El
conjunto de manifestaciones sistémicas que puede aparecer durante la inflamacion
aguda se conoce como respuesta de fase aguda. ¢
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1.2.3.1 Etapavasculary celular

La inflamacion aguda tiene dos etapas: la etapa vascular, caracterizada por
aumento del flujo sanguineo (vasodilatacion) y cambios estructurales (aumento de la
permeabilidad vascular) que hacen posible la salida de proteinas plasmaéticas de la
circulacién, y la etapa celular, que implica la migracién de leucocitos (sobre todo

neutrofilos) de la microcirculacion y su acumulacion en la zona lesionada o infectada.
(5.9)

1.2.3.1.1 Etapa vascular

Los cambios vasculares de la inflamacion afectan a alas arteriolas,
capilares y vénulas de la microcirculacion. Estos cambios comienzan casi de inmediato
después de la lesion y se caracterizan por vasodilatacion y cambios en el flujo
sanguineo, seguidos por aumento de la permeabilidad vascular y fuga de liquido rico

en proteinas a los tejidos extravasculares. ¢

La vasodilatacion, que es una de las primeras manifestaciones de la
inflamacién, sigue a una constriccion transitoria de las arteriolas que dura unos cuantos
segundos. Al principio la vasodilatacion afecta a las arteriolas y luego produce la
apertura de los lechos capilares de la region. Como resultado, la zona se congestiona
y se producen el enrojecimiento (eritema) y el calor relacionados con la inflamacion
aguda. La vasodilatacion se induce por efecto de varios mediadores, en particular la
histamina y el 6xido nitrico. ¢

Poco después de la vasodilatacion, aumenta la permeabilidad de la
microvasculatura, con salida de un liquido rico en proteinas (exudado) hacia los
espacios extravasculares. La pérdida de liquido incrementa la concentracion de los
componentes sanguineos (eritrocitos, leucocitos, plaquetas y factores de coagulacion),
estasis del flujo y coagulacion sanguinea en el punto de lesion. Esto ayuda a contener
la diseminacién de los microorganismos infectantes. La pérdida de las proteinas
plasmaticas reduce la presion osmética capilar y eleva la presién osmética del liquido
intersticial, lo que hace que el liquido se desplace del compartimento vascular a los
tejidos; esto da lugar al aumento de volumen (hinchazén), dolor y alteracion funcional
que son los signos cardinales de la inflamacion aguda. El exudado del liquido hacia
los espacios tisulares también sirve para diluir al agente agresor.
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El incremento de la permeabilidad propio de la inflamacion conduce a la
formacion de espacios endoteliales en las vénulas de la microcirculacion. La unién de
mediadores quimicos con receptores endoteliales produce contraccion de las células
endoteliales y separacion de las uniones intercelulares. Este es el mecanismo mas
frecuente de la fuga vascular y se produce por histamina, bradicinina, leucotrienos y
muchas otras clases de mediadores quimicos. %

Segun la gravedad de la lesion, los cambios vasculares en la inflamacién
siguen uno de tres patrones de respuestas. EI primer patron es la respuesta transitoria
inmediata, que ocurre en caso de lesiones menores. Aparece poco después de la lesion,
casi siempre es reversible y de corta duracion (15 a 30 min). Por lo general, este tipo
de fuga afecta a las vénulas de 20um a 60um de didmetro y deja intactos los capilares
y las arteriolas. El segundo patron es una respuesta inmediata sostenida, que ocurre
en lesiones mas graves y continla durante varios dias. Afecta a todos los niveles de la
microcirculacion (arteriolas, capilares y vénulas) y se debe al dafio directo del
endotelio por los estimulos nocivos, por ejemplo por qguemaduras o por los productos
de las infecciones bacterianas. Los neutrdfilos que se adhieren al endotelio también

pueden dafiar las células endoteliales. ¢

El tercer patrén es una respuesta hemodinamica tardia en la que el
aumento de la permeabilidad comienza después de un retraso de 2h a 12h, dura varias
horas o dias y afecta a las vénulas y capilares. La respuesta tardia acompafia a menudo

a lesiones por radiacién, como la quemadura solar.

1.2.3.1.2 Etapa celular

La etapa celular de la inflamacion estd marcada por cambios en las células
endoteliales que recubren la vasculatura y por el desplazamiento de los leucocitos
fagociticos al area de lesiéon o infeccion. Aungue la atencidn se ha centrado en la
atraccion de los leucocitos desde la corriente sanguinea, una respuesta rapida también
requiere liberacién de mediadores quimicos de las células tisulares (mastocitos y
macrofagos) que se situaron antes en los tejidos. La secuencia de fenémenos en la
respuesta celular a la inflamacion incluye: 1) marginacién y adhesién, 2)
transmigracion, 3) quimiotaxis y 4) activacion y fagocitosis leucociticas. ¢
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Durante las etapas tempranas de la reaccion inflamatoria, la comunicacion
cruzada entre los leucocitos sanguineos y el endotelio vascular establece un fenémeno
inflamatorio definitivo y asegura la adhesion firme y detencion de los leucocitos sobre
el endotelio. Como consecuencia los leucocitos disminuyen su migracion, se adhieren
con firmeza al endotelio y comienzan a moverse por la periferia de los vasos
sanguineos. Este proceso de acumulacion leucocitica se Ilama marginacion. La
liberacion subsiguiente de moléculas de comunicacion intercelular llamadas citocinas
hace que las células endoteliales que se unen con los hidratos de carbono de los
leucocitos. Esta interaccion que se conoce como fijacion, reduce la velocidad de su
flujo y da lugar a que los leucocitos se muevan sobre la superficie endotelial mediante
rodamiento, para detenerse al final y adherirse con fuerza a las moléculas de adhesion
intercelular del endotelio. La adhesién provoca que las células endoteliales se separen,
lo que posibilita que los leucocitos extiendan sus seudopodos y transmigren por la
pared vascular y, bajo la influencia de los factores quimiotéacticos, migren luego a los

espacios tisulares. &%

La quimiotaxis es un proceso dindmico y dirigido por energia de la
migracion celular. Una vez que los leucocitos salen del capilar, se mueven por el tejido
guiados por un gradiente de factores quimiotacticos secretados, como las quimiocinas,
detritos bacterianos y celulares, y fragmentos generados por la activacion del sistema
del complemento. Las quimiocinas, un subgrupo importante de citocinas
quimiotécticas, son pequefias proteinas que dirigen el transito de leucocitos durante las
etapas iniciales de la inflamacion o lesion. Varias células inmunitarias (p.ej.,
macrofagos) o no inmunitarias secretan estos agentes quimiotacticos para asegurar el

movimiento dirigido de los leucocitos al punto de infeccién. &®

Durante la etapa siguiente y final de la respuesta celular, los neutrofilos,
monocitos y macrofagos tisulares se activan para englobar y degradar las bacterias y
detritos celulares en un proceso llamado fagocitosis. La fagocitosis consta de tres
pasos: reconocimiento y adherencia, englobamiento y destruccion intracelular. Se
inicia con la identificacion y union de las particulas con receptores especificos en la
superficie de las células fagociticas. Esta unién es esencial para atrapar al agente,
iniciar el englobamiento y producir la destruccion intracelular de los microbios. Estos

pueden unirse de forma directa con la membrana de las células fagociticas mediante
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varios tipos de receptores que reconocen un patrén (p.ej., receptores de tipo toll y
receptores para manosa), 0 de manera indirecta por receptores que reconocen a los
microbios cubiertos con lectinas para union de hidratos de carbono, anticuerpo o
complemento. La union intensificada de un antigeno con un anticuerpo o el
complemento se llama opsonizacion. Tras identificar a un agente como ajeno, sigue el
englobamiento. Durante este proceso, extensiones del citoplasma se mueven alrededor
y al final encierran la particula en una vesicula fagocitica rodeada por membrana, o
fagosoma. Una vez en el citoplasma celular, el fagosoma se fusiona con un lisosoma
citoplasmatico que contienen moléculas antibacterianas y enzimas que matan y

digieren al microbio. ¢®

La destruccion intracelular de patdgenos se logra mediante varios
mecanismos, como productos toxicos de oxigeno y nitrogeno, lisozimas, proteasas y

defensinas.

1.3. FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS

Los farmacos con actividad antiinflamatoria estan constituidos por dos

grandes grupos: (101

» Antiinflamatorios no esteroides (AINES): cuyo mecanismo de accién esta
ligado a la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas, especificamente por
la inactivacion de la ciclooxigenasa, a su vez se clasifican por la diferente

afinidad hacia las isoformas de la COX. %1

= Antiinflamatorios esteroides (AIES): el efecto antiinflamatorio de estos
farmacos méas bien estd intimamente vinculado a la accion

inmunosupresora. (1)

1.3.1.DICLOFENACO

Este farmaco es de frecuente prescripcion y automedicacion, siendo su

eficacia comparable a los arilpropi6nicos o profenos. %1%

1.3.1.1 Presentaciones
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= Tabletas de 50 a 100 mg

= Suspension oral en gotas 15mg/ml

= Solucidn inyectable en ampollas de 75mg/3ml

= Solucion oftalmica al 0.1%

= En aerosol farmacéutico topico (diclofenaco dietilamida).
= Gel tdpico al 1%.

= Cremaal 1%

= Parches dérmicos.

1.3.1.2 Farmacocinética

Después de la ingestion el diclofenaco se absorbe de manera rapida y casi
completa, y en plasma se alcanzan concentraciones maximas en 1 a2 y por via IM en
20 minutos. Su ti2 es de 1 hora, pasa al liquido sinovial donde alcanza una
concentracion menor a la del plasma pero mas sostenida, de donde se deduce la
duracion de sus efectos mas prolongados a los que abria de esperarse por su tiempo de
vida media. La administracion con alimentos retrasa pero no disminuye su absorcion,
sufre notable efecto de primer paso que disminuye su biodisponibilidad en un 50%, se
une ampliamente a las proteinas plasmaticas (99%), se metaboliza en el higado
sufriendo reacciones de hidroxilacion, metoxilacion y conjugacion; y es excretado en
la orina (65%) y bilis (35%). 10:11.12)

1.3.1.3 Farmacodinamia

El diclofenaco posee actividad antiinflamatoria, antipirética, analgésica
potente, es uricosurico y es débilmente antiagregante plaquetario. Es un inhibidor de
la ciclooxigenasa y su potencia es mayor que la de la indometacina, el naproxeno y
otros farmacos. Ademas, disminuye las concentraciones intracelulares de acido
araquidonico libre, en leucocitos, tal vez al modificar la liberacion o captacion de dicho

acido graso.
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1.3.1.4 Indicaciones
Esta indicado para tratamientos de dolor agudo y dolor crénico en artritis

reumatoide, osteoartritis y espondilitis anquilosante.

Puede ser Util también por breves lapsos en lesiones musculoesqueléticas
agudas, hombro con dolor agudo, dolor postoperatorio, célico renal y dismenorrea. En
los nifios (a partir de un afo) solo se puede utilizar las soluciones orales y los

comprimidos de 50mg. A nivel ocular esta indicado en la inflamacion postoperatoria.

1.3.1.5 Posologia
Enfermedades articulares:

= De 100-200mg cada 6 o cada 12 horas, para luego disminuir la dosis
paulatinamente.

Procesos dolorosos o inflamatorios no reumaticos, fiebre y dismenorrea.

= Dosis de 50 mg cada 8 horas (también se puede administrar como dosis
inicial 100mg). El periodo de tratamiento del dolor no debe superar los 5

dias y para la fiebre 3 dias.
Dolor intenso, Caélico renal

= Unaampolla diaria (no mas de dos dias). Puede combinarse con la via oral,

pero no méas de 150mg diarios.
Inflamacion postoperatoria ocular

= 1 gota cada 8 horas. 19
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1.3.1.6 RAMS
El diclofenaco produce reacciones adversas similares a los profenos.
Puede alterar temporalmente la funcion hepatica. Se ha detectado casos de anemia

aplésica. 10.1112)

1.3.1.7 Interacciones
No se recomienda la administracion de otro AINE con el diclofenaco, ya
que se alteran los perfiles farmacocinéticos ademas de incrementarse el riesgo de

hemorragias. © 12

1.4. EMULSIONES

Son dispersiones heterogéneas de un liquido en otro liquido inmiscible con

el primero, que estan constituidas por dos fases: 3

Una fase acuosa, formada por agua y por las sustancias disueltas en ella
(sustancias hidrosolubles). Una fase oleosa, formada por las grasas y las sustancias
disueltas en ella (sustancias liposolubles). %

1.4.1. TIPOS DE EMULSIONES

En funcion de cudles sean las fases dispersa y dispersante, distinguimos

dos tipos de emulsiones: 314

= Emulsiones oleo-acuosas (O/A u O/W): la fase interna (f.i.) es la grasa

y la fase externa (f.e.), el agua.

= Emulsiones acuo-oleosas (A/O u W/O): la fase interna es el agua y la

fase externa, el aceite.

1.4.1.1 Emulsiones agua en aceite, cremas (A/O)
Una emulsion de agua en aceite, por definicion, contiene menos de 25%
de agua y el aceite es el medio de dispersion. Las dos fases pueden separarse a menos

que sean agitadas. El emulsionante o surfactante es soluble en ambas fases y rodean
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las gotas dispersas para prevenir su coalescencia. Los ejemplos de surfactantes
utilizados incluyen sulfato laurilico de sodio, los compuestos de amonio cuaternario,
Span® (ésteres de acidos grasos sorbitano) y Tweens® (ésteres de acidos grasos
sorbitano de polioxietileno). A menudo se agregan conservantes para aumentar la vida
atil de la emulsion. Las emulsiones de agua en aceite son menos grasosas, se extienden
facilmente sobre la piel y proporcionan una pelicula oleosa protectora que se mantiene
sobre la piel como emoliente, mientras que la evaporacion lenta de la fase acuosa

proporciona un efecto de enfriamiento. 314

1.4.1.2 Emulsiones de aceite en agua (O/A)

Una emulsidn de aceite en agua contiene mas de 31% de agua. De hecho
la fase acuosa puede comprender, hasta el 80% de la formula. Este tipo de formula es
una de las més elegidas para administrar un agente dermatoldgico. Desde el punto de
vista clinico, las emulsiones de aceite en agua se extienden con mucha facilidad,
pueden quitarse con agua y son menos grasosas, y se eliminan facilmente de la piel y
las vestimentas. Siempre contienen conservantes como parabenos, para inhibir el
crecimiento de los hongos. Ademas, las emulsiones de aceite en agua contienen un
humectante (agente que lleva humedad a la piel), como glicerina, propilenglicol o
polietilenglicol para evitar el desecamiento de la crema. La fase oleaginosa puede
contener un alcohol cetilico o estarilico (alcoholes de parafina) para impartir
estabilidad y un tacto aterciopelado con la aplicacion cutanea. Después de la
aplicacion, la fase acuosa se evapora y deja tanto una pequefia capa hidratante de aceite

como un depdsito concentrado de farmaco. 314

1.4.2.INESTABILIDAD DE LAS EMULSIONES

Al ser sistemas dispersos heterogéneos, las emulsiones son inestables por
naturaleza. Esta inestabilidad se debe a las fuerzas que se producen en la superficie de
separacién entre los dos liquidos y que tienen a disminuir esta superficie (tensién
superficial), y a la gravedad que provoca el desplazamiento de las particulas
dispersadas en funcién de su densidad, ya sea hacia arriba (cremado) o hacia abajo

(sedimentacion).
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A todo ello se afiaden fendmenos electroestaticos. Las particulas
dispersadas estan cargadas eléctricamente; todas tienen cargas del mismo signo y se
repelente entre ellas. La neutralizacion de estas cargas provoca el acercamiento de las
particulas que se aglomeran en floculos (floculacion). A la hora de estabilizar una

emulsion podemos utilizar cualquiera de las siguientes técnicas: 314

1.4.2.1 Mediante agitacion

Féacilmente no se pueden mezclar el aceite y el agua, pero se puede obtener
una dispersion de agua en aceite (A/O) o de aceite en agua (O/A) mediante una
agitacion intensa. Cuando cesa la agitacion, las particulas dispersadas se aproximan
unas a otras y van creciendo (fenémeno de coalescencia); transcurrido un tiempo, los

dos liquidos terminan por separarse y es cuando se produce la rotura de la emulsion.

1.4.2.2 Anadiendo sustancias viscosizantes
Aumentan la viscosidad del medio con lo que se evita la separacion de las
fases. Ejemplos: bentonita, gomas naturales, alginatos, entre otros. &4

1.4.2.3 Anadiendo sustancias emulgentes

Estas sustancias tienen como funcion unir las dos fases de la emulsion, la
fase hidrofila (o lipéfoba) y la fase lipofila (o hidréfoba), disminuyendo la tension que
existe en la superficie entre ellas. Asi se “ligan” las dos fases inmiscibles. Los

emulgentes mas utilizados son los tensioactivos o tensoactivos. (314
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS
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2.1. MATERIALES
2.1.1.MATERIAL BIOLOGICO

2.1.1.1 Ligaria cuneifolia
El material empleado fueron las hojas de Ligaria cuneifolia “suelda con

suelda”.

2.1.1.2 Rattus novergicus
Para la evaluacion del efecto antiinflamatorio se utilizaron 25 ratas albinas

pertenecientes a la especie Rattus novergicus.

2.1.2.MATERIAL DE LABORATORIO

2.1.2.1 Material de vidrio

= Probetas de 50 y 100ml
= Pipetas graduadas

» Baquetas

= Vasos de precipitados

=  Embudo de vidrio

2.1.2.2 EqQuipos e instrumentos

= Estufa

= Balanza analitica

* Equipo para bafio maria
= Cocina eléctrica

= Equipo Soxhlet
28
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= Balanza con canastilla

= |Lampara UV

2.1.2.3 Reactivos y farmacos

= Agua destilada

= Etanol al 96°

= Acetato de etilo

= Acido sulfirico

= Tolueno

= Acido formico

= Cloruro de aluminio

»= Metanol

= Cloruro férrico

= Vaselina liquida

= Acido acético

= Monoestearato de glicerilo
= Emulgin B1®

» Lanolina

= Metilparabeno

= Propilparabeno

= Esperma de ballena

= Palmitato de isopropilo

» Reactivo de Dragendorff
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2.1.2.4 Material anexo

= Mortero de porcelana
= Guantes
= Potes de plastico

= Frascos de vidrio color &mbar

2.2. METODOS

2.2.1.0BTENCION DEL EXTRACTO

2.2.1.1 Preparacion de la droga

2.2.1.1.1 Obtencion de suelda con suelda

La planta medicinal Ligaria cuneifolia “suelda con suelda” fue adquirida
en el centro de abastos de Arequipa conocido como Mercado San Camilo, para ello se
encargd a uno de los puestos llamado “El Ekeko” para el suministro de especimenes

frescos de “suelda con suelda”. Se adquirio una cantidad de 1 Kg.

2.2.1.1.2 Estabilizaciéon

La estabilizacion se realizo en estufa a una temperatura de 90°C, las hojas
seleccionadas de suelda con suelda se sometieron a esta temperatura durante 3

minutos.

2.2.1.1.3 Desecacion

La desecacidn se llevo a cabo en estufa a una temperatura de 50°C, se
necesitaron alrededor de 6 horas para desecar una cantidad aproximada de 150 gramos

de hojas estabilizadas. Para determinar el caracter seco de la droga se realizaron tres
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pesadas en el lapso de 30 minutos, una vez establecido un peso constante se retiro de
la estufa de desecacion.

Figura 2: Desecacién de suelda con suelda

2.2.1.1.4 Trituracion

La trituracion se llevo a cabo en mortero de porcelana hasta que la droga
este moderadamente dividida.

Figura 3: suelda con suelda pulverizada
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2.2.1.2 Extraccién con disolventes

2.2.1.2.1 Disolventes utilizados

Los disolventes utilizados fueron: Benceno, acetato de etilo y alcohol
etilico de 96°.

2.2.1.2.2 Método de extraccion

El método de extraccion utilizado fue mediante equipo Soxhlet, en este
método el disolvente pasa repetidas veces por el sélido que se encuentra finamente
dividido para favorecer el contacto con el liquido. Consta de un matraz, una cdmara de
extraccion conectada al matraz por un sistema de sifon, y un refrigerante. En el matraz
destila constantemente el disolvente, el cual cuando condensa cae a la cAmara de
extraccion poniéndose en contacto con el solido. Cuando dicha camara se llend de
disolvente, este cae por el sifon lateral de nuevo al matraz vaciandose la cdmara por
completo. Es una extraccion por recirculacion pero también por etapas ya que la
extraccion no se hace de forma continua puesto que la operacion es una secuencia de

llenados y vaciados de la camara. 1%

Figura 4: Extraccién con equipo Soxhlet
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En la presente investigacion se utilizaron 14 gramos de suelda con suelda
para cada extraccion con los distintos disolventes, utilizandose 150ml de cada uno.

2.2.2.ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

La técnica de separacion de TLC consta de un sistema de dos fases, una
solida (fase estacionaria) que se aplica en forma de capa delgada, absorbente,
usualmente entre 0.10 a 0.25mm de grueso para fines analiticos y en los casos que se
desea aislar un compuesto el grosor puede variar entre 0.5 y 2.0mm. Esta capa es fijada
a una placa o lamina firme de vidrio, aluminio o pléstico que actia como soporte. A

través de la fase estacionaria transita un liquido o solvente (fase movil o eluente)

La muestra de extracto fue colocada mediante la ayuda de un capilar de
vidrio, formando mediante puntos esféricos una banda a 0.5cm de la linea base de la
placa. Colocando y retirando cantidades suficientes de muestra hasta alcanzar un color
verde de intensidad media. Una vez sembrada la muestra la placa se colocé en una
camara cromatografica, que consiste en un recipiente de vidrio con cierre hermético.
A esta camara se le afiadié previamente los disolventes utilizados, se tapa y se deja que

el vapor del solvente sature la atmdsfera interna del recipiente.

Figura 5: Desarrollo cromatografico

2.2.2.1 ldentificacion de componentes generales
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En una placa de cromatografia se delimito la linea de base y el frente del
disolvente. Sobre la primera linea se sembré en banda con la ayuda de un capilar de
vidrio, pequefias cantidades de nuestro extracto, dejando secar bien antes de volver a

sembrar. En total se realizaron alrededor de 8 siembras.

Una vez que la placa estuvo seca se coloco en la cuba para cromatografia
con su respectiva fase movil. Luego que los disolventes llegaron a la linea superior, la
placa fue retirada de la cuba, se dejo secar y se dispersd la solucion reveladora.
Observar bajo luz UV a 254nm.

Fase moévil
= Acetato de etilo: 97
=  Metanol: 20

»= Agua destilada: 10

Revelador

= Vainillina: 1g

Etanol csp: 100ml

2.2.2.2 ldentificacion de flavonoides

En una placa de cromatografia se delimito la linea de base y el frente del
disolvente. Sobre la primera linea se sembré en banda con la ayuda de un capilar de
vidrio, pequefias cantidades de nuestro extracto, dejando secar bien antes de volver a

sembrar. En total se realizaron alrededor de 8 siembras.

Una vez que la placa estuvo seca se coloco en la cuba para cromatografia
con su respectiva fase movil. Luego que los disolventes llegaron a la linea superior, la
placa fue retirada de la cuba, se dej6 secar y se disperso la solucion reveladora.
Posteriormente se procedi6 a la observacion bajo luz UV a 365nm.

Fase movil

34

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

= Acetato de etilo: 100
» Acido acético: 11
= Acido formico: 11

= Agua destilada: 26

Revelador

= Cloruro de aluminio: 1g

Etanol: 100ml

2.2.2.3 ldentificacion de Taninos

En una placa de cromatografia se delimito la linea de base y el frente del
disolvente. Sobre la primera linea se sembrd en banda con la ayuda de un capilar de
vidrio, pequefias cantidades de nuestro extracto, dejando secar bien antes de volver a

sembrar. En total se realizaron alrededor de 8 siembras.

Una vez que la placa estuvo seca se coloco en la cuba para cromatografia
con su respectiva fase movil. Luego que los disolventes llegaron a la linea superior, la
placa fue retirada de la cuba, se dejé secar y se disperso la solucion reveladora, para

observar manchas azules o verdes de fenoles. (1

Fase movil

Metanol: 70

» Agua destilada: 30

Revelador
= Cloruro férrico: 1g
= Etanol csp: 100ml

2.2.2.4 ldentificacion de alcaloides
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En una placa de cromatografia se delimito la linea de base y el frente del
disolvente. Sobre la primera linea se sembré en banda con la ayuda de un capilar de
vidrio, pequefias cantidades de nuestro extracto, dejando secar bien antes de volver a

sembrar. En total se realizaron alrededor de 8 siembras.

Una vez que la placa estuvo seca se coloco en la cuba para cromatografia
con su respectiva fase movil. Luego que los disolventes llegaron a la linea superior, la
placa fue retirada de la cuba, se dej6 secar y se dispersé la solucién reveladora, para

observar manchas naranjas o cafés. *®

Fase moévil
=  Metanol: 10
= Acido acético: 70

= Agua destilada: 20

Revelador

Solucion A
= Nitrato basico de bismuto: 0.85g
= Acido acético: 10ml

= Agua destilada tibia: 40 ml

Solucién B
= loduro de potasio: 8¢

» Agua destilada tibia: 3 ml

Solucién Stock (A+B)

Revelador
36

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

= Solucion stock: 1ml
» Acido acético: 2 ml

= Agua destilada: 10 ml

2.3. ELABORACION DE CREMA CON EXTRACTO DE SUELDA CON
SUELDA

Para la elaboracion de la crema se considero en primer lugar la siguiente

férmula base:

» Fase oleosa 30-40%
= Fase acuosa 70-60%
= Emulgente cs

= Excipientes cs

= Extracto de suelda con suelda 2%

El procedimiento de elaboracion a seguir fue el siguiente

= Sereune la fase oleosa en un recipiente de capacidad suficiente que permita
albergar posteriormente a la fase acuosa, y llevarlo a bafio maria para que

alcance una temperatura interna de 70°C.

» En recipiente aparte se coloca la fase acuosa y los excipientes que se

disuelven en ella y se lleva el sistema a 70°C.

= El emulgente se disuelve de acuerdo a su naturaleza, si el hidrosoluble en

la fase acuosa y si es liposoluble en la oleosa.

= Unavez que ambas fases alcanzan la temperatura de 70°C, se agrega la fase
acuosa sobre la oleosa, lentamente y bajo agitacion.

» Retirar la emulsion del bafio maria y continuar agitando hasta completo
enfriamiento.
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= En la emulsion fria afadir el extracto.

= Acondicionar.

2.4. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

2.4.1.PREPARACION DE LOS ANIMALES

Los animales se sometieron a condiciones uniformes de experimentacion,
mediante el suministro homogéneo de alimento y agua de beber. Se utilizaron 25
animales de experimentacion correspondientes a la especie Rattus novergicus todos

macho con peso promedio comprendido entre 260 y 185 gramos.

2.4.2.INDUCCION DE INFLAMACION

Para la induccion de la inflamacidon experimental se requirié de una
solucion salina de carragenina al 1%. Se administro de esta solucion 0.1ml en la region
plantar de los animales, a nivel de la zona denominada aponeurosis por via subcutanea

utilizando para ello una jeringa de tuberculina.

Figura 6: Administracién de la carragenina

2.4.3.MEDICION DEL VOLUMEN INFLAMADO
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Para la medicion del volumen de la pata inflamada — y sin inflamar — de
los animales de experimentacion se utilizé el instrumento denominado Pletismometro
digital, que es un instrumento que permite medir los pequefios cambios de volumen de
tejido inflamado generalmente en patas de roedores. La medicion de volumen se

realizo en los siguientes tiempos:
= Tiempo 0 (basal)
= Inflamacion maxima (tras 4 horas de administrar la carragenina)

= Tiempo 30 min (30 minutos post administracion de carragenina y

tratamiento)
» Tiempo 1 (1 hora post administracion de carragenina y tratamiento)
= Tiempo 2 (2 horas post administracion de carragenina y tratamiento)
= Tiempo 4 (4 horas post administracion de carragenina y tratamiento)
= Tiempo 8 (8 horas post administracion de carragenina y tratamiento)

Todas estas lecturas en ml de volumen de inflamacidn se utilizaron para el
calculo del porcentaje de la inflamacion, que describe el incremento de volumen de
inflamacion en cada tiempo, a partir del tiempo O (basal). Para este calculo se utilizo

la siguiente férmula:

Volumen(ml) ¢jempo—(Volumen(ml) controt

%Inflamacion = X 100

(Volumen(ml)control

Donde:
Volumen (ml)control: Mililitros de tejido inflamado al tiempo 0

Volumen (ml)tempo: Mililitros de tejido inflamado en los tiempos 30

minutos, 1, 2, 4, 8 horas.
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2.4.4.DISTRIBUCION DE LOS ANIMALES

2.4.4.1 Para la prueba piloto

Se realiz6 una prueba piloto a fin de establecer que disolvente utilizado en
la extraccion con Soxhlet presentaba mayor actividad antiinflamatoria inicial, se
realizé la distribucion aleatoria de los animales estableciéndose los siguientes grupos

en base a sus tratamientos.

= GC, Grupo control: Conformado por 3 animales a quienes no se les aplicd

ningun tratamiento.

=  GAEt, Grupo Alcohol etilico: Conformado por 3 animales a quienes se les

administré mediante pinceladas extracto etanolico de suelda con suelda.

= GACEt, Grupo Acetato de etilo: Conformado por 3 animales a quienes se
les administré mediante pinceladas extracto de acetato de etilo de de suelda

con suelda.

= GBe, Grupo Benceno: Conformado por 3 animales a quienes se les

administré mediante pinceladas extracto bencénico de suelda con suelda.

Figura 7: Medicién en Pletismémetro Digital
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2.4.4.2 Prueba final

La prueba final se utilizo el extracto de suelda con suelda cuyo disolvente
permitié una mayor actividad inicial, ademas se preciso de una forma farmaceutica en
crema con extracto seco al 2%, un grupo control y un grupo farmacol6gico consistente
en una crema de diclofenaco al 1%. El detalle a continuacion.

= GC, Grupo control: Conformado por 3 animales a quienes no se les aplico

ningun tratamiento.

=  GAEt, Grupo Alcohol etilico: Conformado por 5 animales a quienes se les
administré mediante pinceladas extracto etandlico de suelda con suelda.

= GAEtCre, Grupo con extracto etandlico en crema: Conformado por 5
animales a quienes se les administrd crema con extracto etanolico seco de

suelda con suelda al 2%.

= GBasCre, Grupo con base de la crema: Conformado por 5 animales a

quienes se les administro la base de la crema.

= GDicloCre, Grupo con diclofenaco en crema: Conformado por 5 animales

a quienes se les administré crema con diclofenaco al 1%.
2.4.5.ANALISIS ESTADISTICO

2.4.5.1 Promedio o media aritmética
Se obtiene sumando todos los valores individuales X(n) y dividiendo entre

el nimero de valores (n).

_xm
x =2

n
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2.4.5.2 Desviacion estandar
Es una medida (cuadratica) que informa de la media de distancias que

tienen los datos respecto de su media aritmética, expresada en las mismas unidades

2= x)?
S ]

El andlisis de varianza sirve para comparar si los valores de un conjunto

que la variable.

2.4.5.3 Anadlisis de varianza

de datos numéricos son significativamente distintos a los valores de otro 0 mas

conjuntos de datos.

2.4.5.4 Prueba de Tukey

Es una prueba de comparacién maltiple, utiliza medias graduales, se basa
en el andlisis de varianza y asegura que la probabilidad de una 0 mas comparaciones
que se juzgue significativa solamente por azar no sea mayor de 5%, es decir, si el
andlisis de varianza de los resultados obtenidos fueran significativos a los diferentes

tratamientos, se procedera a indagar cual de ellos fue mas eficiente o especifico.

s
Tukey = qa(p,v)x -

Donde:
V: nimero de grados de libertad
S: raiz cuadrada

n: numero de experimentos por grupo
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CAPITULO I

RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Para la obtencion de los extractos en primer lugar se procedio a la
obtencion de la droga para ello fue adquirida en un mercado local conocido como
“Mercado San Camilo”. Se adquirieron aproximadamente 1Kg de droga de suelda con

suelda fresca.

Posteriormente se procedié a la estabilizacion del material vegetal, este se
realiz6 conforme al método descrito, luego se continu6 con la desecacion. Una vez

obtenida la droga completamente seca, se procedid con la extraccion.

Se realizo tres extracciones de las hojas de Ligaria cuneifolia “suelda con
suelda” mediante el método de Soxhlet, utilizando tres disolventes: alcohol etilico,
acetato de etilo y benceno. Con los tres disolventes se trabajo con 14 gramos de droga
estabilizada, seca y triturada. Siendo utilizados en forma liquida (fluidos) para la

evaluacion preliminar.

Tras la evaluacion preliminar (ver més adelante) se determind la mayor
actividad del extracto etandlico. Para la incorporacion de este extracto en una crema,
se concentro a sequedad siendo su rendimiento conforme se observa en el cuadro N°1.
Con la finalidad de lograr extracto seco en cantidad suficiente se realizaron tres

extracciones.

CUADRO N°1

RENDIMIENTO PARA EL EXTRACTO ETANOLICO DE “SUELDA CON SUELDA”

OBTENIDO MEDIANTE SOXHLET

Descripcion Extraccion 1 Extraccion 2 Extraccion 3
Droga (gramos) 14 14 14
Disolvente (mililitros) 150 150 150
Extracto seco (gramos) 2.6 2.54 2.4
Rendimiento (%) 18.6 18.1 17.1
Rendimiento promedio (%) 17.9

Fuente: Elaboracion propia
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3.2. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

La cromatografia en capa fina practica para el extracto etanolico, realizada
a través de distintos sistemas de disolventes muestra que existe presencia de sustancias
terpénicas, flavonoides y taninos, siendo negativa la reaccién para alcaloides y

saponinas. Los resultados en imagenes se muestran a continuacion.

Fase Movil:
Acetato de etilo (95)
Metanol (15)

Agua (10)
Revelador:

Acido sulftrico - Vainillina

Cromatograma del extracto de suelda con suelda para componentes Generales

El cromatograma para la identificacion de componentes generales muestra
bajo luz UV manchas rojas, azules, naranjas y verdes, lo que evidenciaria la presencia
de sustancias terpénicas.

Por otra parte el cromatograma de identificacion para sustancias de tipo
flavondsidos, en donde se utilizo6 como fase moévil un sistema de disolventes
compuesto por acetato de etilo, acido acético, acido férmico y agua; teniendo como
revelador el reactivo de cloruro de aluminio, muestra manchas de color amarillo
intenso bajo la luz UV, muestra reaccion positiva ya que se detectaron manchas

fluorescentes de color amarillo.
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Fase Movil:

Acetato de etilo (100)
Acido acético (11)
Acido férmico (10)
Agua (26)
Revelador:

Cloruro de aluminio-etanol

Cromatograma del extracto de suelda con suelda para Flavonoides

El cromatograma de identificacion de taninos, en donde se utiliz6 como
sistema de disolventes una mezcla de metanol y agua, utilizando como revelador
cloruro férrico en solucion alcoholica, muestra al visible manchas azulinas, lo que seria

reaccion positiva para taninos.

Fase Movil:
Metanol (70)
Agua (30)
Revelador:

Cloruro férrico-etanol

Cromatograma del extracto de suelda con suelda para Taninos

3.3. OBTENCION DE LA CREMA

Con la finalidad de obtener una crema con caracteristicas organolépticas
aceptables se ensayaron tres formulaciones, considerandose en primer lugar que debe
ser una crema de tipo O/W, siendo la méas adecuada la Férmula N° 1, ya que ésta a

46

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE 5%, UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

diferencia de las demas durante todo el mes que se las mantuvo no presento ruptura de
fases, cremado ni ningun cambio en su aspecto, que evidencie alguna alteracion. En
cambio la férmula 2 presento ruptura de fases, y la formula 3 tenia poca consistencia

y sufrié un proceso de cremado.

CUADRO N2

FORMULACIONES REALIZADAS PARA LA INCORPORACION DEL EXTRACTO

ETANOLICO DE “SUELDA CON SUELDA”

Composicién Formula 1 Férmula 2 Formula 3
Extracto seco de Ligaria cuneifolia 2 2 2
Vaselina liquida 10 12 15
Monoestearato de glicerilo 15 10 10
Palmitato de isopropilo 5 -- 5
Esperma de ballena 5 8 3
Lanolina 1 1 1
Eumulgin B1 4 1 1
Propilenglicol 4 4 4
Tween 20 1 1 1
Metilparabeno 0.08 0.08 0.08
Propilparabeno 0.02 0.02 0.02
Agua destilada csp 100 100 100

Todas estas formulaciones se prepararon siguiendo el siguiente
procedimiento:

= Se pesaron todos los componentes de la férmula.

= Enunvaso de precipitados se reunieron los componentes de la fase oleosa
(vaselina liquida, monoestearato de glicerilo, palmitato de isopropilo,
esperma de ballena y lanolina) junto al emulgente (Eumulgin Bl), y se

Ilevo a bafio maria para que la mezcla alcance la temperatura de 70°.

= En otro vaso de precipitados se coloco el agua destilada junto con el

propilenglicol y se afadi6 los conservantes (metilparabeno vy
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propilparabeno). Esta mezcla también se llevd a bafio maria para que

alcance la misma temperatura que el vaso con la fase oleosa.

= Una vez que ambas fases alcanzan la temperatura sefialada, se procedio a
emulsionar afiadiendo la fase acuosa sobre la oleosa, poco a poco, mediante

agitacion constante.
= Agotada la fase acuosa se continu6 agitando hasta enfriamiento.

» Una vez fria se afade a la emulsion formada el extracto de suelda con
suelda previamente se disolvié este extracto con Tween 20, mediante

agitacion hasta que esté completamente homogénea.

» Finalmente se procedi6 al envasado.

Figura 8: Crema con extracto seco de suelda con suelda
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3.4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

3.4.1.EVALUACION PILOTO

Inmediatamente a la obtencion de los extractos con los distintos
disolventes (alcohol etilico, acetato de etilo y benceno) se realizé la prueba piloto que
tuvo el objetivo de elegir cudl de estos extractos presenta mayor actividad
antiinflamatoria topica en edema plantar en ratas de laboratorio. Este ensayo se realizo
en de 12 ratas dividas en cuatro grupos, tres grupos para los disolventes y el cuarto nos

sirvié como grupo control negativo (no se les administro tratamiento alguno).

CUADRO N°3

EVALUACION PILOTO DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA PARA EL EXTRACTO

ETANOLICO

I}gor?lwee(;tgé(:]e N '\?ff/‘: )ia Mediana | Desv. tip. Rango | Minimo | Méaximo
Inflamacion 3 55,29 59,04 8,03093 14,69 46,07 60,76
max.

30 min 3 46,93 44,94 8,86527 17,39 39,24 56,63
1 hora 3 40,94 39,33 8,95512 17,69 32,91 50,60
2 horas 3 38,75 37,97 547717 10,87 33,71 44,58
4 horas 3 23,72 20,25 13,43539 26,19 12,36 38,55
8 horas 3 12,80 13,25 1,39472 2,68 11,24 13,92
Total 18 36,40 38,89 16,28139 49,52 11,24 60,76

Fuente: Elaboracion propia

El CUADRO N°3 muestra los resultados para el extracto etanolico
observamos que los promedios del porcentaje de inflamacion decrecen en cada
momento de las mediciones. Si se observa el volumen de inflamacion maxima (que
fue cuatro horas tras la administracion de la carragenina) y la tltima medicion existe
una disminucion notable. Estos resultados se ilustran con mayor claridad en el grafico

de barras correspondiente.
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GRAFICO N°1

PROMEDIOS DE LA EVALUACION PILOTO DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

PARA EL EXTRACTO ETANOLICO

INFLAMACION 30 MIN 1 HORA 2 HORAS 4 HORAS 8 HORAS
MAX.

Fuente: Elaboracion propia

CUADRO N°4

EVALUACION PILOTO DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA PARA EL EXTRACTO

CON ACETATO DEETILO

I}/Iomen_tq 'de N Media Mediana | Desv. tip. Rango | Minimo | Méximo
a medicion

Inflamacién 3 56,11 55,29 4,02860 7,93 52,56 60,49
max.

30 min 3 51,09 51,76 9,74711 19,46 41,03 60,49
1 hora 3 48,24 48,24 9,78000 19,56 38,46 58,02
2 horas 3 42,41 44,71 13,20564 26,11 28,21 54,32
4 horas 3 35,06 35,80 6,51631 12,97 28,21 41,18
8 horas 3 33,00 29,63 7,11383 12,97 28,21 41,18
Total 18 44,32 42,94 11,38008 32,28 28,21 60,49

Fuente: Elaboracion propia
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El CUADRO N°4 muestra los resultados para el extracto obtenido con
acetato de etilo observamos que los promedios del porcentaje de inflamacidn decrecen
en cada momento de las mediciones. Si se observa el volumen de inflamacion maxima
(que fue cuatro horas tras la administracion de la carragenina) y la Gltima medicion
existe una disminucion que si bien es cierto existe es un tanto menor en comparacion
al anterior cuadro. Estos resultados se ilustran con mayor claridad en el gréafico de

barras correspondiente.

GRAFICO N°2

PROMEDIOS DE LA EVALUACION PILOTO DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

PARA EL EXTRACTO CON ACETATO DE ETILO

INFLAMACION 30 MIN 1 HORA 2 HORAS 4 HORAS 8 HORAS
MAX.

Fuente: Elaboracion propia
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CUADRO N°5

EVALUACION PILOTO DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA PARA EL EXTRACTO

CON BENCENO

I}/Iomeqtq ,de N Media Mediana | Desv. tip. Rango | Minimo | Méaximo
a medicion

Inflamacion 3 60,36 58,54 7,32167 14,30 54,12 68,42
max.

30 min 3 58,40 54,88 10,04943 19,15 50,59 69,74
1 hora 3 53,80 50,00 8,15362 14,92 48,24 63,16
2 horas 3 50,43 47,06 6,47057 11,55 46,34 57,89
4 horas 3 47,53 45,12 5,61358 10,42 43,53 53,95
8 horas 3 42,05 41,18 2,37372 4,50 40,24 44,74
Total 18 52,09 50,29 8,76649 29,50 40,24 69,74

Fuente: Elaboracion propia

ElI CUADRO N°5 muestra los resultados para el extracto obtenido con
benceno observamos que los promedios del porcentaje de inflamacion decrecen en
cada momento de las mediciones. Si se observa el volumen de inflamacion maxima
que en este caso alcanzo el 60.36% (que fue cuatro horas tras la administracion de la
carragenina) y la ultima medicion existe una disminucion considerable. Estos

resultados se ilustran con mayor claridad en el grafico de barras correspondiente.
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GRAFICO N°3

PROMEDIOS DE LA EVALUACION PILOTO DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

PARA EL EXTRACTO CON BENCENO

INFLAMACION 30 MIN 1 HORA 2 HORAS 4 HORAS 8 HORAS
MAX.

Fuente: Elaboracion propia

CUADRO N°6

EVALUACION PILOTO DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA PARA EL GRUPO

CONTROL
I}/Iomen_tq 'de N Media Mediana | Desv. tip. Rango | Minimo | Méximo
a medicion

Inflamacion 3 55,62 54,43 4,61163 8,99 51,72 60,71
max.

30 min 3 50,64 49,43 10,82640 21,55 40,48 62,03
1 hora 3 49,43 49,43 11,33000 22,66 38,10 60,76
2 horas 3 48,22 48,28 11,29511 22,59 36,90 59,49
4 horas 3 45,05 43,68 11,28286 22,44 34,52 56,96
8 horas 3 38,34 32,18 11,75651 20,95 30,95 51,90
Total 18 47,88 49,43 10,36666 31,08 30,95 62,03

Fuente: Elaboracion propia
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El CUADRO N°6 muestra los resultados de la prueba piloto para el grupo
control observamos que los promedios del porcentaje de inflamacion decrecen en cada
momento de las mediciones. Sin embargo, esta disminucién no es tan manifiesta como
en los casos anteriores. Estos resultados se ilustran con mayor claridad en el grafico

de barras correspondiente.

GRAFICO N°4

PROMEDIOS DE LA EVALUACION PILOTO DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

PARA EL CONTROL

INFLAMACION 30 MIN 1 HORA 2 HORAS 4 HORAS 8 HORAS
MAX.

Fuente: Elaboracion propia

Para la diferenciacion entre los grupos de tratamiento es necesario realizar
pruebas de hipotesis, para ello se precisé de un Anova de dos factores con la finalidad
de evaluar la medicién del porcentaje de la inflamacién en los distintos grupos de
tratamiento (primer factor) a diferentes tiempos (segundo factor). Los resultados de

esta prueba de estadistica se ilustran en el CUADRO 7.
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CUADRO N°7

ANOVA DE DOS FACTORES PARA LA EVALUACION PILOTO DE LOS TRES TIPOS DE

EXTRACTOS DE SUELDA CON SUELDA

Suma de Media
Origen cuadrados gl " F Sig.
. cuadrética
tipo 111
Grupo Piloto * Tiempo 968,913 15 64,594 0,829 0,642
Piloto 3740,238 48 77,922¢

Fuente: Elaboracion propia

EI CUADRO N° 7 muestra los resultados para el ANOVA de dos factores,
a un nivel critico de 0.05 se observa una significancia de 0.642, valor que es superior
al nivel aceptado por lo que segun el analisis de varianza no existen diferencias entre
los distintos grupos experimentales, es por ello que se precisd realizar un anélisis

discriminante de comparacion mdaltiple o procedimiento de Tukey.

CUADRO N°8

PROCEDIMIENTO DE TUKEY PARA LA EVALUACION PILOTO DE LOS TRES TIPOS DE

EXTRACTOS DE SUELDA CON SUELDA

) ) Subconjunto
Grupo de tratamiento piloto N
A B

Extracto etanélico 18 36,4083

Extracto con acetato de etilo 18 44,3217
Control 18 47,8861
Extracto bencénico 18 52,0967
Sig. 1,000 0,052

Fuente: Elaboracion propia

El procedimiento de Tukey que se observa en el CUADRO N°8 muestra
dos columnas la columna A 'y B, en cada columna se agrupan a los tratamientos que
no muestras diferencias significativas. En este sentido se aprecia que en la columna B
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se encuentran el grupo tratado con extracto con acetato de etilo, el tratado con extracto
con benceno y el grupo control, al estar en la misma columna estos tres grupos no
muestran diferencias significativas a un nivel critico de 0.05; en la columna A se
encuentra sélo al grupo tratado con extracto etanolico y al estar este grupo en una
columna distinta, presenta diferencias significativas respecto a los otros grupos que en
cuanto a sus medias y varianzas no son diferentes al grupo control. Por lo tanto y en
conclusion el extracto con mayor eficacia inicial es el grupo tratado con extracto

obtenido utilizando como disolvente al alcohol etilico.

Momento de la
medicidn
M Inflamacian max.
B 30 min

5 11 hora
L B 2 horas
o 50,007 14 horas
c B 5 horas
e
o
]
E
[
=
£
]
= 40,00
Q
=
2
B
[ =
Q
o
| .
=]
o
20,00
=
Q
=

0,00~

Extracto etandlico  Extracto con  Extracto bencénico Control
acetato de etilo

Grupo de tratamiento piloto
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3.4.2.EVALUACION FINAL

Luego de evaluar los resultados hallados de la prueba piloto o preliminar
se encontrd el mayor efecto con el extracto etanolico, con este resultado se procedié a
realizar la prueba definitiva utilizando este extracto ademas, se le dio una forma
farmacéutica en crema, en donde se incorpord el extracto etandlico llevado a sequedad
para retirar todo el disolvente y se afiadié a una concentracion del 2%, también se
considerd un grupo tratado con la crema base, un grupo tratado con una crema de
diclofenaco al 1% y un grupo control. Cada grupo requiri6 de 5 animales de

experimentacion haciendo un total de 25 ratas de laboratorio.

CUADRO N°9

PORCENTAJE DE LA INFLAMACION PARA EL GRUPO TRATADO CON EXTRACTO

ETANOLICO DE SUELDA CON SUELDA

I}/Iomen_tq ,de N Media Mediana | Desv. tip. Rango | Minimo | Méximo
a medicion

Inflamacion 5 58,31 59,04 3,67443 9,64 53,01 62,65
max.

30 min 5 55,42 55,42 1,20500 2,41 54,22 56,63
1 hora 5 48,67 48,19 1,37304 3,61 46,99 50,60
2 horas 5 43,61 43,37 2,31942 6,03 40,96 46,99
4 horas 5 34,69 34,94 2,87313 7,22 31,33 38,55
8 horas 5 27,47 26,51 6,78164 15,66 20,48 36,14
Total 30 44,69 46,99 11,56243 42,17 20,48 62,65

Fuente: Elaboracion propia

El CUADRO N°9 presenta los estadisticos de los porcentajes de la
inflamacién para el grupo tratado con el extracto etanélico, se observa al igual que en
la prueba piloto un descenso en el porcentaje inflamatorio desde una inflamacién
méaxima que fue medida a las 4 horas de administrada la carragenina como inductor de
la inflamacion, hasta las 8 horas en donde se observé un 27.4% de volumen

inflamatorio en porcentaje. El grafico ilustra mejor estos resultados.
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GRAFICO N°5

PROMEDIOS DE LA EVALUACION FINAL DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

PARA EL EXTRACTO ETANOLICO

4 HORAS

8 HORAS

INFLAMACION
MAX.

30 MIN 1 HORA 2 HORAS

CuAaDRO N°10

PORCENTAJE DE LA INFLAMACION PARA EL GRUPO TRATADO CON CREMA MAS

EXTRACTO ETANOLICO DE SUELDA CON SUELDA

I}gor:\]g}t(?édne N Media Mediana | Desv. tip. Rango | Minimo | Méaximo
Inflamacion 5 53,64 54,12 2,70853 7,06 49,41 56,47
max.

30 min 5 50,11 50,59 2,43726 5,88 47,06 52,94
1 hora 5 45,88 47,06 2,99960 7,06 41,18 48,24
2 horas 5 36,47 35,29 3,00058 7,06 34,12 41,18
4 horas 5 28,94 29,41 4,74906 10,59 23,53 34,12
8 horas 5 20,70 18,82 4,04077 9,41 17,65 27,06
Total 30 39,29 41,18 12,34114 38,82 17,65 56,47

Fuente: Elaboracion propia
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El CUADRO N°10 presenta los estadisticos de los porcentajes de la
inflamacién para el grupo tratado con crema mas el extracto etandlico, cabe precisar
que para la realizacion de la forma farmacéutica se considerd llevar a sequedad
(concentrar) el extracto etanolico, incorporandose a una concentracion del 2%. En los
resultados se observa al igual que el cuadro anterior un descenso en el porcentaje
inflamatorio desde una inflamacion méxima que fue de 53.64%, hasta las 8 horas en
donde se observé un 27.4% de volumen inflamatorio en porcentaje. El grafico ilustra

mejor estos resultados.

GRAFICO N°5

PROMEDIOS DE LA EVALUACION FINAL DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

PARA LA CREMA CON EXTRACTO ETANOLICO

INFLAMACION 30 MIN 1 HORA 2 HORAS 4 HORAS 8 HORAS
MAX.
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CUADRO N°11

PORCENTAJE DE LA INFLAMACION PARA EL GRUPO TRATADO CON LA CREMA BASE

I}/Iomen_tq 'de N Media Mediana | Desv. tip. Rango | Minimo | Méaximo
a medicion

Inflamacion 5 60,73 58,54 3,59306 7,31 57,32 64,63
max.

30 min 5 60,24 59,76 3,29293 8,53 56,10 64,63
1 hora 5 58,78 58,54 2,34672 6,10 56,10 62,20
2 horas 5 56,58 56,10 1,85022 3,66 54,88 58,54
4 horas 5 48,29 48,78 3,18137 7,32 45,12 52,44
8 horas 5 46,34 45,12 3,55688 8,54 43,90 52,44
Total 30 55,16 56,71 6,45160 20,73 43,90 64,63

Fuente: Elaboracion propia

Con la finalidad de descartar cualquier influencia de la crema base sobre
la actividad antiinflamatoria del extracto fue necesaria evaluarla a través de un grupo
experimental. EI CUADRO N°11 presenta los estadisticos de los porcentajes de la
inflamacién para el grupo tratado con crema base se observa un descenso en el
porcentaje de la inflamacion aunque a primera vista dicho descenso no es tan marcado
como en los grupos anteriores. Como inflamacion maxima se tuvo un 60.73% vy a las
8 horas se observo un 46.34% de volumen inflamatorio en porcentaje. El grafico ilustra

mejor estos resultados.
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GRAFICO N°6

PROMEDIOS DE LA EVALUACION FINAL DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

PARA LA CREMA BASE

INFLAMACION 30 MIN 1 HORA 2 HORAS 4 HORAS 8 HORAS
MAX.

CUADRO N°12

PORCENTAJE DE LA INFLAMACION PARA EL GRUPO TRATADO CON CREMA DE

DICLOFENACO AL 1%

I}/Iomen_tq ,de N Media Mediana | Desv. tip. Rango | Minimo | Maximo
a medicion

Inflamacién 5 56,23 56,47 3,66305 9,41 50,59 60,00
max.

30 min 5 48,94 47,06 3,17745 7,06 45,88 52,94
1 hora 5 44,70 44,71 2,63074 7,06 41,18 48,24
2 horas 5 36,70 36,47 2,26328 5,88 34,12 40,00
4 horas 5 26,58 29,41 6,03147 15,29 17,65 32,94
8 horas 5 10,11 9,41 4,89514 11,77 5,88 17,65
Total 30 37,21 40,59 15,97201 54,12 5,88 60,00

Fuente: Elaboracion propia
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Como grupo control positivo se utilizé un grupo tratado con diclofenaco
en una forma farmacéutica topica también en crema, la que se dispone en el comercio
es una al 1%. EIl CUADRO N°12 presenta los estadisticos de los porcentajes de la
inflamacion para el grupo tratado con esta crema se observa un descenso en el
porcentaje de la inflamacion. Como inflamacion maxima se tuvo un 56.23% y a las 8
horas se observé un 10.11% de volumen inflamatorio en porcentaje. Claramente existe
un marcado descenso en el volumen inflamatorio. El grafico ilustra mejor estos

resultados.

GRAFICO N°5

PROMEDIOS DE LA EVALUACION FINAL DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

PARA LA CREMA DE DICLOFENACO AL 1%

INFLAMACION 30 MIN 1 HORA 2 HORAS 4 HORAS 8 HORAS
MAX.

ElI CUADRO N°13 presenta los estadisticos de los porcentajes de la
inflamacién para el grupo control como inflamacion maxima se tuvo un 59.06% vy a
las 8 horas se observo un 43.76% de volumen inflamatorio en porcentaje. El grafico
ilustra mejor estos resultados.
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CUADRO N°13

PORCENTAJE DE LA INFLAMACION PARA EL GRUPO CONTROL

I}/Iomen_tq ,de N Media Mediana | Desv. tip. | Rango Minimo | Méaximo
a medicién

Inflamacion 5 59,06 58,82 1,53393 3,53 57,65 61,18
max.

30 min 5 58,11 57,65 1,96974 4,71 55,29 60,00
1 hora 5 56,47 56,47 2,99862 7,06 52,94 60,00
2 horas 5 52,70 51,76 2,26328 5,88 50,59 56,47
4 horas 5 47,06 47,06 2,20090 5,88 44,71 50,59
8 horas 5 43,76 43,53 1,74348 4,70 41,18 45,88
Total 30 52,86 53,563 6,13172 20,00 41,18 61,18

Fuente: Elaboracion propia

GRAFICO N°7

PROMEDIOS DE LA EVALUACION FINAL DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

PARA EL GRUPO CONTROL

INFLAMACION 30 MIN 1 HORA 2 HORAS 4 HORAS 8 HORAS
MAX.
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Para la diferenciacion entre los grupos de tratamiento es necesario también
realizar pruebas de hipotesis, para ello se precisé de un Anova de dos factores con la
finalidad de evaluar la medicion del porcentaje de la inflamacion en los distintos
grupos de tratamiento (primer factor) a diferentes tiempos (segundo factor). Los

resultados de esta prueba de estadistica se ilustran en el CUADRO 7.

CuADRO N°14

ANOVA DE DOS FACTORES PARA LA EVALUACION FINAL DE LOS CINCO GRUPOS DE

TRATAMIENTO EXPERIMENTALES A LOS DISTINTOS TIEMPOS

Suma de Media
Origen cuadra;tljlos tipo gl cuadratica F Sig.
Grupo Final * Tiempo 2241,103 20 112,055 10,305 ,000
Final 1304,832 120 | 10,874¢

Fuente: Elaboracion propia

ElI CUADRO N° 14 presenta los resultados para el ANOVA de dos
factores, a un nivel critico de 0.05 se observa una significancia de 0.000, valor que es
inferior al nivel aceptado por lo que segun el analisis de varianza existen diferencias
entre los distintos grupos experimentales, es por ello que se preciso realizar un analisis

discriminante de comparacion multiple o procedimiento de Tukey.

El procedimiento de Tukey que se observa en el CUADRO N°15 muestra
dos columnas la columna A, B y C, en cada columna se agrupan a los tratamientos que
no muestras diferencias significativas, y a la vez estas columnas (y los grupos incluidos
en ellas) presentan diferencias significativas entre ellas. En este sentido se aprecia que
en la columna A se encuentran el grupo tratado con diclofenaco en crema al 1% vy el
grupo con crema mas extracto de suelda con suelda al 2%, en la columna C se
encuentra sélo al grupo tratado con extracto etanolico, finalmente en la columna C se
encuetra al grupo tratado con la crema base y el grupo control. Se puede concluir segin
esta distribucién que el grupo tratado con crema no tendria actividad antiinflamatoria
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ya que se encuentra en la columna donde esta el grupo control, que fue un grupo al que
no se administrd tratamiento alguno. Por otra parte el grupo experimental con extracto
que presenta actividad antiinflamatoria es el grupo tratado con crema mas extracto de
suelda con suelda, ya que se ubica junto al grupo tratado con diclofenaco. Finalmente
el grupo tratado con extracto etanolico de suelda con suelda presenta una actividad
antiinflamatoria “intermedia” ya que se ubica entre las columna que contiene al grupo

control y la que contiene al grupo con diclofenaco al 1%.

CUADRO N°15

PROCEDIMIENTO DE TUKEY PARA LA EVALUACION FINAL DE LOS CINCO GRUPOS

DE TRATAMIENTO EXPERIMENTALES A LOS DISTINTOS TIEMPOS

Grupo de tratamiento Final N Subconjunto
A B C

Diclofenaco 30 37,2153
Crema con extracto 30 39,2950
Extracto etandlico 30 44,6990
Control 30 52,8630
Crema base 30 55,1637
Sig. 0,111 1,000 0,060

Fuente: Elaboracion propia
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GRAFICO N°8

PROMEDIOS DE LA EVALUACION FINAL DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE

LOS DISTINTOS TRATAMIENTOS A LOS DISTINTOS TIEMPOS

Grupo de
70,00 tratamiento Final
—— Extracto etandlico
—— Crema con extracto
_ Crema base
60,00 — Diclofenaco
g Control
“ ~
£
5 50,00
n
@
wn
2
S 40,00
o
e
o
E
m 30,00
=
Q
=
20,00
10,00

T T T T T T
Inflamacion 30 min 1 hora 2 horas 4 horas 8 horas
max.

Momento de la medicion
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CONCLUSIONES

PRIMERA

Mediante destilacion con equipo Soxhlet se obtuvieron extractos de 14 gramos de
hojas estabilizadas y secas de suelda con suelda, utilizando tres disolventes: Alcohol

etilico, acetato de etilo y benceno.

SEGUNDA

Mediante una prueba piloto practicada en 12 animales de experimentacion distribuidos
en cuatro grupos (alcohol etilico, acetato de etilo, benceno y control) se determiné que
el grupo tratado con extracto con alcohol etilico presenta mayor actividad
antiinflamatoria, ello al realizar un procedimiento de Tukey ya que este grupo es
diferente estadisticamente — a un nivel critico de 0.05 — del grupo con acetato de etilo,
bencénico y control. Por su parte los dos Gltimos disolventes son estadisticamente

similares al control.

TERCERA

El anélisis fitoquimico preliminar realizado mediante cromatografia en capa fina

mostré como resultados la presencia de sustancias terpenicas, flavonoides y taninos.

CUARTA

En la evaluacion final del extracto y la crema mas extracto seco al 2% de suelda con
suelda tras el andlisis mediante el procedimiento de Tukey a un nivel critico de 0.05,
se observO que esta Ultima tiene una actividad antiinflamatoria superior en
comparacion con la del extracto. Sin embargo el extracto presenta actividad

inflamatoria debido a que es diferente al grupo control.

QUINTA

Comparando los resultados de los grupos experimentales con el grupo tratado con
crema de diclofenaco al 1%, se determiné mediante el procedimiento de Tukey a un
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nivel critico de 0.05, que sélo la crema mé&s extracto tiene una actividad
estadisticamente similar a la del diclofenaco, por su parte el grupo tratado con extracto
presenta una actividad antiinflamatoria “intermedia”, debido a que se ubica entre el
grupo tratado con diclofenaco y el control. Finalmente el grupo tratado con crema base
es estadisticamente similar al control por lo que como vehiculo no presenta actividad
antiinflamatoria que influya en la actividad del extracto de suelda con suelda presente

en la crema.
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SUGERENCIAS

1. Realizar mas estudios confirmatorios de la actividad antiinflamatoria del extracto
etandlico de suelda con suelda, con otras plantas medicinales recolectados de

distintas localidades.

2. Determinar la seguridad (tolerancia cutanea o las reacciones adversas) de la crema
mas extracto seco de suelda con suelda tras la aplicacion topica en piel sana e

inflamada en estudios clinicos realizados a personas sanas.

3. Realizar un control de calidad y estudio de mercado para la probable introduccion
al comercio farmacéutico de una crema elaborada con extracto de suelda con

suelda.

4. Evaluar las otras actividades de Ligaria cuneifolia “suelda con suelda” que

atribuye la poblacidn a esta planta medicinal presente en nuestra flora local.
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ANEXO N°1: PRUEBA PILOTO (ML VOLUMEN

INFLAMACION)
Grupo de tratamiento
Tiempo de medicion | N° Animales Etandlico ACZtgltg de Benceno Control
1 0,83 0,85 0,82 0,84
Basal 2 0,89 0,81 0,76 0,79
3 0,79 0,78 0,85 0,87
1 1,32 1,32 1,30 1,35
Inflam. Max 2 1,30 1,30 1,28 1,22
3 g gn 1,19 1,31 1,32
1 1,30 1,29 1,27 1,18
30 min 2 1,29 1,30 1,29 1,28
3 1,10 1,10 1,28 1,30
1 1,25 1,26 1,23 1,16
1 hora 2 1,24 1,28 1,24 1,27
3 1,05 1,08 1,26 1,30
1 1,20 1,23 1,20 1,15
2 horas 2 1,19 1,25 1,20 1,26
3 1,09 1,00 1,25 1,29
1 1,15 1,20 1,19 1,13
4 horas 2 1,00 1,10 1,17 1,24
3 0,95 1,00 1,22 1,25
1 0,94 1,20 1,15 1,10
8 horas 2 0,99 1,05 1,10 1,20
3 0,90 1,00 1,20 1,15
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ANEXO N°2: PRUEBA PILOTO (PORCENTADE DE
INFLAMACION)

Grupo de tratamiento
Tiempo de medicion | N° Animales Etanélico ACZtgltg de Benceno Control
1 59,04 55,29 58,54 60,71
Inflam. Max 2 46,07 60,49 68,42 54,43
3 60,76 52,56 54,12 51,72
1 56,63 51,76 54,88 40,48
30 min 2 44,94 60,49 69,74 62,03
3 39,24 41,03 50,59 49,43
1s 50,60 48,24 50,00 38,10
1 hora 2 39,33 58,02 63,16 60,76
3 32,91 38,46 48,24 49,43
1 44,58 44,71 46,34 36,90
2 horas 2 33,71 54,32 57,89 59,49
3 37,97 28,21 47,06 48,28
i 38,55 41,18 45,12 34,52
4 horas 2 12,36 35,80 53,95 56,96
3 20,25 28,21 43,53 43,68
1 13,25 41,18 40,24 30,95
8 horas 2 11,24 29,63 44,74 51,90
3 13,92 28,21 41,18 32,18

76

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

T :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

ANEXO N°3: PRUEBA FINAL (ML VOLUMEN DE

INFLAMACION)
Tiempo de N° Cremas Crema Crema
medicién animales Extracto mas base diclofenaco Control
extracto
1 0,83 0,85 0,82 0,85 0,84
2 0,89 0,81 0,87 0,84 0,82
Basal 3 0,81 0,83 0,79 0,79 0,80
4 0,85 0,81 0,80 0,80 0,80
5 0,79 0,78 0,85 0,87 0,85
1 1,32 1,32 1,30 1,35 1,35
2 1,30 1,30 1,29 1,28 1,36
Inflam. Max 3 1585 1,33 1,35 1,36 1,34
4 1,33 1,31 1,35 1,32 1,34
5 1,27 1,27 1,30 1,33 1,37
1 1,30 1,29 1,30 1,30 1,36
2 1,29 1,30 1,31 1,25 1,34
30 min 3 1,28 1,28 1,35 1,24 1,34
4 1,28 1,26 1,28 1,29 1,36
5 1,30 1,25 1,33 1,25 1,32
1 1,23 1,26 1,28 1,22 1,36
2 1,25 1,26 1,29 1,23 1,35
1 hora 3 1,22 1,23 1,30 1,26 1,33
4 1,24 1,25 1,31 1,24 1,31
5 3 1,20 1,33 1,20 1,30
1 1,22 1,20 1,30 1,15 1,29
2 1,20 1,15 1,28 1,19 1,33
2 horas 3 1,19 1,17 1,27 1,17 1,28
4 1,18 1,14 1,30 1,16 1,30
5 1,17 1,14 1,27 1,14 1,29
1 1,15 1,14 1,19 1,13 1,25
2 1,13 1,13 1,23 1,10 1,28
4 horas 3 1,12 1,05 1,25 1,05 1,23
4 1,10 1,10 1,19 1,00 1,24
5 1,09 1,06 1,22 1,10 1,25
1 1,05 1,00 1,20 1,00 1,22
2 1,10 1,08 1,18 0,95 1,23
8 horas 3 1,13 1,04 1,25 0,90 1,20
4 1,01 1,01 1,18 0,93 1,22
5 1,00 1,00 1,19 0,90 1,24
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INFLAMACION)
extracto
1 59,04 55,29 58,54 58,82 58,82
2 56,63 52,94 57,32 50,59 60,00
Inflam. Max 3 62,65 56,47 64,63 60,00 57,65
4 60,24 54,12 64,63 55,29 57,65
5 53,01 49,41 58,54 56,47 61,18
1 56,63 51,76 58,54 52,94 60,00
2 55,42 52,94 59,76 47,06 57,65
30 min 3 54,22 50,59 64,63 45,88 57,65
4 54,22 48,24 56,10 51,76 60,00
g 56,63 47,06 62,20 47,06 55,29
1 48,19 48,24 56,10 43,53 60,00
2 50,60 48,24 57,32 44,71 58,82
1 hora 3 46,99 44,71 58,54 48,24 56,47
4 49,40 47,06 59,76 45,88 54,12
5 48,19 41,18 62,20 41,18 52,94
1 46,99 41,18 58,54 35,29 51,76
2 44,58 35,29 56,10 40,00 56,47
2 horas 3 43,37 37,65 54,88 37,65 50,59
4 42,17 34,12 58,54 36,47 52,94
5 40,96 34,12 54,88 34,12 51,76
1 38,55 34,12 45,12 32,94 47,06
2 36,14 32,94 50,00 29,41 50,59
4 horas 3 34,94 23,53 52,44 23,53 44,71
4 32,53 29,41 45,12 17,65 45,88
5 31,33 24,71 48,78 29,41 47,06
1 26,51 17,65 46,34 17,65 43,53
2 32,53 27,06 43,90 11,76 44,71
8 horas 3 36,14 22,35 52,44 5,88 41,18
4 21,69 18,82 43,90 9,41 43,53
5 20,48 17,65 45,12 5,88 45,88
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