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INTRODUCCION

En las Ultimas décadas, el crecimiento de la industria farmacéutica y el incesante
desarrollo de nuevos y mas efectivos farmacos no han disminuido el interés de la
medicina natural y por los medicamentos herbarios, en muchas sociedades. Al contrario,
se han convertido en un tema de importancia mundial. Ya que las estimaciones actuales
sugieren que muchos paises en desarrollo dependen en gran medida de las plantas

medicinales para satisfacer las necesidades de atencion primaria de salud -

Esta forma de atencion esta préxima a los hogares, es accesible y asequible. Ademas, es
culturalmente aceptada y en ella confian las personas. La asequibilidad de la mayor
parte de las medicinas tradicionales las hace mas atractivas en el contexto del

vertiginoso encarecimiento de la atencién de salud 2.

A nivel global, el mercado de las hierbas medicinales que incluye preparaciones a base
de hierbas (materiales de hierbas en polvo o triturados, extractos, tinturas y aceites
grasos de materiales herbales) y productos herbales terminados o fabricados que se
encuentran en formas farmacéuticas (tabletas, capsulas) se esta expandiendo
rapidamente, convirtiéndose en empresas multimillonarias alrededor del mundo 3,

En el PerG la riqueza de las plantas medicinales es muy amplia y esta enmarcada dentro
de mas de 4400 especies de usos conocidos por las poblaciones locales, de los cuales un
gran porcentaje se presenta en la poblacién andina * En un estudio relevante muestra
que Per0 es el quinto pais en el mundo con un namero de plantas conocidas y usadas

por la poblacion.*

La Mentha spicata L. “Hierba buena “es una hierba aromatica perenne, de crecimiento
rapido, que pertenece a la familia de Lamiaceae. Se emplea en gastronomia, perfumeria
y productos farmacéuticos por su aroma intenso y fresco *®. Es una planta nativa del
viejo mundo 7, que fue traida al Per( en los primeros afios de la conquista por los
espafioles®, ampliamente naturalizado en lugares soleados, requiere suelo medio

profundo, humifero®’y su distribucion en el Per( se da en la costa, sierra y amazonia®.

Se usa principalmente las hojas las cuales estan compuestas por polifenoles totales
aproximadamente 19-23% dentro de este porcentaje se encuentra 59-67 % eriocitrina y
acido rosmarinico, 7-12 % luteolina 7-O-rutindsido, 6-10 % hesperidina, 0.5-1% aceite

esencial, 12% flavonoides, alcaloides, cumarinas y taninos °.
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Se sabe que la planta esta dotada de una variedad de propiedades biolégicas debido a su
alto contenido de metabolitos secundarios . Se descubrié que era antialérgica 2
antioxidante 3, antiplaquetarial®, anticitotoxico®®, quimiopreventivo!® y ejerciendo
actividades de eliminacion de H.O, '’. También posee actividad antimutagenica®®.
Recientemente, encontramos que la Mentha spicata L. “Hierba buena” posee actividad
antiinflamatoria, analgésica, antiséptica, antiemética, carminativa, digestiva y

espasmolitico?®.

Por lo tanto, el presente proyecto busca evaluar el efecto antiinflamatorio tépico del
extracto de la Mentha spicata L “ Hierba buena” frente a edema plantar inducido en
ratas “Holtzman” machos. Ademas, se determinara la presencia metabolitos secundarios

gue se encuentran en la planta.
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RESUMEN

Hoy en dia se desarrollan investigaciones que involucran la evaluacion de los efectos
benéficos de diversas especies vegetales que son conocidas como plantas medicinales,
ya que desde la antigliedad son utilizadas para el tratamiento de diversas dolencias o

patologias.

Por tal motivo, el presente proyecto tuvo por objetivo evaluar el efecto antiinflamatorio
topico del gel a base del extracto de las hojas de Mentha spicata L. “Hierba buena” en

edema plantar inducido en animales de experimentacion.

Se obtuvieron extractos etanélicos al 70%, por los métodos de extractivos de soxhlet y
maceracion logrando rendimientos de 21.09 % y 32.60 % respectivamente. Por otro
lado, se identificaron taninos y flavonoides por cromatografia en capa fina, obteniendo

mayor cantidad de compuestos en el extracto obtenido por maceracion.

Los extractos procedentes de la extraccion por soxhlet y maceracion lograron disminuir
la inflamacion en un estudio piloto hasta un 59.57 % y 93.91 % respectivamente, siendo

el macerado el que obtuvo mayor efecto antiinflamatorio.

Después de realizar la etapa piloto se formuld y evalud geles de 10 %, 20 % y 30 % del
extracto de maceracion ya que se cuantifico mayor porcentaje de rendimiento y logro

disminuir la inflamacion. Los geles mencionados disminuyen la inflamacién hasta un

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE > - UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

56.25 %, 58.28 % y 64.91 % respectivamente en la etapa experimental, en este estudio
no se encontro diferencia significativa entre geles, por otro lado, los geles del 20 % y 30
% lograron resultados similares a los obtenido al diclofenaco de 68.70 % encontrandose

la ausencia de diferencia significativa segun el test de Tukey.

Palabras claves: Inflamacién, Mentha spicata L. Flavonoides y taninos.
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ABSTRACT

Today research is carried out that involves the evaluation of the beneficial effects of
various plant species that are known as medicinal plants since they have been used since
ancient times to treat various ailments or pathologies.

For this reason, this project aimed to evaluate the topical anti-inflammatory effect of the
gel based on the extract of the leaves of Mentha spicata L. "Good grass" in plantar
edema induced in experimental animals.

Ethanol extracts were obtained at 70%, by the soxhlet extractive and maceration
methods achieving yields of 21.09% and 32.60% respectively. On the other hand,
tannins and flavonoids were identified by thin layer chromatography, obtaining more
compounds in the extract obtained by maceration.

The extracts from the extraction by soxhlet and maceration managed to reduce the
inflammation in a pilot study to 59.57% and 93.91% respectively, with the macerate

obtaining the greatest anti-inflammatory effect.
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After carrying out the pilot phase, gels of 10%, 20% and 30% of the maceration extract
were formulated and evaluated, since a higher percentage of yield was quantified and
inflammation was reduced. The aforementioned gels reduce inflammation up to
56.25%, 58.28% and 64.91% respectively in the experimental stage, in this study no
significant difference was found between gels, on the other hand, the gels of 20% and
30% achieved similar results to the obtained at diclofenac of 68.70%, finding the

absence of significant difference according to the Tukey test.

Key words: Inflammation, Mentha spicata L. Flavonoids and tannins.
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LISTA DE ABREVIATURAS

- °C: Grados centigrados

- I-CAM-1: Moléculas de adhesion intercelular
- VCAM-1 Moléculas de adhesién vascular

- PECAM: Molécula de adhesion de células endoteliales plaquetarias
- CD 31: Grupo de diferenciacién

- C: Complemento

- IL: Interleucina

- AA: Acido araquidénico

- COX: Ciclooxigenasa

- PG: Prostaglandina, como la PGE1, PGE2, PGFla, PGG1, etc.
- PGI2: Prostaglandina 12 o prostaciclina

- TXA: Tromboxanos

- LT: Leucotrienos

- NO: Oxido nitrico

- NADPH: Nicotinamida-adenina dinucleotido fosfato reducido
- NOS: Oxido nitrico sintasa

- AINES: Anti-inflamatorios no esteroideos

- HPA: Hipotalamo-hipéfiso-adrenal

- Na: Sodio:

- O/ W: Aceite/Agua

- W/ S: Agua/ Silicona

- pH: Potencial de hidrogeniones

- CCF: Cromatografia en capa fina

- mL: Mililitros

- UV: Ultravioleta

- g: Gramos

- % RE: Porcentaje de rendimiento

- % EB: Porcentaje del extracto blando

- Pf: Peso final

- Pi: Peso inicial

- Rf: Factor de retencion

- AlICls: Cloruro de aluminio
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- FeCls: Cloruro férrico

- c.s.p: Cantidad suficiente para
- CA: carragenina

- P/V: Peso/volumen

- Vol: volumen

- X: Media aritmetica

- S% Varianza

- S: Desviacion estandar

- ANOVA: Analisis de varianza
- gl: Grados de libertad

- H: Horas

- DI: desinflamacion

- MS: Mentha spicata

- MR:Mentha rotundifolia

- MP:Mentha pulegium

n: Tamafio de muestra

t: Test estadistico de Student
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

- Evaluar la actividad antinflamatoria de un gel a base del extracto de Mentha spicata

L. “Hierba buena”.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obtener diferentes extractos de las hojas de Mentha spicata L. “Hierba buena” por
los métodos de Soxhlet y/o maceracion.

- Realizar un estudio piloto para evaluar la actividad antiinflamatoria de cada uno de
los extractos.

- Realizar un estudio fitoquimico preliminar por cromatografia en capa fina del
extracto de las hojas de Mentha spicata L. “Hierba buena”.

- Formular y evaluar una forma farmacéutica (gel topico) a base del extracto de las
hojas de Mentha spicata L. “Hierba buena” que demuestre mayor efecto
antiinflamatorio en ratas “Holtzman” machos.

- Comparar el efecto antiinflamatorio de los geles elaborados al 10 %. 20 % y 30%

con un control positivo (gel de diclofenaco 1 %).
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HIPOTESIS

Dado que la poblacién andina utiliza compresas o cataplasmas de Mentha spicata L.
“hierba buena” para aliviar la inflamacion es probable que el gel elaborado a base del
extracto de dicha especie vegetal presente efecto antiinflamatorio frente a edema plantar

inducido en animales de experimentacion.
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1. HIERBA BUENA

1.1. NOMBRE CIENTIFICO: Mentha spicata L. y Mentha viridis L. %.

1.2. NOMBRES COMUNES: Se le conoce como hierba buena, albaina, arvino,

menta dulce, yerba buena 2*

1.3. DESCRIPCION: Diferentes estudios describen asi las partes de la
planta®®:

Planta perenne, de 30-50 cm altura, ascendente, suavemente aromatica,

rizomatosa.

e Tallos ramificados, finos, erectos y cuadrangulares, principalmente a
partir de la zona media con pubescencia rala de coloracion rojizo
morado.

e Hojas subsésiles con peciolos de forma lanceoladas u ovado-lanceoladas,

con pelos simples ralos en ambas caras .
e Inflorescencia terminal, cénica, de 3-5 cm x 5-8 mm, alargada y estrecha.

e Bracteas foliaceas; bractéolas filiformes, de borde ciliado, las del apice

de la inflorescencia por lo general mayores que las flores.
e Flores lilas o violaceas.

e Céliz de 1,5-3 mm, persistente, infundibuliforme, dientes iguales o
desiguales, de los cuales los 3 inferiores son mas largos, glabros o

ciliados en el borde.

e Corola de 2,5- 4 mm, I6bulo dorsal mas ancho, glabra o con pelos cortos

y pocos pelos peltados.

e Filamentos estaminales de 4 mm, generalmente exertos y anteras

elipsoides.
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e Estilo de 3 mm, ramas estigmaticas desiguales >

Figura 1; Mentha spicata L.” Hierba buena”

Fuente: Elaboracion propia

1.4. DISTRIBUCION:

La Mentha spicata L. “Hierba buena” es una planta nativa del viejo mundo ’;
posiblemente Europeo, que fue traida al Perd en los primeros afios de la
conquista por los espafioles® ,es ampliamente naturalizado en lugares
soleados, requiere suelo medio profundo, humifero®’ y su distribucion en el
Per se da en la costa, sierra y amazonia® Esta planta fue domesticada desde

épocas muy remotas en huertos y jardines familiares

1.5 TAXONOMIA

Divisidén: Magnoliophyta

Clases: Magnoliopsida
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Sub clase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Mentha L.
Especie: Mentha Spicata L., Mentha viridis L

Constancia de clasificacion taxonémica (anexo 1)

1.6. PARTE UTILIZADA
Parte aérea ( las hojas)

1.7. COMPOSICION

- Polifenoles totales en las hojas de Mentha spicata L. “Hierba buena” es de
aproximadamente 19-23% dentro de este porcentaje se encuentra 59-67 %
eriocitrina y acido rosmarinico, 7-12 % luteolina 7-O-rutindsido, 6-10 %

hesperidina, 4cido cafeico y &cido galico °.

- Flavonoides 12% que esta compuesta de apigenina, rutina, catequina,

epicatequina, miricetina, luteolina y diosmetina *°.

~ Aceite esencial 0.5-1%. Este esta compuesto de L-carvona (50 — 70%), L-
limoneno (13 — 20%), felandreno, a-y B-pineno (2 — 5%), o-pineno,
mentol35-45%, mentona 15-20%, acetato de metilo3-5%, isomentona 2-3%,
cineol (2 — 4%) *°.

~ Cumarinas

- Alcaloides

" Taninos 2.
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1.8. USO MEDICINAL

Se sabe que la planta esta dotada de una variedad de propiedades biologicas
debido a su alto contenido de metabolitos secundarios 1. Se descubri6 que
era antialérgica 2, antioxidante '3, antiplaquetaria 4, anticitotoxico *° y
quimiopreventivo ¢, ademas ejerciendo actividades de eliminacion de H,0-
7. También posee actividad antimutagénico 8. Recientemente, encontramos
que Mentha spicata L. contiene potente actividad antioxidante,
antiinflamatoria, analgésica, antiséptica antiemética, calmante, carminativa,

digestiva y espasmolitica °.

Tépicamente se usa en cataplasma y compresas para tratar abscesos,
reumatismo y tumores; en bafos para desodorizar los pies, lavar heridas y
raspones. La decoccion de hojas se aplica en cataplasmas y bafios para tratar

cancer, endurecimientos, tumores y tlceras 2.

Las hojas frescas se usan para condimentar ensaladas y el extracto para
saborizar chicles y caramelos 2.

1.9. CULTIVO

Para la plantacion suele hacerse habitualmente durante todo el afio. De las
plantas madres se extraen los rizomas (tallo horizontal y subterraneo),
provistos de raices, y se colocan en lineas separadas de unos 20 cm entre si.
La recoleccion se comienza aproximadamente a los dos meses de la
plantacion de los cultivos, poco antes de que la planta entre en plena
floracion. En relacion a las necesidades hidricas requieren riego regular,
pero con poca agua. No resiste la sequia. Prefiere climas hdmedos y
templados para su desarrollo normal, ademas, de buena iluminacion. Por
otro lado, es una planta bastante sensible al frio. Se adapta a una gran
diversidad de suelos, es poco exigente, pero prefiere los suelos ligeros, ricos

en materia organica y con cierta humedad 3.
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2. METODOS EXTRACTIVOS

Para la elaboracion de productos farmacéuticos a base de material vegetal se debe
tomar en cuenta que existen diferentes métodos para extraer los principios activos
contenidos en dicha planta, los cuales necesitan de un liquido extractivo que va a
depender del procedimiento técnico y de la naturaleza quimica del principio activo.

Figura 2. Métodos de extraccion

METODOS
EXTRACTIVOS
i
| | | |
EXTRACCION EXTRACCION EXTRACCION
MECANICA DESTILACION CON GASES CON
DISOLVENTES
DISCONTINUA CONTINUA
- MACERACION L PERCOLACION
- DIGESTION - SOXHET
. INFUSION
. DECOCCION

Fuente: Kuklinski C.?

Los métodos extractivos de interés en el estudio son:
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2.1. EXTRACCION DISCONTINUA

Se sumerge la droga en el solvente, por lo que la totalidad de la droga se
contacta con el solvente utilizado para la extraccion y la difusion de los
principios activos se producird en todas las direcciones hasta alcanzar el

equilibrio 2.

Dentro de las técnicas de extraccion discontinua tenemos:

2.1.1 MACERACION

Se entiende por maceracion al contacto prolongado durante cierto
tiempo de la droga seca triturada con el disolvente constituyendo un
conjunto homogéneamente mezclado en el cual el disolvente actla
simultaneamente sobre todas las proporciones de la droga, circulando
a través en todas las direcciones sentidos y disolviendo sus principios

activos hasta producirse una concentracion en equilibrio 2.

Es el procedimiento de extraccion mas simple, al conjunto de droga
mas solvente se lo protege de la luz, para evitar posibles reacciones y
debe agitarse continuamente (tres veces por dia, aproximadamente).
El tiempo de maceracion es diverso, las distintas Farmacopeas
describen tiempos que oscilan entre cuatro y diez dias. A partir de este
método no se consigue el agotamiento de las sustancias extraidas.
“Cuanto mayor sea la relacion entre el liquido extractivo y la droga,

tanto mas favorable sera el rendimiento” .

La maceracion se utiliza cuando los principios activos son muy

solubles y la estructura de la droga es muy permeable al disolvente 2.
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2.1.2. DIGESTION

Es una maceracion realizada a una temperatura suave que oscila entre
los 50 y 60° C. Al aumentar medianamente la temperatura se consigue
un mayor rendimiento de la extraccion, puesto que disminuye la
viscosidad del solvente lo que hace que éste pueda ingresar mas
rapidamente al interior de las células y asi extraer los principios

activos 24,
2.1.3. DECOCCION

Llamada también cocimiento, se pone en contacto la droga con el
disolvente (agua) la mezcla se lleva hasta temperatura de ebullicion

por 15 a 30 minutos 4.

2.1.4. INFUSION

Se trabaja con un disolvente (agua), el cual se lleva a una a
temperatura proxima a la temperatura de ebullicién y se introduce la
droga que se quiere extraer. Se deja enfriar el conjunto hasta

temperatura ambiente 24,

2.2.EXTRACCION CONTINUA O PROGRESIVA

En este tipo de extraccion el disolvente utilizado se va renovando y actta en
una sola direccion. La extraccion continua consiste en poner en contacto la
droga con el disolvente adecuado y mantener en todo momento el
desequilibrio entre la concentracion de principio activo en la droga y en el

disolvente para que se produzca la difusion celular?®.

Dentro de los métodos de extraccion continua tenemos los siguientes:
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2.2.1. PERCOLACION

La droga se coloca en una columna y esta en contacto permanente
con el disolvente que estd goteando por la parte superior de la
columna, atraviesa toda la zona donde se encuentra la droga con sus
principios activos, extrae y por la parte inferior se recogen los
liquidos extractivos que contiene los principios activos. La
percolacion puede llegar a conseguir extracciones practicamente
completas de la droga, pero con un elevado consumo de disolvente,

este tipo de extraccion se realiza a temperatura ambiente 24,

2.2.2. SOXHLET

Es un sistema de extraccion solido -liquido en el que la extraccion se
realiza en un equipo de vidrio que consta de tres partes, un matraz de
fondo plano, un cuerpo extractor y un refrigerante. En el cuerpo
extractor se coloca la droga, generalmente envuelta en material
poroso que permita el contacto con el disolvente. En el matraz de
fondo plano se coloca el disolvente que lleva a ebullicién y los
vapores del disolvente ascienden por el tubo lateral y llevan al
refrigerante donde condensan y caen sobre la droga situada en el
cuerpo extractor. Cuando el cuerpo extractor se llena de liquido
extractivo este se vacia por el sifon lateral interno y desemboca al
matraz inferior. El disolvente se va reciclando durante el proceso
mientras que los principios activos se van concentrando en el matraz

inferior 2,

3. INFLAMACION

Es la respuesta, del sistema inmunolégico de un organismo, al dafio causado a sus
células y tejidos vascularizados. Presentando signos como el dolor, calor, rubor y

edema, ademas de pérdida de funcionalidad?.
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La inflamacion puede ocasionarse por agentes lesivos como:
* Biologicos. Bacterias, virus, hongos, parasitos.

* Quimicos. Se deben considerar, los productos industriales acidos y alcalis,
sustancias que, por ser de uso comin o cotidiano, pasan desapercibidas como

generadoras de procesos inflamatorios, por lo que en este rubro se incluyen:

— Avrticulos de uso personal: desodorantes, lociones, tintes, cosméticos, etcétera.
— Articulos de wuso doméstico: detergentes, pegamentos, desinfectantes,

insecticidas, aromatizantes.
— Productos alimenticios: Elementos utilizados en la conservacion, el

procesamiento, la industrializacion de bebidas y alimentos (sustitutos artificiales,

saborizantes, colorantes, acidos, conservadores).

— Medicamentos: La automedicacion, asi como la polifarmacia y la falta de
cuidado por parte del médico que, en ocasiones, se olvida de indicar al paciente
medidas que contrarresten los efectos nocivos de algunos farmacos.

— Alcohol, tabaco y contaminantes ambientales.

* Fisicos. Principalmente los relacionados con traumatismos, cirugias, quemaduras

y radiaciones °.
3.1. CLASIFICACION DE LA INFLAMACION

La clasificacion de la inflamacion se realiza tomando en cuenta el tiempo de

duracion:
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3.1.1. INFLAMACION AGUDA

Este tipo de inflamacion es una respuesta inmediata al agente
agresor cuya finalidad es liberar mediadores de defensa del
organismo en el area de la lesion cuyo comienzo es rapido y cursa
una duracion corta. Presenta como signos diferenciales la

vasodilatacion local y aumento de la permeabilidad capilar %'

3.1.2. INFLAMACION CRONICA

Es un proceso prolongado, existiendo en ese tiempo destruccion
tisular, inflamaci6n activa y un repetitivo intento de reparacion. En
la cual existen signos de degeneracion y fibrosis en los tejidos

afectados ?’.

3.2. FISIOPATOLOGIA DE LA INFLAMACION

Para el estudio, cualquier agresién local a un organismo desencadena
respuestas en diversas fases, todas estas tienen como fin aumentar el flujo
sanguineo hacia la zona donde se produjo el dafio, facilitar la migracion de
células inflamatorias, propiciar y activar a las propias células inflamatorias

con el fin de combatir asi el proceso lesivo. Estas fases son:

3.2.1. CAMBIOS VASCULARES

Este primer proceso inflamatorio tiene como prop6sito maximizar el
traslado de los leucocitos al sitio de la lesion. Inicia con la dilatacion
arteriolar y capilar que va precedida por un espasmo transitorio de
hasta 3 a 5 segundos, dicha dilatacion explica el eritema y el calor en
el sitio lesionado, esta dilatacion vascular es regulada por mediadores
quimicos, la histamina y el &cido nitrico son los principales. Esto
produce un aumento de la presion hidrostatica intravascular que
favorece la salida de liquidos y moléculas de bajo peso molecular
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desde el interior del vaso hacia el intersticio (transudado); esté perdida
de liquido en los vasos lleva a la concentracién de eritrocitos (estasis),
a medida que evoluciona la estasis se va desplazando a los leucocitos
a la periferia (marginacion), donde las células del endotelio,
principalmente las vénulas, se contraen con la subsiguiente separacion
de las uniones intercelulares, llevando a la adhesion y salida posterior

de leucocitos al intersticio 8.

3.2.2. CAMBIOS CELULARES

Se refieren al paso que hay desde la marginacion de los leucocitos, en
los vasos sanguineos, hasta su llegada al tejido. Los siguientes pasos
principales:

3.2.2.1. Marginacion: Como ya se describio, dentro de los cambios
vasculares los eritrocitos disminuyen su velocidad y se agrupan al
centro de los vasos (estasis) y dejan a los leucocitos en la periferia o la

pared vascular, fenémeno que se conoce como marginacion 2.

3.2.2.2. Rodadura: Se refiere a una adhesion transitoria de los
leucocitos al endotelio vascular, facilitando ain mas la agregacion de
células nucleadas. Esto principalmente se debe a moléculas de
adhesion conocidas como selectinas que se encuentran en las células

del endotelio, las cuales se unen a su ligando en el leucocito 28,

3.2.2.3. Adhesion: Una vez que los leucocitos pasen a la fase de
rodadura se unen con fuerza al endotelio vascular a través de
moléculas de adhesion vascular (en el endotelio) de la familia de las
inmunoglobulinas denominadas I-CAM-1 (moléculas de adhesién
intercelular) y VCAM-1 (moléculas de adhesion vascular) por medio

de glucoproteinas transmembrana conocidas como integrinas (en el
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leucocito). Es de suma importancia mencionar que la expresion,
afinidad entre moléculas y receptores, son mediadas por otras

moléculas conocidas como citosinas .

3.2.2.4. Transmigracion o diapédesis: Se describe con este término
a la migracion de los leucocitos a través de las células endoteliales
asistidas por moléculas de adhesion modificadas, la principal es la
PECAM o0 CD 312,

3.2.2.5. Quimiotaxis: Una vez que las células nucleadas salen de la
luz de los vasos, deben dirigirse al tejido lesionado o agredido a través
de sustancias y mediadores quimicos o quimio atrayentes que sirven
de “guia” a dichas células. Las sustancias quimio atrayentes pueden
ser propias del organismo, como las citocinas, productos del
metabolismo del acido araquidonico, factores del complemento o de
patégenos externos como ciertas sustancias conformacionales de las

bacterias 8.

Una vez que los linfocitos llegan al sitio de la lesién por medio de la
quimiotaxis, estos reconocen mediante sus receptores de membrana
las estructuras de microbios, complejos inmunes Yy citosinas
especificas para que, por medio de interacciones moleculares
adecuadas, los linfocitos se activen. Este proceso implica una serie de
eventos en cadena que se inician en la membrana celular, prosiguen

en el citoplasma y terminan en el ntcleo %8,

La activacidn de los leucocitos se inicia cuando los distintos tipos de
receptores reconocen tanto componentes de los microorganismos
como moléculas y complejos inmunes. Una vez activados los
leucocitos, estos producen citosinados (reguladores y amplificadores
de la respuesta inmune) o factores citotoxicos (productos del
metabolismo del &cido araquidonico y vaciamiento de encimas

lisosomales) 28
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3.2.2.6. Fagocitosis: Una vez que los leucocitos llegan al sitio de
mayor concentracion de factores quimiotacticos, como ya se
menciono, el proceso siguiente es la activacion, la cual comienza con
la identificacion de la particula extrafia o germen con el fin de ser
eliminado o fagocitado. El reconocimiento y adhesion del
microorganismo o célula dafiada es por medio de receptores
especificos. Este proceso puede darse en ausencia 0 en presencia de

opsoninas &

El reconocimiento no opsonico consiste en que ciertos receptores
reconocen moléculas especificas presentes en la célula o particula
blanco, es decir, el leucocito se une a su célula blanco sin necesidad

de mediadores 2.

El reconocimiento mediado por opsoninas se realiza cuando los
receptores reconocen el antigeno que esta “marcado” (opsonizado)
con moléculas llamadas opsoninas, como son los factores del

complemento (C3b) e inmunoglobulinas 8.

Aungue la inflamacidén es un fenémeno biolégico adquirido durante la

evolucion, cuyo propésito es eliminar o limitar el dafio y repararlo.

El proceso de reparacion se puede iniciar dentro de las primeras 24 h
de ocurrido el estimulo, cuando los macréfagos empiezan a cumplir
con su labor de “limpieza” al digerir los restos celulares, bacterias,
tejido necrotico, etc. Al mismo tiempo, se inicia la proliferacion de
células endoteliales y fibroblastos que van a formar vasos nuevos
mediante estimulos de angiogénesis para tratar de restaurar la
circulacion y depositar colageno y proteoglicanos para reparar el
intersticio. A la neo vascularizacién que acompafa a los fibroblastos y
al infiltrado inflamatorio se le denomina tejido de granulacion. El
proceso de reparacion se sobrepone al de inflamacion, y la primera

culmina con la cicatrizacion o restauracion del tejido lesionado 28,
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3.3. MEDIADORES QUIMICOS DE LA INFLAMACION

3.3.1. AMINAS VASOACTIVAS

Histamina: es el mediador de la fase aguda y se encuentra almacenada en
granulos de células cebadas, basofilos y plaquetas. Es secretada en respuesta
a lesiones de tipo fisico, como los traumatismos, el frio o el calor; o ante la
presencia de agentes inflamatorios como son moléculas del complemento

(C3a, C5a), proteinas lisosomales e interleucinas (IL). 2

Serotonina: es una amina vasoactiva presente en las plaquetas, se activa

cuando las plaquetas entran en contacto con el colageno y la trombina.

3.3.2. METABOLITOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO

Debido a que el nivel intracelular de acido araquidénico libre es muy bajo, la
célula debe implementar un mecanismo enzimatico que le permita disponer
de él, como substrato para la produccion de eicosanoides.

El AA es un acido graso poliinsaturado de 20 carbonos, derivado del acido
linoleico, se encuentra en la dieta o incorporado a la fosfatidilcolina o
fosfatidilinositol, fosfolipidos estructurales de las membranas plasmaticas de

todas las células?.

El AA se libera por accion de las fosfolipasas (pueden ser estimuladas por
diversos factores como mecéanicos, quimicos y fisicos). Una vez liberado, el

AA puede metabolizarse por dos vias?®:

Las ciclooxigenasas (la forma constitutiva COX-1 y la inducible COX-2)
generan intermediarios que, después de ser procesados por enzimas
especificas, producen las prostaglandinas (PGD2) producido por mastocitos,
(PGE2) por macrofagos, células endoteliales y los tromboxanos (TXA2, el
principal metabolito del AA generado por las plaquetas); el endotelio
vascular carece de tromboxano sintetasa, pero posee una prostaciclina

sintetasa, y, por tanto, genera prostaciclina (PGI12).
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El segundo camino que puede seguir el acido araquidonico es el de las
lipooxigenasas; aquel es convertido en una serie de acidos peroxidados que

corresponden a los leucotrienos y las lipoxinas?.

Los eicosanoides (derivados del &cido araquiddnico) sirven como sefiales
intracelulares o extracelulares en una gran variedad de procesos bioldgicos,

entre ellos la inflamacion y la hemostasis. Sus efectos principales son?®:
« Prostaglandinas (PGD2, PGE2): Vasodilatacion, dolor y fiebre.

* Prostaciclinas (PGI2): Vasodilatacion e inhibicion de la agregacion

plaquetaria.

» Tromboxanos (TXA2): Vasoconstriccion y activacion de la agregacion

plaquetaria.

« Leucotrienos: LTB4 es quimiotactico y activador de los neutréfilos; los
otros leucotrienos son vasoconstrictores, inducen el broncoespasmo y
aumentan la permeabilidad vascular (mas potentes que la histamina).

« Lipoxinas: Vasodilatacién, inhibicion de la adhesion de los neutrofilos;
estos metabolitos del AA producen una disminucién de la inflamacion, por lo
que intervienen en la detencion de la misma; a diferencia del resto de los
derivados del AA, necesitan dos tipos celulares para ser sintetizados: los
neutréfilos que producen intermediarios de la sintesis, que son convertidos en

lipoxinas por las plaquetas al interactuar con los neutréfilos 2.

3.3.3. SISTEMA DE COMPLEMENTO

- Son proteasas plasmaticas constituido por 20 proteinas, las cuales se
encuentran en mayor concentracion en el plasma.

- Actua en la inmunidad innata y adquirida.

- Los factores derivados afectan en: Fendmenos vasculares, adhesion,
quimiotaxis, activacion de leucocitos y fagocitosis 8.
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3.3.4. OXIDO NITRICO

Otro de los mediadores que puede producirse en el sitio lesionado es el
oxido nitrico (NO), liberado en este caso por células endoteliales en
respuesta al estimulo lesivo. Su accion principal es la vasodilatacion a
través de la relajacion del masculo liso de la pared vascular. Se sintetiza a
partir de L-arginina, oxigeno molecular, nicotinamida-adenina dinucledtido
fosfato reducido (NADPH) y otros cofactores, por accién de la enzima
oxido nitrico sintasa (NOS). La NOS endotelial es activada rapidamente por

el aumento del calcio citosélico %°.

4. FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS

En farmacologia existen dos grandes grupos importantes de agentes
antiinflamatorios:

4.1. FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS (AINE)

Los antiinflamatorios no esteroideos (abreviados AINE) son un grupo variado
y quimicamente heterogéneo de farmacos antiinflamatorios, analgésicos y
antipiréticos. Todos inhiben la enzima ciclooxigenasa. como consecuencia se
inhibe la formacién de prostaglandinas (particularmente PGE y PGL) a partir

del acido araquidénico®.

Seguidamente describiremos un AINE de uso tdépico de interés para este

proyecto de investigacion:
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4.1.1. Diclofenaco

Es un farmaco derivado del acido fenilacético, es uno de los AINES que més

se utiliza en el mercado.

4.1.1.1. Mecanismo de accion

Inhibe la enzima ciclooxigenasa *°.

4.1.1.2. Aplicaciones terapéuticas

Alivio local del dolor y la inflamacién leves, pequefias contusiones,
golpes, distensiones, torticolis u otras contracturas, lumbalgias y

esguinces leves (torcedura)®.

4.1.1.3. Efectos secundarios
Irritacion local ligera o moderada, enrojecimiento, erupcion cutanea,

picor y sensacion de quemazon.®®

4.2. LOS ANTIINFLAMATORIOS ESTEROIDES O GLUCOCORTICOIDES

Los glucocorticoides o corticosteroides son un grupo de farmacos
antiinflamatorios, antialérgicos e inmunosupresores que, derivados del cortisol
o hidrocortisona, esta hormona producida por la corteza adrenal. Son
poderosos antiinflamatorios, pero presentan reacciones adversas que a afectan

casi todo el organismo especialmente tras la terapia sistémica 3.
Las reacciones adversas mas frecuentes son:

e En la terapia aguda produce estimulacion del SNC que conduce a
cuadros psicoticos e insuficiencia adrenal aguda por supresion brusca
de la terapia corticoide cronica, situacion que puede ser mortal pues

provoca desbalance autonémico “°.
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e En la terapia crénica se refleja por supresion del eje hipotalamo-
hipofiso-adrenal (HPA), el aspecto Cushing con obesidad central,
hiperglobulia, hiperglucemia e hipercolesterolemia, tendencia a
infecciones oportunistas y virales, osteoporosis u osteonecrosis, pérdida
de masa muscular, depresion, disforia, insomnio, trastornos digestivos
variados, edemas por retencion de Na+ y agua (con riesgo de
hipertension y/o insuficiencia cardiaca en pacientes predispuestos) y
alteraciones cutaneas (acné, estrias, hirsutismo, equimosis). Estas
sustancias pueden producir ademas hipokalemia, trastornos
reproductivos (amenorrea, infertilidad), cataratas, aumento de presién

intraocular e hipertension endocraneana benigna.

Algunos pacientes con enfermedades cronicas (asma, reumatismo) se hacen
dependientes de los corticoides, dificultando su sustitucidn por otros farmacos.
El consumo pediatrico prolongado puede producir retardo en la estatura 3%

5.  FORMA FARMACEUTICA TOPICA EN LA QUE SE PRESENTA EL
DICLOFENACO

5.1. GELES

Los geles son formas farmacéuticas de consistencia semisélidos habitualmente
transparentes, uniformes y facilmente deformables. Los geles son ricos en
liquido, generalmente no tienen aceites grasos y presentan dos fases. La fase
dispersante que es un liquido y la fase dispersa que es un gelificante, que
habitualmente es un polimero generador de estructura. Esta fase dispersa suele
formar con el dispersante al inicio una solucion coloidal. Los geles se aplican
sobre las membranas mucosas, no tienen poder de penetracion, por eso se

utilizan para ejercer accion topica (de superficie) 2.

5.1.1. CLASIFICACION DE LOS GELES

Podemos clasificar los geles dependiendo de diversos aspectos:
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5.1.1.1. CLASIFICACION POR SU COMPORTAMIENTO
FRENTE AL AGUA

a. Geles hidrofilos o hidrogeles:

Se elaboran con excipientes hidréfilos como el agua, glicerina,
propilenglicol u otros liquidos hidrofilicos. Gelificados por sustancias
de tipo poliméricas como goma tragacanto, almidén, derivados de la
celulosa, polimeros carboxivinilicos o silicatos de aluminio y

magnesio®.

b. Geles hidréfobos o lipogeles:

Llamados también oleogeles. Son geles que estan constituidos por
excipientes como la parafina liquida adicionada de polietileno o por
aceites grasos gelificados por anhidrido silicico coloidal o por jabones

de aluminio y zinc. *.

5.1.1.2. CLASIFICACION POR EL NUMERO DE FASES EN QUE
ESTAN CONSTITUIDOS
a. Geles monofasicos

En estos casos estan constituidos por una sola fase que es un medio
liguido o liquidos miscibles: agua-alcohol y solucién hidroalcohdlica,

aceite y etc.

b. Geles biféasicos

Estan compuestas por dos fases liquidas inmiscibles, formandose una

estructura transparente con propiedades de semisolido 3.
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5.1.1.3. CLASIFICACION DE LOS GELES POR SU VISCOSIDAD

- Geles fluidos

- Geles semisdlidos

- Geles solidos (formulacion de los sticks desodorantes y colonias
s6lidas®

5.1.1.4. CLASIFICACION DE LOS GELES POR SU ESTRUCTURA

a. Geles elasticos

Un gel tipico elastico es el de gelatina debido a que las soluciones de
gelatina en agua y /o glicerina forman geles al enfriarse y se derriten al
calentarse. Estos geles se usan en farmacia como geles de glicerogelatinas
y bases para supositorios. Otras sustancias que dan geles elasticos siempre

que no sean demasiado diluidas son: agar, almidon, pectina 3.

b.  Geles no elasticos:

El gel no elastico mas conocido es el del acido silicico o gel de silice. Se
obtiene mezclando soluciones de silicato de sodio con &cido clorhidrico en
concentraciones apropiadas. Los geles no elasticos no tienen imbibicion o

hinchamiento, pueden absorber liquidos sin cambio de volumen 34,

5.1.2. COMPONENTES A CONSIDERAR PARA LA FORMULACION DE
UN GEL

a. Polimero de alto peso molecular

Es un importante agente espesante y gelificante; es una sustancia muy
hidrofilica, soluble en agua, alcohol y disolventes polares. Sus
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propiedades como espesante son eficaces en un rango de pH que va
desde 5-10; estos pueden ser: Carbopol, carboximetilcelulosa,

metilcelulosa, etc .

b. Principio activo antiséptico

Es el agente que impide la proliferacion de microorganismos en los
tejidos corporales previniendo las infecciones causadas por

microorganismos un ejemplo de ello es el etanol °

c. Humectantes

Su funcién es hidratar el producto y evitar que pierda agua el preparado,
ademas de coadyuvar al carbdmero debido a que le da mas
extensibilidad a la pelicula formada y la hace menos quebradiza los

humectantes usados son glicerina, propilenglicol, etc .

d. Reguladores de pH

Se utiliza como ingrediente para balancear el pH en preparaciones

cosméticas, de higiene y en productos de limpieza, ej. Trietanolamina *°.

e. Disolvente

Es el componente que se encuentra en mayor concentracion ya que es el

medio que nos permite la formacién del mucilago *°.
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
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1. LUGAR DE INVESTIGACION

El presente proyecto de investigacion, incluyendo la obtencién de extractos,
investigacion cromatogréfica se realizd en los laboratorios H-103, H-104 y el
estudio en animales de experimentacion se realizd en el bioterio de la Universidad

Catolica Santa Maria.

2. DISENO EXPERIMENTAL

El presente trabajo es un estudio prospectivo, experimental donde se realizaron
diferentes extractos por los métodos de soxhlet y maceracion. Estos se evaluaron
inicialmente en un modelo de inflamacion (etapa piloto). Para este estudio, los
animales de experimentacién fueron 16 ratas de la especie Rattus Rattus de la raza
“Holtzman” machos, con un peso entre 180-270 g, con una edad alrededor de 6
meses. Dichas unidades bioldgicas fueron sub-divididos en 4 grupos de 4

animales cada uno.

Luego se procedio a formular geles conteniendo 10 %, 20 % y 30 % del extracto de
Mentha spicata L. “Hierba buena “que obtuvo el mayor efecto antiinflamatorio en
la etapa piloto. Posteriormente se evaluaron los diferentes geles en una etapa
experimental con unidades biologicas que cuentan con las mismas caracteristicas
mencionadas anteriormente. En esta etapa, se utilizé 25 ratas, subdivididas en 5
grupos de 5 animales cada uno, un grupo por cada formulacién mas un control

positivo y un control negativo.
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FIGURA 3. Diagrama del disefio experimental
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3. MATERIALES

3.1. MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1. UNIDAD BOTANICA: Para el presente trabajo de investigacion se

utilizo las hojas secas de Mentha spicata L. “Hierba buena”.

3.1.2. UNIDAD BIOLOGICA: Se utilizaron un total de 41 ratas machos,
sanos con un tiempo de vida de 6 meses de edad, con un peso entre 180-270
g, de la especie Rattus Rattus de la raza “Holtzman”, tanto para etapa piloto
y la etapa experimental. Los animales de experimentacion fueron sometidos
a una adaptacién estandarizada en cuanto a las condiciones ambientales
(factores externos ambientales adecuados para realizar una Optima
investigacion); su alimentacion en base a maiz blanco y agua en
proporciones iguales y suficientes para que puedan alimentarse a voluntad
propia, todo esto fue suministrado por el bioterio de la Universidad Catélica
de Santa Maria.

3.2. MATERIAL DE LABORATORIO

3.2.1. MATERIAL DE VIDRIO

- Probetas 10 mL, 50 mL y 100 mL

- Pipetas1 mL, 2 mL,5 mL y 10 mL

- Baguetas

- Embudo de vidrio

- Vasos precipitados 50 mL, 100 mL, 200 mL y 500 mL
- Varillas

- Capilares

- Termometro

- Cuba cromatografica

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM -  DESANTA MARIA

- Baldn de 250 mL.

3.2.2. EQUIPOS DE LABORATORIO

- Balanza analitica (Ohaus pionner Tm)

- Equipo de extraccion Soxhlet

- Cocina eléctrica

- Lémpara de luz ultravioleta (Camag)

- Rotaevaporador (Buchz Switzerland R-114)
- Pletismometro digital LE7500

- Espectrofotometro (Shimadzu UV 160)

- Estufa esterilizadora 854 (Shwabach —Germany)

3.2.3. REACTIVOS Y FARMACOS

- Etanol al 70% (Diproquin)

- Cloroformo (ACS J.T. Baker)

- Eter de petroleo (ACS J.T. Baker)
- Acetato de etilo (J.T Baker)

- Acido formico (Merck)

- Metanol (Merck)

- Agua destilada

- Cloruro férrico (Merck)

- Cloruro de aluminio (Riedel-D-Haen)
- Carragenina

- Carbopol 940

- Metilparabeno (Nequinsa)
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- Propilenglicol (Merck)
- Trietanolamina (Merck)
- Solucion de Triton

- Diclofenaco 1% (Genfar)

3.2.4. OTROS MATERIALES

- Mortero de porcelana

- Espatula

- Propipetas

- Papel filtro

- Placas cromatograficas
- Pabilo

- Guantes

- Barbijos

- Mandil

- Jeringas de 1mLy 10 mL
- Picetas

- Frascos de color @mbar
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4. METODOS

4.1. RECOLECCION Y ACONDICIONAMIENTO DE LA PLANTA

4.1.1. RECOLECCION

El material vegetal fueron las hojas de Mentha spicata. L “Hierba buena”
procedente del distrito de Tiabaya de la ciudad Arequipa, las cuales fueron

recolectadas en el mes de marzo.

4.1.2. SELECCION Y LAVADO

La seleccion fue minuciosa para poder separar las hojas que se encontraban en
buen estado. Después, se procedié a lavar mediante flujo continuo de agua
potable hoja por hoja y luego se les dejo escurrir.

4.1.3. DESECACION

Una vez realizada la seleccién y el lavado de las hojas, la desecacion se realizd
a temperatura ambiente por 3 dias, protegido de la luz.

4.1.4. TRITURACION

Después de secar las hojas de la Mentha spicata L. “Hierba buena”, se les
trituro con ayuda de un mortero de porcelana retirando cualquier impureza
(ramas). El proceso se realizd hasta la obtencion de un polvo con un grado de
trituracion moderada (tamiz N° 8) con el fin de aumentar la superficie de

contacto entre el solvente utilizado y la muestra.

4.1.5. ALMACENAMIENTO

Las hojas pulverizadas se almacenaron en frascos de vidrios ambar y se

rotularon.
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4.2.  METODOS PARA LA OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

4.2.1. EXTRACCION POR SOXHLET

4.2.1.1. FUNDAMENTO

Es un método de extraccion continua en caliente que se utiliza para
materiales sélidos. Generalmente se emplea solventes con puntos de
ebullicién bajos para evitar la degradacion de la muestra. Consiste en
colocar el material vegetal a extraer, previamente triturado y pesado en un
cartucho de celulosa, que se introduce en la cAmara de extraccion conectada
por una parte a un balén de destilacion y por otra a un refrigerante. El
disolvente contenido en el balén se calienta a ebullicién, asciende por el
tubo lateral y se condensa en el refrigerante, cayendo sobre el material.
Cuando alcanza el nivel adecuado sifona por el tubo regresando al balén. El

proceso se repite hasta conseguir el agotamiento del deseado material 3.

4.2.1.2. PROCEDIMIENTO

1) El equipo y materiales a utilizar se lavaron, posteriormente se hacen

secar al medio ambiente.

2) Se procedio a pesar 10 g de muestra triturada de hojas de Mentha
spicata L. “Hierba buena”, seguidamente se empaquetd en una hoja de
papel filtro, llamado también cartucho poroso. Este fue colocado en el

extractor del equipo soxhlet.

3) En el balon del equipo extractor se coloc6 150 mL de los solventes
indicados para cada extraccion (éter de petroleo, cloroformo y etanol al
70%).
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4) Luego se procedié a armar el equipo a bafio Maria, la temperatura
siempre controlada para que no exceda la temperatura de ebullicion del

solvente.

5) Posteriormente se inici0 la extraccion con éter de petrdleo una
temperatura de 35- 60°C por un tiempo de 6 horas, con cloroformo a
una temperatura de 61.2°C por un tiempo de 4 horas y con etanol al
70% a una temperatura de 78°C por un tiempo de 6 horas, tiempo

considerado®® para la extraccion de los principios activos.

6) Terminado todo el proceso extractivo se procedi6 a retirar el cartucho
del cuerpo extractor y desarmar el equipo.

7) Luego se evaporo el solvente del extracto en un rotaevaporador.

8) Finalmente se realiz6 el calculo de porcentaje de rendimiento.

Figura 4. Obtencion del extracto de Mentha spicata L.

Fuente: Elaboracion propia
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4.2.2. EXTRACCION POR MACERACION

4.2.2.1. FUNDAMENTO

Es una extraccion que se realiza a temperatura ambiente. Consiste en
remojar el material vegetal, debidamente fragmentado en un solvente hasta
que éste penetre y disuelva los compuestos solubles. El solvente puede ser
agua o etanol, aunque se prefiere el etanol puesto que a largos tiempos de
extraccion el agua puede propiciar la fermentacion o la formacién de
mohos. Se puede utilizar cualquier recipiente con tapa que no sea atacado
por el solvente. En el recipiente se colocan el material vegetal con el
solvente, se tapa y se deja en reposo por un periodo de 2 a 14 dias con
agitacion esporadica. Luego se filtra el liquido, se exprime el residuo, se
recupera el solvente en un evaporador rotatorio y se obtiene el extracto ¥.

4.2.2.2. PROCEDIMIENTO

1)  El equipo y materiales a utilizar se lavaron, posteriormente se hacen

secar al medio ambiente

2)  Se procedi6 a pesar 6 g de muestra triturada de las hojas de Mentha
spicata L. “Hierba buena” y se deposito en los recipientes dispuestos
para tal fin, se adicion6 150 mL del solvente, etanol al 70%, hasta

cubrir completamente el material vegetal, se agitd y tapé.

3)  Se dej6 reposar por un periodo de 7 dias, agitando cada 8 horas el

contenido.
4)  Seobtuvo el extracto y se filtré el producto.
5)  Luego se evaporo el solvente del extracto en un rotaevaporador.

6) Finalmente se realizo el calculo de porcentaje de rendimiento.
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Fuente: Elaboracion propia

4.3. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DEL
EXTRACTO BLANDO

4.3.1. FUNDAMENTO

El porcentaje de rendimiento de extraccion (%RE) se fundamenta en la
obtencion del extracto concentrado después de la evaporacion del solvente a

una temperatura adecuada en bafio maria.

4.3.2. PROCEDIMIENTO

Los extractos de éter de petroleo, cloroformo y etanol al 70 % obtenidos por
soxhlet y el extracto etanolico al 70% obtenido por maceracién, fueron
filtrados, evaporados en un rotaevaporador y seguidamente se procedio a su
evaporacion a bafio Maria en un vaso precipitado previamente pesado.

Se procedio6 enfriar y secar los vasos precipitados con los distintos extractos
blandos, para posteriormente pesarlos hasta que presenten peso constante y
proceder a registrar sus masas.

Posteriormente se calculé el porcentaje de rendimiento.
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Figura 6. Extracto blando: A: Extracto obtenido por soxhlet y B: Extracto

obtenido por maceracion

A
Fuente: Elaboracion propia
Calculo
Pf
% EB = — x 100
Pi
Donde:

— % EB: porcentaje del extracto blando
— Pf. peso final

— Pi:  peso inicial
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4.4. ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

4.4.1. METODO:

Cromatografia en capa fina (CCF)

4.4.2. FUNDAMENTO

En la cromatografia en capa fina (CCF), se utiliza una placa recubierta con
el adsorbente (fase estacionaria) en forma de una capa delgada, de espesor
constante, adherida sobre un soporte rigido, que puede ser una placa de
vidrio, aluminio o poliéster. Hay adsorbentes que contienen un indicador de
fluorescencia para facilitar la identificacion de muestras. Si no se usa
indicador y los componentes no son coloridos, se requeriran otras técnicas
de revelado. El eluyente (fase mévil) ascendera por capilaridad por la placa
y arrastrara los componentes en forma diferenciada a lo largo de ésta,
produciendo “manchas” de los diferentes componentes. El grado de elucién
de las sustancias dependera tanto de su propia polaridad como de la
polaridad del eluyente utilizado 3.

FACTOR DE RETRASO O RETENCION

El constante Rf (factor de retencion) es la manera de expresar la posicion de
un compuesto sobre una placa y mide la retencion de un componente. Se
define como la distancia recorrida por el compuesto, que se mide
generalmente desde el centro de la mancha original hasta donde se ha
desplazado, sobre la distancia del frente del disolvente o fase movil. Para
que los Rf sean reproducibles deben ser fijadas una serie de condiciones
como el tipo de absorbente, eluyente, asi como las condiciones de la placa,

temperatura, vapor de saturacion, etc®,
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Para calcular el Rf se aplica la siguiente expresion:

distancia recorrida por el compuesto (X)

Rf =

distancia recorrida por el eluyente (Y)

4.4.3. PROCEDIMIENTO

— Se procedio a preparar las placas de silica gel (fase estacionaria) con

dimensiones de 2 x 10 cm.

— Una vez cortadas las placas se traz6 suavemente una linea con un lapiz en

cada borde dejando 1 cm en la parte inferior.

— Luego se procedi6 a realizar el sembrado respectivo con los capilares ya

cargados del extracto a sembrar.

— Por otro lado, se prepard la fase mévil en una cuba cromatogréafica con los

solventes necesarios para determinar los metabolitos secundarios.

— Terminada la siembra y saturada ya la cuba cromatogréafica se procedié a
introducir la placa cromatogréafica en la cuba para que el solvente ascienda
por capilaridad y lleve consigo las moléculas que segln su afinidad se

moveran en la fase estacionaria en un tiempo determinado.

— Al terminar la corrida cromatografica se observo bandas de distintos
colores segun el tipo de grupo de metabolitos secundarios que se esté

aislando.

—  Se retir0 la placa cromatogréafica de la cuba y cuidadosamente se marco
hasta donde corrio la fase movil luego se dejo secar a temperatura

ambiente.

— Finalmente se procedi6 a la identificacion de metabolitos secundario
usando reveladores y una fuente de luz UV.
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A continuacion, en la tabla 1 se muestran las fases moviles y reveladores, asi como
las interpretaciones de los colores a observar en el transcurso del desarrollo del

presente proyecto.

Tabla 1. Fases mviles y reveladores

Metabolito Fase mavil Revelador Colores
secundario caracteristicos
Flavonoides | Acetato de AICI3 1% Verde, amarillo, rojo,
etilo: acido azul, colores
formico: agua presuntivos que
(8.8:0.6:0.6) indican la aparicion
de flavonoides.
Taninos Acetato de FeCls 5% azules, verdes y
etilo: metanol rojizas, que indican la
(8:2) aparicién de taninos

Fuente: Bramhi et al 2*y Chavez J,Sucari F.*

4.5. ELABORACION DEL GEL A BASE DEL EXTRACTO BLANDO DE Mentha

spicata L. “Hierba buena”

4.5.1. COMPUESTOS PARA LA FORMULACION DEL GEL TOPICO

Extracto blando de Mentha spicata L “Hierba buena”
— Carbopol 940

— Propilenglicol

— Metilparabeno

— Trietanolamina

— Agua destilada c.s.p.
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4.5.2. PREPARACION

1) Para la apropiada elaboracion del gel, primero se limpi6é los materiales

necesarios para la preparacion.

2) Luego se identificd, peso y rotulo los componentes involucrados para la

preparacion del gel.

3) Teniendo todos los materiales y reactivos listos se procedié a preparar
carbopol 940, propilenglicol y metilparabeno que fueron dispersados en
agua destilada agitando hasta obtener una homogenizacién y dejar en
reposo durante 24 horas para lograr una buena estabilizacion.

4) A esta mezcla se le adiciono el extracto blando de Mentha spicata L.

“Hierba buena”.

5) Finalmente se neutraliza con trietanolamina hasta que pH 6.5, adquiriendo

la caracteristica de un gel.

6) El gel obtenido de Mentha spicata L. “Hierba buena” se envasé en un
recipiente adecuado para evitar su exposicion a la luz y degradacion.

4.6. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

4.6.1. METODO

Edema sub plantar inducido por carragenina.

4.6.2. FUNDAMENTO

El método de edema sub plantar por carragenina fue descrito por primera vez
por Winter and Porter(1957) y posteriormente modificado por Sughisita et al.,
1981. Ha sido uno de los métodos de mayor utilidad en la discriminacién de

farmacos antiinflamatorios por su sencillez y reproducibilidad. Consiste en la
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administracion subcutanea de una pseudo solucion de carragenina (un muco
polisacérido sulfatado extraido del alga marina Chondrus crispus y Gigartina
stellata) a nivel de la aponeurosis plantar de la rata o del raton. El producto a
ensayar se puede administrar por diferentes vias sea intraperitonal, oral, etc. La
respuesta promovida por la carragenina (CA) es de tipo bifasica. La primera
fase es mediada a traves de la liberacion de histamina, serotonina y quininas,
mientras la segunda fase estd asociada a la liberacion de prostaglandinas,
bradiquinina, proteasa y lisosoma, con un efecto maximo que se presenta

alrededor de 3 h de la inyeccion de carragenina .

Preparacion de carragenina Al 1%

- Se pes6 0.05 g de carragenina y se diluyo en 5 mL de suero fisioldgico.

- Preparada ya la solucion se inyecto 0.1 mL del agente inflamatorio en la
region SP de la rata.

4.7.  MEDICION DEL GRADO DE INFLAMACION EN RATAS

4.7.1. METODO

En esta prueba se utilizara el equipo pletismémetro

4.7.2. FUNDAMENTO

El Pletismémetro Digital LE 7500 es un instrumento utilizado para determinar
la variacion de volumen de las extremidades de roedores. Este equipo mide la
variacion de nivel de liquido (solucion de tritdn) que se encuentra en la vasija
volumétrica del equipo) al introducir la extremidad en un depdsito. La prueba
del Pletismometro permite el seguimiento de la evolucion del proceso
inflamatorio inducido experimentalmente en la pata de roedores y asi detectar
las propiedades antiinflamatorias o anti edema de sustancias farmacoldgicas.
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Basicamente, el transductor de volumen se compone de 2 depésitos de
metacrilato interconectados (vasija volumétrica y sensora) y llenados con una
solucion conductora. La introduccion de la pata del animal en la vasija
volumétrica cambia el nivel de liquido y la conductividad entre dos electrodos
de platino previamente introducidos en la vasija sensora. Este cambio de
conductividad entre los dos electrodos genera una sefial de salida indicando el

valor del volumen desplazado y por consecuencia el volumen de la pata “°.

Preparacion de la solucion triton

La solucion tuvo una concentracion de 0.1% p/v de cloruro de sodio, es decir
1g de cloruro de sodio por litro de agua destilada. Se afiadié 15 gotas de triton

por cada litro de soluci6n

4.7.3. PROCEDIMIENTO
1) Se encendi6 la unidad control Led hold y se esper6 que “display” quedara
0.01 mL.

2) Se gir6 la valvula para que entre la solucion en la vasija volumétrica hasta

que alcanzo la marca de dicha vasija.
3) Se pulso el botén cero para indicar punto de partida (0.00 mL vol.).
4) Se calibro el instrumento presionando el boton “calibration”.
5) Se retir6 el calibre de la vasija volumétrica y se pulso a Zero.

6) Se introdujo el calibre de 3.00 ml y se pulso “calibration”, el display marco
3.00 ml.

7) Se retiro, el calibre de la vasija volumétrica, el display indico 0.00 ml.
8) Estando el display en 0.00 ml se introdujo la extremidad cuyo volumen se

desea determinar en la vasija volumétrica.
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4.8. GRUPOS DE ESTUDIO

48.1. ETAPA PILOTO

En la etapa piloto se evalué el efecto antiinflamatorio de los extractos obtenidos
por el método de soxhlet y maceracion. Para ello se utilizo 16 animales de
experimentacion que fueron sub-divididos en 4 grupos de 4 ratas cada uno como se

describe en la (tabla 2).

Tabla 2. Grupos de estudio para el plan piloto

Métodos Solvente NUmero de
animales
Soxhlet Eter de petréleo 4 ratas
Cloroformo 4 ratas
Etanol al 70% 4 ratas
Maceracion Etanol al 70% 4 ratas

Fuente: Elaboracion propia

4.8.2. ETAPA EXPERIMENTAL

En la etapa experimental se evalud el efecto antiinflamatorio de 3 geles
conteniendo diferentes concentraciones (10 %, 20 % y 30 %) del extracto
etandlico de Mentha spicata L. “Hierba buena” obtenido por el método de
maceracion. Para ello se utilizaron 25 animales de experimentacion que se
sub-dividieron en 5 grupos de 5 ratas cada uno como se describe en la tabla
3.
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Tabla 3. Grupos de estudio para el estudio experimental

3

Grupo Formulacion NuUmero de
animales
Control negativo Gel base 5 ratas
Control positivo Gel de Diclofenaco 5 ratas
1%

Grupo experimental Gel 10 % 5 ratas
1

Grupo experimental Gel 20 % 5 ratas
2

Grupo experimental Gel 30 % 5 ratas

Fuente: Elaboracion propia

4.8.3. PROCEDIMIENTO

1) Se distribuyd y se aclimato de forma aleatoria las ratas” Holtzman” machos.

2) Se procedié a marcar la pata de la rata a nivel de la aponeurosis para ver

hasta donde se introducird la pata en recipiente del equipo pletismometro

digital.

3) Se midio el volumen inicial de la pata.

4) Luego se administr6 0.1 mL de carragenina a través de una aguja

hipodérmica de 21x 1 % pulgada.

5) Para la inflamacion producida por la carragenina se esperd un tiempo de 3

horas previo al ensayo en el cual se logro la inflamacién maxima constante.

6) Se midi6 el volumen de la pata en el tiempo antes mencionado

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

7) Seguidamente se aplicO cada una de las muestras, extractos o geles, de
Mentha spicata “Hierba buena” tomando en cuenta la distribucion de los
grupos a trabajar.

8) Se procedid a medir el volumen de la pata a cada hora en el equipo

pletismometro.

5. TECNICAS PARA EL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

5.1. ESTADISTICA DESCRIPTIVA

5.1.1. MEDIDA DE TENDENCIA CENTRAL

Son indicadores estadisticos que muestran informacion respecto al valor
promedio de un conjunto de valores. Esta primera parte la dedicaremos a
analizar tres medidas de tendencia central:

5.1.1.1. MEDIA ARITMETICA:

La media aritmética es la medida de tendencia central mas utilizada y es
igual a lo que conocemos como promedio. Entonces la media es la suma
de los valores de todas las observaciones, dividida entre el namero de

observaciones realizadas.

L1X
N

media (x) =

5.1.1.2. MEDIDAS DE DISPERSION:

Parametros estadisticos que indican como se alejan los datos respecto de

la media aritmética. Sirven como indicador de la variabilidad de los
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datos. Las medidas de dispersion mas utilizadas son el rango, la

desviacion estandar y la varianza.

a. VARIANZA: Se define como la media de las diferencias
cuadraticas de n puntuaciones con respecto a su media aritmética, es
decir:

Esta medida es siempre una cantidad positiva, con propiedades
interesante para la realizacion de inferencia estadistica. Como sus
unidades son las del cuadrado de la variable, es mas sencillo usar su raiz

cuadrada, que es la que vemos en la siguiente seccién.

n

2 1 "
S°= HZ(Xl_ X)?

i=1

b. DESVIACION ESTANDAR: La desviacion estandar es la medida
de dispersion mas comun, que indica qué tan dispersos estan los datos
con respecto a la media. Mientras mayor sea la desviacion estandar,
mayor sera la dispersion de los datos.

El simbolo o (sigma) se utiliza frecuentemente para representar la
desviacién estandar de una poblacion, mientras que s se utiliza para

representar la desviacidn estandar de una muestra.
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5.2. ESTADISTICA INFERENCIAL

5.2.1. ANOVA

El andlisis de varianza en un método utilizado para estimar y probar hipétesis
respecto a las medias de las poblaciones, sin embargo, es necesario precisar que
las poblaciones respecto a las medias dependen de la magnitud de las varianzas

observadas.

5.2.2. PRUEBA DE HSD (DIFERENCIA VERDADERA SIGNIFICATIVA) DE
TUKEY

Es un test de comparaciones multiples desarrollado por tukey. Permite comparar
las medias de los t niveles de un factor después de haber rechazado la Hipétesis
nula de igualdad de medias mediante la técnica ANOVA. Es, por lo tanto, un
test que trata de perfilar, trata de especificar, una Hipétesis alternativa como la
de cualquiera de los Test ANOVA.
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En el presente proyecto de investigacion se buscé evaluar el efecto antiinflamatorio tépico
a partir de geles a base del extracto de las hojas de Mentha spicata L. en edema plantar

inducido por inyeccion SC de carragenina al 1 % en ratas “Holtzman” machos.

Los resultados se muestran a continuacion:

1. OBTENCION E IDENTIFICACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Se recolectaron ejemplares de Mentha spicata L “Hierba buena” procedente del
distrito de Tiabaya — Arequipa, las cuales fueron llevadas al Herbarium Areqvipense
(HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin donde fueron identificadas,

siendo los resultados los que se muestran a continuacion en la Tabla 4.

Tabla 4. Ubicacion Taxonomica identificada por el Herbarium Aregvipense (HUSA)

Ubicacién Taxonémica
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Genero Mentha L.
Especie Mentha spicata L.

Fuente: Elaboracion propia

El presente estudio se realizd con Mentha spicata L” Hierba buena” de la ciudad de
Arequipa debido a que aun no se han reportado estudios sobre la “Hierba buena”
procedente de esta ciudad. Ademas, un estudio anterior mostrd que las variaciones
en la composicién quimica de los extractos de Mentha spicata L. producidos a partir
de plantas cultivadas en diferentes paises podrian ser atribuidos a la variacion de

condiciones agroclimaticas (geogréaficas, climaticas, estacional) de las regiones, la
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etapa de madurez y el metabolismo de adaptacion de las plantas *°. Esto podria

explicar las variaciones en la cuantificacion de metabolitos secundarios presentes en

la Mentha spicata L. de diversos origenes 4,

2. OBTENCION DE EXTRACTOS POR DOS METODOS (SOXHLET Y

MACERACION)

21. METODO DE SOXHLET

Para la obtencion de extractos por soxhlet se procedi6 a pesar 10 g de muestra

la cual fue empaquetada en un cartucho poroso para luego ser sometido a

extraccidn con tres solventes diferentes, éter de petroleo y etanol al 70% por un

tiempo de 6 horas y cloroformo por 4 horas.

Culminado el tiempo, se evaporo la muestra en un rotaevaporador recuperando

los solventes y posteriormente se evapor6 el resto de solvente hasta peso

constante en bafio Maria para luego calcular los porcentajes de rendimientos

que se muestran en la Tabla 5. En esta tabla se puede observar que hay

diferencia en los rendimientos segun el tipo de solvente usado.

Tabla 5. Porcentaje de rendimiento obtenido en la extraccion por soxhlet (n=3)

Ensayo Porcentaje de rendimiento (%o)

Eter de Cloroformo Etanol al 70%
petréleo

1 2.80 7.80 20.66

2 1.80 9.40 19.40

3 2.30 10.20 23.20

Promedio + 2.30+0.50 9.13+1.22 21.09+1.94
S

Fuente: Elaboracion propia
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2.1.1. ELECCION DEL SOLVENTE ADECUADO PARA LA
EXTRACCION POR EL METODO DE SOXHLET

Posteriormente se procedié a realizar un analisis de varianza para determinar
estadisticamente la diferencia que existe en los rendimientos obtenidos por los

extractos.

Tabla 6. Anélisis de varianza de los rendimientos obtenidos por el solvente etanol al 70%,
cloroformo y éter de petroleo.

Analisis de varianza

Origen de Sumade | GL | Promedio F P Valor
las cuadrados de los critico
variaciones cuadrados para f

Entre grupos 542.52 2 271.26 148.23 | 7.81x1° 5.14

Dentro de 10.98 6 1.83
los grupos
Total 553.50 8

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 6 se muestra que el valor critico de F experimental (148.23) es mayor al
valor critico (5.14) por lo cual se concluye que al menos un grupo es diferente al
95% de confianza de los rendimientos obtenidos entre los solventes, lo cual se puede

corroborar con el valor de la probabilidad p que es menor a 0.05 (P<0.05).

El solvente que obtuvo mayor porcentaje de rendimiento fue el etanol al 70% ya que
presento aproximadamente 10 veces mayor porcentaje de rendimiento que el éter de
petréleo y aproximadamente 2 veces mayor que con cloroformo como se muestra en

la Figura 7.
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Figura 7. Diferencia del porcentaje de rendimiento de los solventes por el método de

soxhlet.
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Fuente: Elaboracion propia

En una investigacion previa se compar® diferentes métodos de extraccion de
flavonoides a partir de las hojas de hierba buena (Mentha spicata L.) “?. En esa
investigacion se utilizaron diferentes solventes con distintas polaridades: metanol,

etanol puro, etanol al 70 % y éter de petroleo.

El mayor rendimiento de extraccion se obtuvo con el extracto metanolico con un
26.73 %, seguido de etanol al 70% con un 25.76 %. El rendimiento de extraccion
mas bajo se obtuvo mediante el uso de éter de petréleo con un porcentaje de
rendimiento de 3.04%*. Asi, esta investigacion confirma nuestros resultados y
ambos sugieren que el etanol al 70% tiene un rendimiento de extraccién de

compuestos polares superior al 20%.

Esto se fundamentaria en la polaridad que le confiere el agua al etanol y que hace
que el etanol al 70% sea un solvente adecuado para la extraccion de compuestos
polares como los flavonoides polares a partir de la matriz de hierbas #2
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Por lo expuesto a lo largo del presente proyecto se utilizé como solvente el etanol al

70%. No se utilizé el metanol debido a su toxicidad, ya que el solvente ideal para la

extraccion debe ser no toéxico, respetuoso del medio ambiente, poseer un alto

rendimiento de extraccion y tener la capacidad para extraer los componentes mas

activos sin pérdida. Ademas, después del metanol, el etanol al 70% es el solvente

organico con el que se obtienen mejores rendimientos de extracto en peso, superando

a la acetona ™.

2.2. METODO DE MACERACION

Para la obtencion de los extractos por maceracién se peso 6 gramos de muestra y se

puso en contacto con 150 mL de etanol al 70%. Posteriormente se calculé el

rendimiento, obteniendo como resultado promedio 32.60 % siendo este superior al

obtenido en la extraccion por Soxhlet. Los resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Comparacion de los porcentajes de rendimiento obtenido por el método de

soxhlet y maceracion
Ensayo Rendimiento Rendimiento
(%) (%)
Maceracion Soxhlet

1 31.50 20.66

2 34.00 19.40

3 32.30 23.20
Promedio £ S 32.60 £ 1.28 21.09+1.94

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 8. Prueba F para varianza de dos muestras

Rendimiento Rendimiento
(%) (%)
Maceracion Soxhlet
Media 32.6 21.09
Varianza 1.63 3.75
Grados de libertad 2 2
= 0.435
Valor critico para f (una 0.053
cola)

Fuente: Elaboracion propia.

Practico > f tedrico.: las varianzas son heterogéneas (desiguales)

Tabla 9. Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales

Rendimiento (%) Rendimiento (%)
Maceracion Soxhlet
Media 32.6 21.09
Varianza 1.63 3.75
Grados de libertad 8
Estadistico t 8.600
P(t<=t) una cola 0.002
Valor critico de t (una 2.353
cola)
P(t<=t) dos colas 0.003
Valor critico de t (dos 3.182
Colas)

Fuente: Elaboracion propia.
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Para determinar la diferencia entre rendimientos de los extractos se desarrollé un
analisis F para comparacion de varianzas encontrando que F préactico (0.435) > F
tedrico (0.053) concluyendo que las varianzas son heterogéneas (desiguales). Por lo
cual seguidamente se utilizd un test t para varianzas desiguales (Tabla 9) dando
como resultado p<0.05, concluyéndose que ambos rendimientos son diferentes al 95
% de confianza, lo que indica que el método de maceracion presenta mayor
porcentaje de rendimiento siendo este 32.60% en comparacion con la extraccion
soxhlet que fue de 21.09%.

Esto probablemente se debe al contacto prolongado durante cierto tiempo de la droga
con el solvente. Asi, se constituye un conjunto homogéneamente mezclado en el cual
el solvente actla simultdneamente sobre todas las proporciones de la droga,
circulando a través en todas las direcciones, sentidos y disolviendo los principios
activos hasta producirse una concentracion en equilibrio con la del contenido celular
37'

A partir de este método se consigue el agotamiento de las sustancias extraidas.
“Cuanto mayor sea la relacion entre el liquido extractivo y la droga, tanto mas
favorable sera el rendimiento” “3, razén por la cual el método por maceracion fue
utilizado a lo largo del presente proyecto.

Ademas, en un estudio reciente donde también se obtuvo un extracto etandlico de
Mentha spicata” demuestra que la maceracién es método adecuado para extraer

compuestos fendlicos y flavonoides .

3. EVALUACION DEL EFECTO ANTINFLAMATORIO DE LOS
EXTRACTOS OBTENIDOS POR EL METODO DE SOXHLET Y
MACERACION A PARTIR DE Mentha spicata L. “Hierba buena” (ETAPA
PILOTO)

Para identificar el extracto que posee mayor efecto antiinflamatorio se procedié a
evaluar dicho efecto en animales de experimentacion. En la Tabla 10 se puede
observar los resultados obtenidos, donde se muestra que, en todos los grupos, los
extractos se aplicaron 3 horas después de haber inducido la inflamacion con
carragenina al 1 %. Cabe resaltar que 3 horas luego de aplicar la carragenina al 1%,

se produce la mayor inflamacion.
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Los resultados se obtuvieron luego de las lecturas al pletismémetro en donde se

reportan en mL desplazados por el volumen de pata.

Tabla 10. Evaluacion del efecto antiinflamatorio de los extractos (n=4).

Soxhlet Maceracion
Eter de Etanol Etanol
Descripcion | Tiempo | petréleo Cloroformo al 70% al 70%
(H)
Promedio Promedio | Promedio | Promedio
(mL) xS (mL) £S (mL)£S (mL) xS

Basal 0:00 0.83 0.81+ 0.79 + 0.76 £
0.018 0.039 0.031 0.013

Produccién 1:00 132+ 1.16 + 0.94 + 1.06 +
de la 0.095 0.055 0.037 0.029
inflamacion 2:00 1.37 £ 1.18 + 0.97 + 1.16 +
0.116 0.110 0.033 0.087

Aplicacion 3:00 1.44 + 1.29 + 1.02 + 1.34 +
de extracto 0.097 0.119 0.041 0.133
4:00 1.38 £ 1.25 + 0.97 + 113+

Post- 0.110 0.094 0.050 0.124
aplicacion 5:00 ) 121+ 0.94 = 0.99 =
de extracto 0.086 0.090 0.039 0.079
6:00 125+ 1.18 + 091+ 0.84 +

0.136 0.098 0.045 0.013

18:00 1.20 + 116 0.88 + 0.80 £

0.082 0.103 0.041 0.013

Fuente. Elaboracion propia
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En la Figura 8 se observan los resultados de la inflamacion producida, antes y después de
cada tratamiento con los diferentes extractos.

Figura 8. Evaluacion del efecto antiinflamatorio de los extractos (n=4).
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—o—Soxhlet (Eter de petroleo) = Soxhlet (Cloroformo)
== Soxhlet (Etanol) =>=Maceracion (etanol)

Fuente. Elaboracion propia

Para poder comparar el extracto con mayor efecto antiinflamatorio fue necesario
expresar la disminucion de la inflamacion en forma porcentual tomando como 100 %
la inflamacion maxima producida por la carragenina 1% que se dio a las 3 horas tras

su aplicacion. Los resultados se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Expresion porcentual de la inflamacion producida por los extractos (n=4).

Hora Eterde | Cloroformo | Etanol al Etanol al
induccion de petroleo 70 % 70%
inflamacion Soxhlet Soxhlet Soxhlet Macerado
Inflamacién 03:00 100.00 100.00 100.00 100.00
maxima (%0)
Inflamacion 04:00 90.08 91.58 78.72 64.35
después de 05:00 80.17 84.21 63.83 40.00
la aplicacion 06:00 68.60 77.89 51.06 13.04
del extracto 18:00 61.16 72.63 40.43 6.09
(%)

Fuente. Elaboracion propia

En la Figura 9 se puede observar los resultados que describe la Tabla 11 donde se

reporta que el extracto obtenido por el método de maceracién logra disminuir la

inflamacién hasta un 6.09 % del 100 % de inflamacion producida por carragenina al

1 %.

Por otro lado, por el método soxhlet el extracto etanolico demostr6 disminuir la

inflamacion hasta un 40.43% en comparacion con el extracto de éter de petréleo
hasta un 61.16% Yy el extracto de cloroformo hasta un 72.63 % del 100% de

inflamacion.
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Figura 9. Efecto antiinflamatorio de los grupos de tratamiento (n=4)
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Fuente. Elaboracion propia

Por otro lado, en la Tabla 12 se muestra la expresion del porcentaje de disminucion
de la inflamacion, donde se aprecia que el extracto etandlico obtenido por
maceracion logré disminuir en mayor proporcion la inflamacién, hasta 93.91 %. En
contraparte, los extractos obtenidos por Soxhlet solo lograron disminuir la
inflamacion hasta un 60 %, razon por la cual, en el presente proyecto se elaboraron

geles a partir del extracto obtenido por el método de maceracion.

El porcentaje de desinflamacion se calculd de la siguiente manera:

DI=100-%INFLAMACION
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Tabla 12. Porcentaje de disminucion de la inflamacion (n=4)

Disminucién de la inflamacion (%)

(100- % inflamacion)

Eter de Cloroformo | Etanol al | Etanol al
petréleo (Soxhlet) 70 % 70 %
(Soxhlet) (Soxhlet) | (Maceracion)
Final
de 38.84 27.37 59.57 93.91
tratamiento

Fuente. Elaboracion propia

Para la evaluacion del efecto antiinflamatorio es necesario ademads identificar
metabolitos secundarios.

4. IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES Y TANINOS EN LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS DE Mentha spicata L. “Hierba buena” POR
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Se realiz6 un analisis por cromatografia en capa fina para los extractos etanélico al
70 % de los métodos de soxhlet y maceracion ya que demostraron mayor porcentaje

de rendimiento y efecto antiinflamatorio.

4.1. IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES

Una vez obtenidos los extractos se identificd flavonoides por cromatografia en
capa fina de los extractos etandlicos obtenidos por el método de soxhlet y

maceracion utilizando las siguientes fases 214°
FASE MOVIL: Acetato de etilo: 4cido férmico: agua (8.8:0.6:0.6)

REVELADOR: Cloruro de aluminio 1% en etanol.
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Figura 10. Identificacion de flavonoides en los extractos etanolicos:
A: Obtenido por Soxhlet y B: Obtenido por maceracion
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Fuente. Elaboracion propia

En la Figura 10 (A), se puede identificar la presencia de flavonoides
correspondiente al extracto etandlico obtenido por soxhlet presentando un Rf de
0.97. Por otro lado, en la figura 10 (B) se puede observar la presencia de
flavonoides del extracto etanolico obtenido por el método de maceracién en el
cual se distinguen Rfs de 0.47; 0.55; 0.62; 0.75; 0.81; 0.86; 0.93 y 0.97.

Estos resultados coinciden con los resultados de un trabajo previo donde se
estudiaron 3 extractos de Menthas los cuales fueron: Mentha spicata (MS),
Mentha rotundifolia (MR) y Mentha pulegium (MP). En este estudio la Mentha
spicata mostré la presencia de acidos fendlicos como é&cido cafeico (Rf 0.80) y
altas concentraciones de acido rosmarinico (Rf 0.77) 2, asi como flavonoides,
entre ellos, diosmina (Rf 0.43) y naringenina (Rf 0.83), siendo el mas abundante

21, Estos datos son muy similares a los encontrados en nuestro estudio, tabla 13.

Estos resultados en conjunto y un estudio anterior de Brahmi et al *° nos permite
confirmar que la maceracion usando como solvente etanol al 70% permite la

extraccion eficiente de flavonoides partir de la Mentha spicata L “Hierba buena”.
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4.2. IDENTIFICACION DE TANINOS

Una vez obtenidos los extractos etandlicos por soxhlet y maceracién, se identifico

taninos por cromatografia en capa fina, utilizando las siguientes fases:
FASE MOVIL: Acetato de etilo: metanol (8:2)

REVELADOR: Cloruro férrico 5%

Figura 11. Identificacion de taninos en los extractos etanolicos: A: Obtenido por
Soxhlet y B: Obtenido por maceracion

@
.
° &
: .
®
. »
Lo =l

Fuente. Elaboracion propia

En la Figura 11 (A) se pude observar la presencia de taninos correspondiente al
extracto etanolico obtenido por Soxhlet presentando Rfs de 0.15; 0.21; 0.27; 0.54;
0.67 y 0.77 y en la figura 11 (B) los taninos del extracto etanolico obtenido por
maceracion, Rfs de 0.15; 0.24; 0.73 y 0.90.

Al observar la presencia de bandas de coloracién azul y roja en la placa
cromatografica del extracto por maceracibn podemos ver que probablemente

tengamos la presencia de taninos.
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Estos resultados obtenidos serian confirmados, con una referencia anterior donde se
evalud la presencia de taninos a partir de los extractos de Minthostachys molis
(mufa) y Senecio nutans (chachacoma)®® utilizando la misma fase mévil y el mismo
revelador. Se tom6 como referencia la fase movil de este estudio debido a que la

mufia pertenece a la misma familia de la Mentha spicata L *°.

Tabla 13. Comparacion de Rfs con el estudio de Brahmi et al

Compuesto Rfs Rfs
Segun Bramhi et Mentha spicata I.
- al.
(método de

U maceracion)

N Diosmina 0.43 0.42

[

L Naringenina 0.83 0.86

Brahmi et a 1%

5. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS GELES
A BASE DEL EXTRACTO CON ETANOL AL 70 % OBTENIDO POR EL
METODO DE MACERACION (ETAPA EXPERIMENTAL)

Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria se procedié a preparar los geles
como se indica en el apartado 4.5 del capitulo anterior preparandose asi tres geles de
concentraciones del 10 %, 20 % y 30 %. El efecto antiinflamatorio de estos, se compard
con un grupo control positivo tratado con Diclofenaco y un grupo control negativo

tratado con gel base.

En la Tabla 14 se puede observar los resultados obtenidos, donde se muestra que, en

todos los grupos, los diferentes tratamientos se aplicaron 3 horas después de haber
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inducido la inflamacion con carragenina al 1%. Cabe resaltar que 3 horas luego de
aplicar la carragenina al 1%, se produce la mayor inflamacion.

Tabla 14. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los geles (n=5)

Descripcion | Tiempo Gel Gel Gel Diclofenaco | Gel base
(H) 10 % 20 % 30 %
Promedio | Promedio | Promedio | Promedio | Promedio
(mL)+=S | (mL)£S | (ML) %S (mL)£S | (ML) %S
Basal 0:00 0.720 £ 0.752 £ 0.810 £ 0.738 + 0.786 +
0.055 0.018 0.058 0.019 0.021
Produccion 1:00 0.902 £ 1.000 = 0.986 = 0.908 + 0.964 +
de la 0.129 0.123 0.123 0.043 0.057
inflamacion 2:00 1.032 + 1.254 + 1.232 + 1.104 £ 1.198 +
0.108 0.154 0.250 0.067 0.158
Aplicacion 3:00 1.136 + 1.404 + 1.340 = 1.230 + 1.332 +
del gel 0.101 0.160 0.184 0.059 0.186
4:00 1.086 + 1.376 £ 1.232 1.016 £ 1316 +
0.111 0.161 0.223 0.172 0.179
5:00 0.962 + 1.300 £ 1.126 £ 0.928 + 1.300 +
Post 0.110 0.178 0.216 0.158 0.179
Aplicacion 6:00 0.908 1.244 + 1.030 = 0.902 + 1.290 £
del gel 0.115 0.151 0.190 0.041 0.177
18:00 0.772 + 1.024 0.996 + 0.892 + 1.248 +
0.083 0.131 0.104 0.143 0.162

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 12 se observa la actividad antiinflamatoria del gel al 10%,20%, 30% Yy
diclofenaco donde se observa que disminuyen la inflamacion producida por carragenina y

un grupo que no recibio tratamiento alguno ya que solo se le aplico gel base.
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Figura 12. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de geles (n=5)
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Fuente: Elaboracion propia

Para poder evaluar el efecto antiinflamatorio se procedio a expresar en porcentaje la
inflamaciéon tomando como un 100 % la inflamacién maxima producida a las 3 horas

de la aplicacion de la carragenina al 1 %.

Tabla 15. Actividad antiinflamatoria en forma porcentual (n=5)

Tiempo Gel Gel Gel Diclofenaco Gel

(H) 10% | 20% 30 % base
Inflamacién 03:00 100.00 | 100.00 | 100.00 100.00 100.00

maxima

Inflamacién 04:00 87.98 | 95.71 79.62 56.50 97.07
despuésdela | 05:00 58.17 | 84.05 59.62 38.62 94.14
aplicacién 06:00 4519 | 75.46 41.51 33.33 92.31
del gel 18:00 4375 | 41.72 35.09 31.30 84.62

Fuente: Elaboracion propia
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En la figural3 se puede observar los resultados obtenidos en la tabla 15 donde se
reporta la actividad antiinflamatoria de los geles de 10 %, 20 % y 30% logrando
disminuir la inflamacién hasta un 43.75 %, 41.72 % y 35.09 % respectivamente del
100 % de inflamacion maxima producida por la carragenina al 1%. Siendo el gel al
30 % el que logro mayor actividad antiinflamatoria y el que se asemeja a los
resultados obtenidos por el diclofenaco al 1 %.

Figura 13. Actividad antiinflamatoria (n=5)
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Fuente: Elaboracion propia

Por otro lado, en la Tabla 16 se muestra la expresion del porcentaje de disminucién
de la inflamacion, donde se aprecia que el gel del 10 % ,20 % y 30% logran
resultados 56.25 % ,58.28 % y 64.91 % respectivamente y el gel de diclofenaco da
como resultado 68.70 % esto indica que no hay diferencia significativa entre geles en

el efecto antiinflamatorio.

El porcentaje de desinflamacion se calculé de la siguiente manera:

DI= 100-%INFLAMACION

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

Tabla 16. Porcentaje de disminucion de la inflamacion (n=4)

UNIVERSIDAD

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Disminucién de la inflamacion (%o)

(100- % inflamacion)

Gel 10% Gel 20% Gel 30% Gel de Gel
diclofenaco base
Final
de 56.25 58.28 64.91 68.70 15.38
tratamiento

Fuente. Elaboracion propia

Para poder comparar los resultados obtenidos se realiz6 un analisis de varianza

ANOVA de una via, para desarrollar este analisis estadistico se utilizaron los datos

evaluados obtenidos al final del tratamiento de cada grupo, por lo cual se tiene cinco

datos por grupo, debido a que se trataron cinco animales de experimentacion en cada

uno de ellos estos datos se pueden observar en la Tabla 17.

Tabla 17. Actividad antiinflamatoria al final del tratamiento (n=5)

Ratas Gel Gel Gel Diclofenaco Gel base
10 % 20 % 30 %
1 42.44 26.95 38.00 21.00 82.76
2 48.80 50.00 27.00 30.00 86.90
3 44.10 42.62 34.18 36.10 86.59
4 41.30 48.00 40.40 34.70 82.76
5 42.10 41.18 35.85 34.69 84.09
Promedio 43.75 41.75 35.09 31.30 84.62

Fuente: Elaboracion propia
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Los resultados del analisis de varianza se muestran en la Tabla 18 donde se observa
que el valor de F experimental fue de 72.26 el cual es mayor a valor de tablas de 2.87

por lo cual se concluye que al menos un grupo es diferente al 95 % de confianza.

Tabla 18. Andalisis de varianza

Origende | Sumade | Grados | Promedio F P Valor
las cuadrados de de los critico

variaciones libertad | cuadrados para f
Entre 9206.73 4 2301.68 72.26 | 1.3x10"! 2.87
grupos

Dentro de 637.01 20 31.85

los grupos
Total 9843.75 24

Fuente: Elaboracion propia

Para demostrar que grupos son iguales o diferentes se procedid a desarrollar un test
de Tukey cuyos resultados se muestran en la Tabla 19 donde se puede observar que
el grupo del gel base difiere de todos los deméas grupos, sin embargo, no hay
diferencia significativa entre los geles ya que segun Tukey todos presentan

resultados similares o aproximados.

Por otro lado, no hay diferencia significativa entre los geles al 20 % y 30 % y los

resultados obtenidos con el diclofenaco 1%.

Tabla 19. Test de Tukey

Factor N Promedio Agrupacién
Gel base 5 84.62 A
Gel 10 % 5 43.75
Gel 20 % 5 41.75 B C
Gel 30 % 5 35.09 B
Diclofenaco 5 31.30 C

Fuente: Elaboracion propia

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE Xk UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

En la Figura 14 se puede observar el diagrama de caja de bigotes del grupo de
tratamiento donde se puede observar que entre los geles de 20 %, 30% Yy diclofenaco
no hay diferencia significativa.

Figura 14. Comparacién de geles de 10%, 20%, 30%, diclofenaco y gel base
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Fuente: Elaboracion propia

De acuerdo a los resultados obtenidos los geles no difieren entre si. Por otro lado,
los geles conteniendo 20 % y 30 % de extracto con etanol al 70 % de Mentha spicata
L. “Hierba buena” demostraron que pueden brindar un efecto antiinflamatorio
similar al obtenido por el diclofenaco al 1 % lo que demuestra su alta eficacia

disminuyendo la inflamacion.

Esto puede deberse a la cantidad de compuestos fenolicos, flavonoides y taninos
presentes en las distintas formulaciones de geles. Estudios anteriores informaron que
varias especies de Menthas, poseian &cido rosmarinico, &cido oleandlico y &cido
ursélico conocidos también como compuestos fendlicos con propiedades de inhibir
los radicales libres, inhibidor de la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad y

propiedades antiinflamatorias 47484°,
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Asi también otros estudios anteriores relacionaron estos compuestos con la actividad

antinflamatoria 30°1°2,

El extracto alcohdlico de Mentha aquatica mostro actividad antiinflamatoria topica
en la reduccién del edema de oido inducido por aceite de croton en ratones. Otro

método por el cual también se puede medir la inflamacion en ratas >,

No obstante, otro estudio demostré que el orégano contiene &cido rosmarinico, &cido
oleandlico y &cido ursolico, los cuales serian los responsables de la actividad
antioxidante y accion antiinflamatoria atribuida a esta especie perteneciente a la
familia de las mentas (Lamiaceae) °. Toda esta informacién confirma que los
flavonoides y taninos, que son ampliamente distribuidos en el reino vegetal, son
reconocidos como importantes compuestos para la salud humana>* y ademas agentes
antioxidantes. Estos metabolitos secundarios actuarian eliminando radicales libres
mediante la donacion de hidrogeno y agentes que evitan oxidacién de lipoproteinas
de baja densidad. Numerosos beneficios de salud han sido reportados para
flavonoides, incluida la prevencion de enfermedades del corazon, antiartritica,

anticancerosa, actividades antihipertensivas, antiinflamatorias y antivirales®: 56 57 58
59,60
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SUGERENCIAS

Después de realizar el presente trabajo y habiendo surgido una variedad de temas de

investigacion, nos permitimos hacer las siguientes sugerencias:

1. Sugerimos la cuantificacion de compuestos fendlicos para estudios posteriores de
la Mentha spicata L. “Hierba buena “.

2. En base ya a los estudios realizados sobre la Mentha spicata L. “Hierba buena” es
necesario realizar una investigacion profunda acerca de su toxicidad topica.

3. Sugerimos continuar con la investigacion de la planta Mentha spicata L. “Hierba
buena” ya que puede presentar ain mas propiedades farmacoldgicas beneficiosas
para el tratamiento de las enfermedades.

4. Sugerimos realizar estudios reologicos del gel de Mentha spicata L. “Hierba
buena”

5. Sugerimos realizar el analisis fisicoquimico y la estabilidad de la forma
farmacéutica (gel)
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CONCLUSIONES

1. Se logro preparar extractos con etanol al 70 % de Menta spicata L.” Hierba buena”
por el método de Soxhlet y maceracién obteniendo rendimientos de 21.09 % y 32.60

% respectivamente.

2. Seevalud la actividad antiinflamatoria de los extractos por Soxhlet y macerado en la
etapa piloto lograndose disminuir la inflamacion hasta un 59.57 % y 93.91 %

respectivamente, siendo el macerado el que obtiene mayor efecto antiinflamatorio.

3. Se lograron identificar taninos y flavonoides en ambos extractos obteniéndose mayor

cantidad de bandas en el extracto obtenido por maceracion.

4.  Se logré evaluar la actividad antinflamatoria de los geles a base del extracto con
etanol al 70 % por el método de maceracién obteniéndose como resultado la
disminucién de la inflamacion hasta un 56.25 %, 58.28 % y 64.91 % para los geles
de 10 %, 20 % y 30 % respectivamente. No se encontré diferencia significativa entre

geles.

5. Los geles del 20 % y 30 % lograron resultados similares a los obtenido con el
diclofenaco de 68.70 % no encontrandose diferencia significativa segun el test de

Tukey.
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ANEXO N°1

IDENTIFICACION DE LA Mentha spicata L.

z BUS4q
UNIVERSIDAD NACIONAL DE Sf\N AGUSTIN §K\%
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS g @ %
5 . @ &
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA : %&'\J)/ /S
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) %m' 1&@

CONSTANCIA Nro.27-HUSA

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

HACE CONSTAR:

Que las muestras frescas traidas al laboratorio por Quispe Humpiri Lizeth, con DNI 72
535563 , Condori Cruz Gilma Rosana con DNI 46251313 identificada con para la
ejecucion de su trabajo de investigacion: “Determinacion del efecto antiinflamatorio de
un gel topico a base de las hojas de “hierbabuena” en ratas con inflamacion inducida
experimentalmente” , de la Facultad de farmacia y Bioquimica de la Universidad Catolica
Santa Maria. La muestra traida al Laboratorio de Botanica al estado fenolégico fresco,
procedente de la campifia de Arequipa y corresponde a la especie, Mentha x spicata L.
(Sinonimo de Mentha viridis L.)

Ubicacién Taxondémica
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Genero: Mentha L.
Especie: Mentha spicata L.

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

Arequipa 27 de Marzo del 2017

p A —

Blgo. L?@Mﬁriﬁo Herrera
CTOR

Herbarium Areqvipense (HUSA)

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

AREQUIPA — PERU
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ANEXO 2

TABLA DE RESULTADOS DE EVALUACION DE LOS VOLUMENES DEL EDEMA PLANTAR DE LA ETAPA PILOTO DE LOS
EXTRACTOS OBTENIDOS POR EL METODO DE SOXHLET

METODO | SOLVENTE | RATAS TIEMPO
(H)
Basal 1 2 3 4 5 6 18
(mL) Aplicacion
del extracto
Eter de 1 0.82 1.42 1.49 1.55 1.48 1.42 1.35 1.3
petroleo 2 0.84 1.20 1.22 1.32 1.27 1.21 1.14 1.1
3 0.81 1.29 1.35 1.43 1.46 1.31 1.38 1.20
4 0.85 1.36 1.43 1.48 1.29 1.32 1.12 1.21
cloroformo 1 0.85 1.22 1.24 1.43 1.36 1.32 1.3 1.28
SOXHLET
2 0.77 1.1 1.02 1.14 1.13 1.1 1.06 1.03
3 0.79 1.19 1.21 1.28 1.25 1.2 1.19 1.16
4 0.84 1.13 1.26 1.31 1.26 1.21 1.18 1.18
Etanol al 70 1 0.82 0.92 0.95 0.99 0.91 0.89 0.85 0.83
% 2 0.81 0.98 1.01 1.06 1.03 0.98 0.96 0.93
3 0.79 0.96 0.99 1.05 0.98 0.95 0.91 0.89
4 0.75 0.90 0.94 0.98 0.96 0.92 0.90 0.88
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ANEXO 3

TABLA DE RESULTADOS DE EVALUACION DE LOS VOLUMENES DEL EDEMA PLANTAR DE LA ETAPA PILOTO DE LOS
EXTRACTOS OBTENIDOS POR EL METODO DE MACERACION

METODO SOLVENTE | RATAS TIEMPO
(H)
basal 1 2 3 4 5 6 18
(mL) Aplicacion del
extracto

MACERACION Etanol 1 0.77 1.02 1.06 1.18 0.98 0.9 0.83 0.79
al 70% 2 0.75 1.09 1.26 1.49 1.28 1.08 0.84 0.8
3 0.76 1.06 1.12 1.29 1.11 0.96 0.85 0.81
4 0.78 1.05 1.19 1.39 1.16 1.03 0.82 0.78

81



ANEXO 4

PORCENTAJE DE RENDIMIENTO OBTENIDO EN LA EXTRACCION POR EL METODO DE SOXHLET Y MACERACION

METODO DE SOLVENTE PESO DE LA CANTIDAD DE PESO DEL PORCENTAJE DE
EXTRACCION MUESTRA SOLVENTE EXTRACTO RENDIMIENTO
(@) (mL) BLANDO (g.) (%)
1 2 3 1 2 3
SOXHLET Etanol al 70 % 10 150 2.06 | 1.94 | 2.32 | 20.66 | 19.40 | 23.20
Cloroformo 10 150 0.78 | 0.94 | 1.02 | 7.80 | 9.40 | 10.20
Eter de petroleo 10 150 028 | 0.18 | 0.23 | 2.80 | 1.80 | 2.30
MACERACION Etanol al 70 % 6 150 1.89 | 2.04 | 1.94 | 31.50 | 34.00 | 32.30
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ANEXO 5

COMPUESTOS UTILIZADOS EN LA FORMULACION DEL LOS GELES

COMPONENTES GEL BASE GEL 10% GEL 20% GEL30%
EXTRACTO 0 10 20 30
CARBOPOLY940 1g 19 19 1lg
PROPILENGLICOL 109 109 109 109
METILPARABENO 0.1¢g 0.1g 01g 01g
TRIETANOLAMINA 1-2 gotas 1-2 gotas 1-2 gotas 1-2 gotas
c.s.p. pH 6.5
AGUA DESTILADA 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL
c.s.p
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ANEXO 6

TABLA DE RESULTADOS DE EVALUACION DE LOS VOLUMENES DEL EDEMA PLANTAR DE LA ETAPA EXPERIMENTAL
DEL GEL 10%

GEL | RATAS | BASAL TIEMPO
(H)

1 2 3 4 5 6 18

10 % 1 0.63 0.73 087 1.04 0.96 0.8 0.72 0.7
2 0.73 | Aplicaciondela 083 1 = 1.07 Aplicacion  0.99 0.95 0.91 0.68

3 0.74 carragenina 105 109 113  delgel 1.2 1.11 1.02 0.87

4 0.78 1 [Ae=l 1.2 1.19 0.99 0.98 0.84

5 0.72 09 104 1.14 1.09 0.96 0.91 0.77
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ANEXO 7

TABLA DE RESULTADOS DE EVALUACION DE LOS VOLUMENES DEL EDEMA PLANTAR DE LA ETAPA EXPERIMENTAL

DEL GEL 20 %
GEL | RATAS | BASAL TIEMPO
(H)
1 2 3 4 5 6 18
1 0.77 0.85 1.01 | 1.15 112 104 | 1.01 0.81
20% 2 0.74 Aplicacionde 119 1.42 158 Aplicacion 155 15 1.4 1.16
3 0.77 la 0.99 1.24 1.38 delgel 1.36 1.23 | 1.22 1.03
4 0.73 carragenina 096 | 1.34 | 1.48 1.46 142 | 1.35 1.09
5 0.75 1.01 1.26 143 139 131 | 1.24 1.03
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ANEXO 8

TABLA DE RESULTADOS DE EVALUACION DE LOS VOLUMENES DEL EDEMA PLANTAR DE LA ETAPA EXPERIMENTAL

DEL GEL 30%
GEL RATAS BASAL TIEMPO
(H)
1 2 3 4 5 6 18
30% 1 0.73 Aplicacion = 0.89 | 099 1.17 Aplicacion 0.96 0.86 0.86 0.99
2 0.87 de la 097 126 1.28 del gel 1.18 1.01 0.87 0.84
3 0.86 carragenina 119 163  1.65 1.58 1.44 1.33 1.13
4 0.78 089 105 1.26 1.21 1.19 1.05 1.02
5 0.81 099 123 134 1.23 1.13 1.04 1
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ANEXO 9

TABLA DE RESULTADOS DE EVALUACION DE LOS VOLUMENES DEL EDEMA PLANTAR DE LA ETAPA EXPERIMENTAL
DEL GEL DE DICLOFENACO

GEL RATAS | BASAL TIEMPO
(H)
1 2 3 4 5 6 18
DICLOFENACO 1 0.71 Aplicacion | 0.96 1.07 1.25 0.88 0.76 0.87 | 0.76
2 0.73 de la 094 101 1.13 Aplicacion 0.81 0.78 0.85 | 0.74
3 0.76 carragenina 087 1.18 1.28  delgel 1.19 1.09 0.95 | 1.02
4 0.75 0.86 1.15 1.26 1.18 1.08 0.93 | 1.05
5 0.74 091 111 1.23 1.02 0.93 091  0.89
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ANEXO 10

TABLA DE RESULTADOS DE EVALUACION DE LOS VOLUMENES DEL EDEMA PLANTAR DE LA ETAPA EXPERIMENTAL
DEL GEL BASE

GEL | RATAS BASAL TIEMPO
(H)

1 2 3 4 5 6 18

GEL 1 0.79 089 1  1.08 1.07 105 = 104 | 1.03
BASE 2 0.77 1.02 125 1.37 135 133 132 | 128
3 0.76 Aplicacion 098 141 158 = Aplicacion =~ 155 1.53 152 | 1.47

4 0.81 de 1.01 124 1.39 del gel 1.38 1.37 1.35 | 1.29

5 0.8 carragenina 992 109 1.24 123 | 122 122 117
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ANEXO 11

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA EN LA ETAPA
EXPERIMENTAL

Resultados al aplicar los geles a las ratas Holztman machos (evidencia fotogréfica)

——

1.-Medicion basal — -
2.-Aplicacion de la carragenina al

1%

3.- Luego de producirse la 4.- Desinflamacion progresiva de la
inflamacion  maxima  (3horas pata de rata
después de la carragenina)
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EVIDENCIA FOTOGRAFICA PARA LA ELABORACION DEL GEL AL
10%,20% Y 30%
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