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RESUMEN

La medicina alternativa contribuye en la solucion de problemas en la Salud Publica,
los cuales son tan criticos como la falta de medicamentos o la cantidad de efectos
adversos, sin embargo, actualmente se estan realizando estudios para evaluar las
propiedades de las diferentes plantas medicinales, es asi que en el presente trabajo de
investigacion, se tiene como objetivo determinar el efecto antinflamatorio topico de
los geles a base de extracto de Buddleja globosa (MATICO) y Genipa americana
(HUITO) en ratas albinas.

La metodologia empleada se realizé a través de extraccion por el método de Soxhlet,
posteriormente se realizo el tamizaje fitoquimico de dichas plantas identificandose por
cromatografia de capa fina la presencia de taninos, flavonoides, terpenos y aucubina
en el extracto de Buddleja globosa (MATICO), en tanto, en el extracto de Genipa
americana (HUITO), se identificaron la presencia de flavonoides, terpenos y
geniposidos. Para determinar el efecto antinflamatorio, se trabajé con 7 grupos
experimentales denominados Control positivo - diclofenaco 1% (CP), Control
Negativo - gel base (CN), Gel de HUITO al 20% (H20%), Gel de HUITO al 30%
(H30%), Gel de MATICO al 20% (M20%), Gel de MATICO al 30% (M30%) y Gel
mix de MATICO y HUITO al 20% (GMx20%). La inflamacion fue producida tras la
administracion de 0.2mL de carragenina al 1% en la region subplantar de la pata
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posterior derecha de las ratas, la méxima inflamacion fue registrada a las 3 horas
tiempo en el cual se les administraron los geles de los extractos y en seguida se
midieron la inflamacién cada hora por 4 horas haciendo uso de un Pletismometro

digital.

Los resultados segun el andlisis grafico de las lineas de tendencia del porcentaje de
inflamacién en funcidn del tiempo, se determind que los geles a base de extractos de
Genipa americana (HUITO) y Buddleja globosa (MATICO), poseen efecto
antinflamatorio en el siguiente orden CP > H30% > M30% > H20% > M20% >
GMx20% > CN.

Se concluye que al realizar un analisis estadistico ANOVA al 95% de confianza todos
los geles individuales poseen el mismo potencial antinflamatorio, sin embargo, las
concentraciones de H20% y H30% no difieren significativamente al efecto
antiinflamatorio encontrado del diclofenaco. Ademas, los resultados de la aplicacion
del gel mix (extracto de Genipa americana (HUITO) y Buddleja globosa (MATICOQ)),
en el grupo GMx20%, muestran que el efecto antinflamatorio de ambas plantas no se

incrementa al aplicarlos en conjunto.

Palabras clave: Genipa americana, Buddleja globosa, inflamacion, carragenina,

geniposido, aucubina
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ABSTRACT

Alternative medicine contributes to the solution of problems in Public Health, which
are as critical as the lack of medications or the amount of adverse effects, however,
studies are currently underway to evaluate the properties of different medicinal plants,
it is So in the present research work, the objective is to determine the topical anti-
inflammatory effect of gels based on Buddleja globosa extract (MATICO) and Genipa
americana (HUITO) in albino rats.

The methodology used was carried out through extraction by the Soxhlet method,
subsequently phytochemical screening of these plants was carried out, identifying the
presence of tannins, flavonoids, terpenes and aucubin in the extract of Buddleja
globosa (MATICO), by thin layer chromatography. Meanwhile, in the extract of
Genipa americana (HUITQ), the presence of flavonoids, terpenes and geniposides
were identified. To determine the anti-inflammatory effect, we worked with 7
experimental groups called Positive Control - 1% diclofenac (CP), Negative Control -
base gel (CN), 20% HUITO Gel (H20%), 30% HUITO Gel ( H30%), 20% MATICO
Gel (M20%), 30% MATICO Gel (M30%) and 20% MATICO and HUITO Gel mix
(GMx20%). The inflammation was produced after the administration of 0.2mL of 1%
carrageen in the subplantar region of the right hind leg of the rats, the maximum
inflammation was recorded at 3 hours in which time the gels of the extracts were

administered and The inflammation was then measured every hour for 4 hours using a
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digital plethysmometer.

The results according to the graphic analysis of the trend lines of the percentage of
inflammation as a function of time, it was determined that gels based on extracts of
Genipa americana (HUITO) and Buddleja globosa (MATICO), have an anti-
inflammatory effect in the following order CP > H30%> M30%> H20%> M20%>
GMx20%> CN.

It is concluded that when performing an ANOVA statistical analysis at 95%
confidence, all the individual gels affected the same anti-inflammatory potential,
however, the concentrations of H20% and H30% do not differ significantly from the
anti-inflammatory effect found in diclofenac. In addition, the results of the application
of the gel mix (extract of Genipa americana (HUITO) and Buddleja globosa
(MATICOQ)), in the GMx20% group, show the anti-inflammatory effect of both plants
does not increase when applied together.

Keywords: Genipa americana, Buddleja globosa, inflammation, carrageenan,

geniposide, aucubin.
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INTRODUCCION

Se conoce que los lugarefios de Tambopata utilizan la Buddleja globosa
(MATICO) y Genipa americana (HUITO) como emplasto para desinflamar
golpes, torceduras; y es por esta razon que decidimos estudiar el efecto
antinflamatorio de estas especies.

La Medicina Alternativa contribuye en la solucion de problemas en la Salud
Publica, los cuales son tan criticos como la falta de medicamentos, ademés de
los altos precios de estos, en el mercado nacional e internacional que los hace
inalcanzables para aquellas personas de menores recursos economicos, asi
como la gran diversidad de manifestaciones adversas y el incremento de
interacciones medicamentosas (1).

Se sabe que el Per( al ser un pais mega diverso posee diversas especies
vegetales que podrian presentar actividad farmacoldgica, sin embargo, hasta la
fecha existen muchas especies vegetales que aun no se han estudiado o hay
muy poca informacion sobre sus posibles efectos benéficos ya sea individual o
en asociaciones (2). El uso de farmacos como antinflamatorios no esteroideos
son usados para el tratamiento de lesiones, contusiones, desgarros que a su vez
van acompafiados de relajantes musculares como el pridinol mesilato, que
muchas veces resultan presentar efectos secundarios no deseados (3). Desde la
antigliedad las poblaciones se valieron en el uso de diversas plantas para tratar
enfermedades y en la actualidad dicha actividad se sigue dando por los
resultados positivos que generan. Por otro lado, el uso de especies vegetales
para tratar signos, sintomas, asi como infecciones, muchas veces se da lugar
debido a que en zonas alejadas de la ciudad no hay acceso a medicamentos (4).
Actualmente se estan realizando estudios para evaluar los efectos de las
diferentes plantas medicinales de acuerdo al uso popular que se les atribuye, e
investigando los principios activos responsables de una determinada accion
farmacoldgica y los metabolitos secundarios que presentan (4). Por lo expuesto
es necesario realizar estudios en laboratorio para evaluar tanto el efecto
farmacoldgico individual como en conjunto de diversas especies vegetales que
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presenten propiedades farmacoldgicas similares, con el fin de demostrar, si
existe sinergismo entre ellas para potenciar un efecto dado.
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OBJETIVOS

A. Objetivo general
Determinar el efecto antinflamatorio topico del gel a base del extracto de
Buddleja globosa (MATICO) y Genipa americana (HUITO) en animales

de experimentacion.

B. Objetivos especificos

1. Identificar los componentes fitoquimicos presentes en los extractos de
Buddleja globosa (MATICO) y Genipa americana (HUITO).

2. Determinar el efecto antinflamatorio tépico de los extractos de Buddleja
globosa (MATICO) y Genipa americana (HUITO) en animales de
experimentacion.

3. Determinar el efecto antinflamatorio topico del gel a base de los extractos
de Buddleja globosa (MATICO) y Genipa americana (HUITO) en

animales de experimentacion comparado con diclofenaco al 1 %.
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HIPOTESIS

“Dado que existen antecedentes del uso de especies vegetales como
antinflamatorios, es probable determinar el efecto antinflamatorio topico
del gel a base del extracto de Buddleja globosa (MATICO) y Genipa
americana (HUITO) en animales de experimentacion”™.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

1. MATICO Buddleja globosa

1.1. Descripcion

El MATICO es una planta oriunda de América del Sur crece entre 2600-2700

msnm, prefiere los sitios humedos, las orillas de los riachuelos y fangos (5).

B. globosa Hope es un arbusto de 1,5 a 3 metros de altura con ramas jovenes
pubescentes amarillentas. Sus hojas son opuestas, lanceoladas y agudas, de 3 a
15 cm de ancho. La inflorescencia es en mono o bicabezuela, de 1 a 2 cm de
didmetro, formando un racimo de 2 a 15 cabezuelas. Sus flores son numerosas,
compactas, de color anaranjado, amarillo y rojo. El fruto es una capsula

subglobosa. Florece desde noviembre a mayo (Navas, 1979) (5).

Algunos nombres comunes del MATICO son MATICO piper, palguil o pafiil
(6).
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Figura N°1. Buddleja globosa (MATICO)

1.2. Clasificacion taxondmica

Tabla N° 1 Clasificacion taxonémica de Buddleja globosa (MATICO)

Reino: Plantae
Familia: Buddlejaceae
Género: Buddleja
Especie: B. globosa

Nombre Cientifico:  Buddleja globosa Hope (7)

1.3. Composicion quimica

El componente activo mas importante en la planta, desde el punto de vista
cuantitativo y al que se atribuye en partes sus virtudes cicatrizantes, es el
tanino. Esta sustancia se encuentra en una concentracion de 5.7%. también
contiene cumarinas, flavonoides, alcaloides, esteroides, triterpenos, saponinas

y fenoles (8).
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1.4. Usos tradicionales

La medicina tradicional la ha utilizado como infusion de las hojas y corteza
en el tratamiento de quemaduras, ulceras internas y externas y en la
cicatrizacion de heridas (9).

El decocto de las hojas es utilizado para lavar heridas y las hojas pulverizadas
para curar ulceras y viejas heridas. La infusion de las hojas se administra
oralmente para tratar disenteria cronica, hemorroides, hepatitis y catarro.
También se ha descrito el uso de jugos e infusiones de las hojas para el
tratamiento de Ulceras y verrugas. La infusion de las hojas también se ha

empelado como antiséptico urogenital (10).

2. HUITO Genipa americana
2.1. Descripcion
El HUITO es un arbusto que pertenece a la familia de las rubiaceae. Es una
especie nativa bastante comun en la regiébn amazonica del Perd, Brasil,
Venezuela y Colombia en la mayor parte de la cuenca de las amazonas, los
arboles florecen de mayo a septiembre y dan frutos entre septiembre y abril.

Los frutos tardan hasta un afo para madurar (11).

Figura N°2. Genipa americana (HUITO)
La Genipa americana (G. americana) es un arbol de tamafio pequefio a
mediano, de 8 a 20 m de altura, sin embargo, se encuentran especimenes de
hasta 30 metros de altura. EI didmetro del tronco es de 30 a 80 cm y tiene una
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corteza gruesa y suave (11).
Cuenta con una copa densa y las ramas méas bajas crecen m&s o menos en

forma

horizontal, con 10 a 35 hojas en los extremos. En la mayoria de los arboles,
las

abejas polinizan las flores. Su fruto es grande, tipo baya con alta taza de
germinacion (12).

Algunos nombres comunes del HUITO son, yaguayagua (Peru); jenipapo,
jenipapeiro (Brasil); bigrand (Bolivia); jagua (Colombia y Ecuador); caruto;

xagua (Venezuela), genipap (ingles) (13,14).

2.2. Clasificacion taxondmica

Tabla N° 2 Clasificacion taxonémica de Genipa americana (HUITO)

Reino: Plantae

Divisién:  Magnoiophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Gentianales

Familia:  Rubiaceae

Género:  Genipa

Especie:  Genipa americana L. (12)

2.3. Composicion quimica

El fruto de HUITO, se caracteriza por el sabor acido y aroma afrutado. Se
detectaron los principales acidos, como el octanoico (34,1%), 2-metilbutirico
(9,1%), hexanoico (18,2%) y 2-metil-éster 2-(E)-butenoato de metilo (4, 1%),
octanoato (3,2%) y 2-propilfurano (2,5%) y é&cidos butirico, &cido 2-
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metilbutirico y hexanoico responsable de las notas amargas y el sabor a fruta
caracteristico se atribuyé a la presencia del éster de 2 - y 3-metilbutirato de
etilo (15).

2.4. Usos tradicionales

La pulpa se utiliza contra la ictericia, enfermedades del estomago, el bazo y el
higado. Hay referencias a la goma extraida de la G. americana tiene
propiedades antigonorréicas. El té de la raiz se utiliza como purgante, las
semillas trituradas como emético, el té de las hojas como antidiarreico, la fruta
verde se ralla para los asmaticos, y el zumo de la fruta madura es tonico

estomacal y diurético (13,14).

3. INFLAMACION

El cirujano escoces Hunter, destaco un aspecto que en la actualidad es considerado
obvio: “La inflamacion no es una enfermedad, sino una respuesta inespecifica que
produce un efecto saludable en el organismo en que tiene lugar”, No obstante, el
primero en detallar los cuatro signos cardinales de la inflamacion fue Celsus
(escritor romano del siglo | d.c.). Luego Virchow afiadio el quinto signo clinico;
actualmente se pueden reconocer que los cinco signos cardinales de la inflamacion
son: rubor, tumor, calor, dolor e impotencia funcional (signo de Virchow) (16).

Los autores de la actual revision creen conveniente aclarar que los eventos
vasculares, asi como otros, no ocurren paso por paso, sino que se desarrollan
colocandose uno sobre otro, practicamente de manera simultanea. Sin embargo,

contintan manifestandose de manera secuencial. Estos son: (16) (17)

1. Vasodilatacion arteriolar y capilar, que provoca la apertura de capilares y
venulas, inducida por la accion de diferentes mediadores sobre el masculo
liso vascular, principalmente histamina y 6xido nitrico (16).

2. Aumento del flujo sanguineo (hiperemia) por las arteriolas, que es la causa

de la aparicion de eritema (rubor) en el sitio de la inflamacion (16).
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3. Aumento de la permeabilidad de la microvasculatura, salida de un exudado
inflamatorio hacia los tejidos extravasculares y aparicion de edema
inflamatorio (16).

4. Acumulacion anormal y excesiva de sangre, la salida de liquido provoca
un aumento de la viscosidad de la sangre, lo cual aumenta la concentracion
de los gldbulos rojos (congestidn venosa) (16).

5. Disminucion de la velocidad de la sangre en pequefios vasos (estasis
sanguinea) (16).

6. Acumulacién periférica de los leucocitos, marginacion y pavimentacion
leucocitaria (16).

7. Al mismo tiempo, las células endoteliales son activadas por los mediadores
de la inflamacidn, expresando moléculas en sus membranas que favorecen
la adhesion de los leucocitos, fundamentalmente los neutroéfilos
polimorfonucleares (PMN) (16).

8. Paso de leucocitos (PMN en primer lugar, seguidos por los macrofagos)
desde los vasos al intersticio: migracién celular, con formacion del

infiltrado inflamatorio (17).

3.1. Signos clinicos de la inflamacién
Los signos caracteristicos de la inflamacion son:

a. Calor: o aumento local de la temperatura secundario a
vasodilatacion, y aumento de consumo local de oxigeno.

b. Rubor: producido por el aumento de irrigacion en la zona
afectada, por incremento del flujo sanguineo.

c. Dolor: provocado por distension de los tejidos y liberacion de
prostaglandinas como mediadores quimicos.

d. Edema: resultante del aumento de la permeabilidad capilar y

consiguiente sufusion de liquido en el tejido intersticial.

A estos signos Rudolf Virchow, médico aleman, les sumo6 un quinto signo
clinico, function laesa, que es la pérdida de funcionalidad, resultante de la

limitaciébn a la que conduce la conjugacién de los cuatro signos ya
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mencionados (18).

3.2. Clasificacion de la inflamacion
La clasificacion de la inflamacion se realiza tomando en cuenta el tiempo de
duracién, carécter del exudado, etiologia, caracteristicas morfoldgicas y

localizacién:

1. Por la duracion pueden ser:

a) Agudas: 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 (19).

b) Crénicas: Es un proceso prolongado, existiendo en ese tiempo
destruccidn tisular, inflamacion activa y un repetitivo intento de

reparacion (18).

2. Por el caracter del exudado pueden ser:
a) Trasudado: se caracteriza por la presencia de liquido
extravascular con bajo contenido proteico, producto de un ligero
cambio en la permeabilidad vascular (18).
b) Exudado: presencia de liquido inflamatorio extravascular con alto
contenido proteico, lo cual denota bastante permeabilidad en los
vasos sanguineos (18).

3. Por la etiologia, pueden ser:
a) Infecciosas: ya sea por bacterias, virus, parasitos o por toxinas
microbianas.
b) Traumaéticas como golpes intensos con respuesta inmediata o
tardia, como ocurre con los esguinces o higromas (20).
c) Térmicas resultantes de quemaduras por calor o congelamiento.
d) Irradiaciones.

e) Por exposicion a agentes quimicos ambientales.
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f) Necrosis tisular.
g) Presencia de cuerpos extrafios como astillas.
h) Inmunitarias o reacciones de hipersensibilidad, a alergenos

comunes o procesos colagenopaticos (18).

4. Por sus caracteristicas morfoldgicas, pueden ser:

a) Serosa: por acumulo de liquido tisular de bajo contenido proteico.

b) Fibrinosa: con presencia de exudado con grandes cantidades de
fibrindgeno.

c) Supurativa o purulenta: se caracteriza por la producciéon de
exudados purulentos que consta de leucocitos y células necroticas
(19).

d) Abscesos: presenta tejido inflamatorio purulento acompafiado de
necrosis licuefactiva.

e) Ulceras: producidas por esfacelamiento de tejido necrotico

inflamado.

5. Por su localizacion: Se dividen en:

a) Focales: producidas en zonas y érganos especificos, en cuyo caso
se utiliza el sufijo -itis, por ejemplo, faringitis, otitis, laringitis,
conjuntivitis, peritonitis.

b) Diseminados: resultado de la propagacion de procesos
inflamatorios persistentes ya sea por via canalicular, fistulizacion

0 metastasis (18).

4. INFLAMACION EXPERIMENTAL (METODOS)

4.1. Inactivacion de radicales superoxidos (0O2*)
El objetivo de esta prueba es valorar la cantidad de O2* generados a partir de
macrofagos aislados de un exudado peritoneal formado por inyeccion
intraperitoneal de aceite de parafina en cobayo. Después de tres dias se extrae
el exudado y se aislan los macrofagos. (50) (51) (52) (53). Los O2* se
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determinan espectrofotométricamente por disminucion en la absorbancia de
NADH como consecuencia de su oxidacion a NAD- en presencia de O2*. La
disminucion de la absorcion es proporcional a la cantidad de O2* disponible
en el medio de reaccion (50) (51) (52) (53).

4.2. Efecto sobre la sintesis de prostaglandinas “in vivo”
Primero se induce una pleuritis experimental por inyeccion intrapleural de
carragenina. El producto en estudio se administra una hora antes. Después de
24 horas los animales se sacrifican para extraerles el liquido pleural, el cual se
centrifuga y se valora el contenido de PGE2 por radioinmuno ensayo (RIA).
Se compara la concentracién media de PGE2 en el exudado del grupo tratado
con respecto al grupo control. (50) (51) (52) (53).

4.3. Edema plantar inducido por carragenina en ratas

Se basa en determinar la inhibicion del edema inducido por carragenina en
ratas tratadas con antinflamatorios.

La pata posterior derecha se inyecta con 0.1 mL de carragenina al 1 % disuelto
en una solucion salina al 0,9 % en la region subplantar. Los extractos y la
droga de referencia se aplican tépicamente dos horas después de la inyeccion
de carragenina. La inflamacion se cuantifica por medicion del volumen
desplazado por la pata, usando una columna de mercurio o un pletismometro
antesy 1, 3, 6, 12 y 24 horas después de aplicada la inyeccion de carragenina.
La diferencia entre el volumen de la pata posterior derecha e izquierda indica
el grado de inflamacion. (50) (51) (52) (53).

4.4. Carragenina
La carragenina estd ubicada en la pared de las células y en la matriz
intercelular del tejido de las algas. Es un polisacarido de alto peso molecular
con contenido de éster sulfato de 15% a 40% formado por unidades alternadas
de D-galactosa y 3,6-anhidro-galactosa (3,6-AG) unidas por ligaduras a-1,3 'y
B-1,4-glucosidica. La posicién y el nimero de grupos de éster sulfato, asi
como el contenido de 3,6-AG determinan las diferencias primarias entre los
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tipos de carragenina kappa, iota y lambda. Los mayores niveles de éster sulfato
implican en una menor fuerza de gelificacion y baja temperatura de
solubilizacion. La carragenina tipo kappa contiene de 25% a 30% de éster
sulfato y de 28% a 35% de 3,6-AG. La carragenina tipo iota contiene de 28%
a 35% de éster sulfato y de 25% a 30% de 3,6-AG. La carragenina tipo lambda
contiene de 32% a 39% de éster sulfato y no contiene 3,6-AG (21).

La inflamacidon producida por la carragenina se debe fundamentalmente a que
esta sustancia estimula la produccion de prostaglandinas las cuales derivan del
metabolismo del acido araquidonico y promueven los procesos inflamatorios
inmunoldgicos y angiogénicos. Para anular la inflamacion producida por la
carragenina puede usarse la Indometacina, un antinflamatorio no esteroide que

bloquea la sintesis de prostaglandinas (22).

5. GEL
Los geles o coloides transparentes son sistemas dispersos que se obtienen
dispersando sustancias de naturaleza coloidal (generalmente polimeros) en un

solvente (los méas habituales son el agua y las soluciones hidroalcohdlicas) (23).

5.1. Propiedades de los geles
Las principales propiedades de los geles son:

» Pueden presentar consistencia solida o semisolida. Muchos geles
fluidifican por agitacion y al dejarlos en reposo un tiempo recobran su
estructura de gel; este fenémeno se conoce con el nombre de tixotropia
(24).

» Son elasticos, es decir, presentan la capacidad de recuperar su forma
inicial tras una deformacion ocasionada por la aplicacion de una fuerza
(24).

» En general tienen una buena extensibilidad, dando lugar a la formacion
de peliculas.

» Algunos de ellos tienen un tacto adhesivo.

» Son transparentes, aunque la transparencia varia segun el polimero

utilizado.
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» Al estar constituidos en su mayor parte por agua son muy refrescantes.

» Admiten la incorporacién de grandes cantidades de alcohol y otros
disolventes hidromiscibles (24).

» Son estables en rangos muy concretos de pH, por lo que es importante

realizar una correcta seleccion del polimero gelificante (24).

6. EXTRACCION POR SOXHLET

El equipo Soxhlet tiene como funcion recircular los vapores condensados con
ayuda de un sifon a la fuente de disolvente que se encuentra en evaporacion
continua, arrastrando consigo los principios activos de la materia prima contenido
en los cartuchos desechables. La velocidad de reflujo depende directamente de la
eficiencia y el tamafio del condensador (25).

Para la extraccién con el equipo Soxhlet se deben tener en cuenta: la seleccion del
solvente, la matriz s6lida y las condiciones de operacion.

Durante la extraccion, la velocidad de reflujo depende directamente de la eficiencia

y el tamafio del condensador.

Figura N°3. Equipo Soxhlet (26)

La sustancia solida se coloca en un cartucho poroso (generalmente hecho con papel
de filtro, ya que este permite al solvente entrar y salir reteniendo al s6lido) que se
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introduce dentro del recipiente [2]. Se adosa un balon [5] a dicho recipiente donde
se coloca el volumen de solvente que se usara en la extraccion. Por el extremo
superior de la camara [2], se coloca un condensador [1]. El solvente se calienta, los
vapores ascienden por el tubo [4], condensan en el refrigerante [1] y caen dentro
de la cAmara [2] impregnando al s6lido que se encuentra en el cartucho [2]. La
camara [2] se va llenando lentamente de liquido hasta que llega al tope del sifén
[3] y se descarga dentro del balon [5] repite automaticamente hasta que la
extraccion se completa. El solvente de extraccion se evapora, recuperando asi a la

sustancia deseada (25).

7. PLETISMOMETRO

Es un instrumento utilizado para determinar la variacion de volumen de las
extremidades de roedores, midiendo la variacion de nivel de liquido al introducir
la extremidad en un deposito. 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
farmacologias. Basicamente, el transductor de volumen se compone de 2 depésitos
de metacrilato interconectados (vasija volumétrica y sensora) y llenados con una
solucién 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 (1) (23).
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

1. LUGAR DE INVESTIGACION
El presente trabajo de investigacion se desarrollo en el laboratorio H-103 y en el

Bioterio de la Universidad Catélica de Santa Maria.

2. DISENO EXPERIMENTAL
El disefio del presente trabajo es prospectivo y experimental fue planteado tras la
realizacion de una prueba piloto en donde se evaluaron los efectos antinflamatorios
de diferentes extractos y concentraciones de las hojas de Buddleja globosa
(MATICO) y el fruto de Genipa americana (HUITO).
Posteriormente, para el desarrollo de la investigacion se trabajé con 7 grupos

experimentales como se detalla en la tabla N°3.
3. MATERIALES
3.1. Material biol6gico
Se realizé la investigacién con hojas de Buddleja globosa (MATICO) y con

el fruto de Genipa americana (HUITO), dichos productos fueron recolectados
de la comunidad de Sol naciente Fundo Scinax pedromedinae ubicado en el
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Kilometro 4.5 del distrito de Tambopata, provincia de Tambopata Yy
departamento de Madre de Dios.

Se trabajo para la prueba piloto con 13 ratas machos de la especie Rattus
norvegicus de un peso promedio de 270+10g y 4 meses de edad
aproximadamente, para trabajar con extractos a diferentes concentraciones
para poder determinar que concentracion se utilizara en la parte experimental.
Por otra parte, se trabajo con un total de 35 ratas machos de la especie Rattus
norvegicus de un peso promedio de 280+10g y 4 meses de edad
aproximadamente, las cuales fueron divididas al azar en 7 grupos

experimentales y distribuidas de la siguiente manera.

Tabla N°3. Grupos de experimentacion

Grupos Denominacion
Control positivo CP
Control negativo CN
Gel de HUITO 20% H20%
Gel de HUITO 30% H30%
Gel de MATICO 20% M20%
Gel de MATICO30% M30%
Gel mix (MATICO + HUITO) 20% GMx20%

Fuente: Elaboracion propia

3.2. Material de vidrio y equipos de laboratorio
— Baguetas
— Balon
— Beacker
— Capilares
— Cuba cromatogréafica
— Embudo de vidrio
— Mechero bunsen
— Pipetas

— Placas de silica gel
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— Probetas

— Termometro

— Vasos precipitados

— Balanza analitica (Ohaus Pionner Tm)

— Caocina eléctrica

— Equipo de extraccion Soxhlet

— Estufa esterilizadora 854 (Shwabach —Germany)
— Lampara de luz ultravioleta (Camag)

— Pletismometro digital LE7500

— Rotaevaporador (Buchz Switzerland R-114)

3.3. Reactivos e insumos
— Acetato de etilo (J.T Baker)
— Acido acético
— Acido férmico (Merck)
— Agua destilada
— Carbopol 940
— Carragenina
— Cloroformo (ACS J.T. Baker)
— Cloruro de aluminio (Riedel-D-Haen)
— Cloruro de sodio
— Cloruro férrico (Merck)
— Diclofenaco 1% (Farmindustria)
— Etanol al 96%
— Eter de petréleo (ACS J.T. Baker)
— Metanol (Merck)
— Metilparabeno (Nequinsa)
— Propilenglicol (Merck)
— Solucion de Triton
— Trietanolamina (Merck)

— Tolueno
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4. METODOS

4.1. Recoleccion y acondicionamiento de Buddleja globosa (MATICO) y
Genipa americana (HUITO)

4.1.1 Recoleccion

Las hojas de Buddleja globosa (MATICO) y el fruto de Genipa
americana (HUITO), se recolectan de la comunidad de sol naciente
Fundo Scinax pedromedinae ubicado en el kilometro 4.5 del distrito
de Tambopata, provincia de Tambopata y departamento de Madre de
Dios.

Los productos se transportan en papel Kraft a las instalaciones de la
Facultad de Biologia (Herbarium Arequipense) de la Universidad
Nacional San Agustin para realizar el reconocimiento taxonémico y a
la Universidad Catdlica de Santa Maria para la estabilizacién (lavado
y secado a temperatura ambiente de la planta y desarrollo del trabajo

total de la tesis.

4.1.2 Seleccion y lavado
Para realizar la investigacion, se hace la seleccion de hojas de Buddleja
globosa (MATICO) y frutos de Genipa americana (HUITO) en buen
estado, se lavan con agua destilada y se secan bajo sombra a
temperatura ambiente por un periodo de 10 dias aproximadamente.

4.1.3 Trituracion
Pasado dicho tiempo, ambos productos se trituran con ayuda de un
mortero y luego se tamizo con un Tamiz N°20 para obtener un polvo

fino y homogéneo.
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4.2. Obtencidn de extractos por Soxhlet

4.2.1. Fundamento
El equipo Soxhlet tiene como funcidon recircular los vapores
condensados con ayuda de un sifon a la fuente de disolvente que se
encuentra en evaporacion continua, arrastrando consigo los principios
activos de la materia prima contenido en los cartuchos desechables
(25).

4.2.2. Procedimiento

e Se pesd 15¢ de cada material vegetal desecado y pulverizado.

e Se empaqueto en papel filtro para luego ser colocado dentro de la
camara de extraccion del equipo Soxhlet.

e En el baldn del equipo extractor se colocd de solvente 150ml de
etanol 96°.

e Luego se sometid a calor constante de 70 °C (bafio maria), dicho
proceso se llevé por ciclos o sifoneo hasta el agotamiento de las
muestras.

e El extracto obtenido se concentra a bafio maria a temperatura
constante de 70°C hasta obtener un volumen final de 15ml, este
proceso se realiza por duplicado hasta obtener un volumen final de
30 ml.

e A partir de dichos extractos fluidos, se realizara el estudio a distintas
concentraciones del extracto fluido y geles para la realizacién de la
prueba piloto y de la investigacién general.

4.3. Identificacién de metabolitos secundarios por cromatografia en capa
fina (TLC)

4.3.1. Fundamento

La cromatografia en capa fina (en inglés thin layer chromatography o
TLC) es una técnica analitica rapida y sencilla, muy utilizada en un
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laboratorio de Quimica Organica. Entre otras cosas permite determinar
el grado de pureza de un compuesto. Se puede determinar asi, por
ejemplo, la efectividad de una etapa de purificacion, comparar
muestras. Si dos muestras corren igual en placa podrian ser idénticas.
Si, por el contrario, corren distinto entonces no son la misma sustancia

y realizar el seguimiento de una reaccion (28).

La muestra a analizar se deposita cerca de un extremo de una lamina
de pléstico o aluminio que previamente ha sido recubierta de una fina
capa de adsorbente (fase estacionaria). Entonces, la ldmina se coloca
en una cubeta cerrada que contiene uno o varios disolventes mezclados
(eluyente o fase movil). A medida que la mezcla de disolventes
asciende por capilaridad a través del adsorbente, se produce un reparto
diferencial de los productos presentes en la muestra entre el disolvente

y el adsorbente. (28).

La retencion se puede explicar en base a la competencia que se
establece entre el soluto a separar y la fase mévil por adsorberse a los
centros activos polares de la fase estacionaria. Asi, las moléculas de
soluto se encuentran adsorbidas en la fase estacionaria y a medida que
se produce la elucion van siendo desplazadas por la fase movil. La
retencion y la selectividad en la separacién dependen de los valores
respectivos de las constantes de los diferentes equilibrios quimicos que

tienen lugar, que estan en funcion de: (28)

- La polaridad del compuesto, determinada por el nimero y
naturaleza de los grupos funcionales presentes. Los solutos mas
polares quedardn més retenidos puesto que se adsorben maés
firmemente a los centros activos de la fase estacionaria, mientras

que los no polares se eluiran con mayor facilidad (28).

- Naturaleza del disolvente. Asi, para un mismo compuesto, un
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aumento en la polaridad del disolvente facilita su desplazamiento
en la placa (28).

—

m

Figura N°4. Sistema de Cromatografia en Capa Fina (CCF). 1) Cuba

A 4

Cromatografica, 2) Fase estacionaria (Silica gel), 3) Area de Sembrado y 4)
Fase Movil (Mezcla de solventes)
Fuente: Elaboracion propia

La relacion entre las distancias recorridas por el soluto y por el
eluyente desde el origen de la placa se conoce como Rf, y tiene un
valor constante para cada compuesto en unas condiciones
cromatograficas determinadas (adsorbente, disolvente, tamafio de la
cubeta, temperatura, etc.). Para calcular el Rf se aplica la siguiente
expresion: Rf = distancia recorrida por el compuesto (X) / distancia
recorrida por el eluyente (Y) (28).

4.3.2. Procedimiento

e Para la identificacién de taninos, flavonoides, terpenos, alcaloides,

aucubina y geniposidos, se utilizan como fase estacionaria ldminas
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de silica gel de 2.5 cm x 10 cm, en las cuales se realiza un trazo
ligero a 1 cm de distancia desde la base.

e Para el sembrado de las muestras, se realizard diluciones de los
extractos (MATICO al 10% y HUITO al 60%).

e La siembra se hace 10 veces con la ayuda de un tubo capilar fino
cuidando que el secado sea completo en cada siembra para luego
introducirlo dentro de la cuba cromatografica.

e Posteriormente se espera que las laminas se sequen por 20 minutos

y luego se visualizaran las placas por radiacion UV a 366 nm.

En la tabla N°4 se muestran las distintas fases moviles, las sustancias

reveladoras e interpretaciones de los colores que se observan.
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Tabla N°4 Fases moviles y reveladores de los principales metabolitos secundarios

Metabolito Fase movil Revelador Color caracteristico
secundario
Taninos Metanol: agua (70:30) Cloruro férrico (FeCls) Azules, verdes y rojizas, que indican
al 1% en etanol la aparicién de taninos (29)
Flavonoides MATICO: Cloroformo, Acetona, Ac. Vainillina sulfarica Verde, amarillo, rojo, azul, colores
Formico (3.75:0.825:0.425) Revelador: presuntivos que indican la aparicion
vainillina sulfurica de flavonoides.
HUITO: Isopropanol, Metanol, Ac.
Acético, Agua (9:5:2:2)
Terpenos Tolueno: acetato de Etilo (90:10) Liebermann-Burchard  Observar manchas verdes (triterpenos
y  esteroides), manchas rojas
(saponinas), manchas azules
(esteroles) (29)
Alcaloides Cloroformo, Etanol (90:10) Dragendorff Observar manchas rojas — anaranjado
Aucubinas n-Butanol, Ac. Acético, Agua (3:1:1) Sin y con vapores de Manchas con Rf: 0.45a0.75
(MATICO) amoniaco.

Geniposidos (HUITO) Metanol, Cloroformo, Ac. Acético (3:7:1)

Vainillina sulfurica

Manchas con Rf:. 0.73 a2 0.91

Fuente: Adaptaciones (20) (19)
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4.4. Elaboracion de extractos y geles

Procedimiento

DE SANTA MARIA

Para la preparacion de la prueba piloto para hallar un aproximado de 20 ml de
extractos de MATICO y HUITO al 5%, 10%, 20%, 30% y geles mix de
MATICO y HUITO al 20 y 30%, se realizara los calculos correspondientes a

partir de los extractos concentrados como se muestra a continuacion:

Volumen de extracto para 5%
CixVy = CyxV,
100 % x V; = 5% x 20ml
Vi =1ml

Volumen de extracto para 20%
CixVy = CyxV,
100 % x V; = 20% x 20ml
V; = 4ml

Volumen de extracto para gel mix
al 20%
2 ml = Extracto de Matico

2 ml = Extracto de Huito

Volumen de extracto para 10%
CixVy = CyxV,
100 % x V; = 10% x 20ml
V; =2ml

Volumen de extracto para 30%
CixVy = CyxV,
100 % x V; = 30% x 20ml
V, = 6ml

Volumen de extracto para gel
mix al 30%
3 ml = Extracto de Matico

3 ml = Extracto de Huito

Una vez realizado los célculos, se procede a la produccion de los geles

siguiendo la formulacion general (29).
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Formulacion del gel base

Carbopol 940 19 0.29
Propilenglicol 5mL ImL
Metilparabeno 0.1g 0.02g
Propilparabeno 01g 0.02g
Alcohol 70° c.s.p. 100 mL 20mL
Trietanolamina Hasta pH 7 Hasta pH 7

e Laformulacion anterior se recalcula considerando un volumen final de
20 ml entre alcohol y extractos.

e Pesar los componentes y rotularlos.

e Disolver el carbopol 940 en alcohol de 70° en un volumen de 20 mL,
agitando suavemente y constantemente que no se formen burbujas.
(Solucién A).

e Disolver los metilparabeno y propilparabeno junto con el
propilenglicol y el extracto de Buddleja globosa (MATICO) y Genipa
americana (HUITO) (Solucion B).

e Mezclar las dos soluciones A y B en un vaso de precipitado con
agitacion constante y por ultimo agregar trietanolamina hasta

conseguir un ajuste de pH de 7.

4.5. Produccion y medicion de la inflamacion

4.5.1. Fundamento
La inflamacion se produce con la administracion subcutanea de una
solucién de carragenina (un muco polisacarido sulfatado extraido del
alga marina Chondrus crispus y Gigartina stellata) a nivel de la
aponeurosis plantar de la rata o del raton. La respuesta promovida por
la carragenina es de tipo bifésica. La primera fase es mediada a través
de la liberacion de histamina, serotonina y quininas, mientras la
segunda fase esta asociada a la liberacion de prostaglandinas,

bradiquinina, proteasa y lisosoma, con un efecto maximo que se
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presenta alrededor de 3 h luego de la inyeccion de carragenina (29) (20).

La medicion de la inflamacion se realiza con el Pletismometro Digital
LE 7500 que 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 farmacologicas (23) (32).

4.5.2. Procedimiento
PREPARACION DE LA SOLUCION

e Lasolucion que necesitamos es a una concentracion 0.1 %
peso/volumen de NaCl,
e Pesamos 1 g de NaCl por cada litro de H2O destilada, luego se

afiadio 15 gotas de triton por cada litro de solucion.

PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE
CARRAGENINA

e Se pes6 0.05 g de carragenina y se diluyo en 5 mL de solucién
agua destilada.

e Sometiendo a bafio marina hasta el momento de la aplicacion
PROCEDIMIENTO DE LA INFLAMACION

La inflamacién se produjo administrando 0.2 ml de una solucion de
carragenina al 1 % en la region subplantar de la pata posterior derecha
del animal, para luego hacer la medicion usando un pletismémetro en
diferentes tiempos por un intervalo de 7 horas como se muestra en la
Figura N° 5
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Figura N°5 Procedimiento de la produccion y medicion de la inflamacion

Fuente: Elaboracion propia

4.6. Realizacion de la Prueba Piloto en hojas de Buddleja globosa (MATICO)
y frutos de Genipa americana (HUITO).

o Después de obtener los extractos de ambas plantas y realizar la preparacion
a distintas concentraciones se procedi6 a realizar una prueba piloto en la
cual se midio la inflamacion de 13 grupos: Extractos de Buddleja globosa
(MATICO) al 5%,10%,20% y 30 % y extracto de Genipa americana
(HUITO) al 5%, 10%, 20%y 30%, también gel mix de ambas plantas a
concentracion 20% y 30% comparando con el Diclofenaco al 1%, gel base
y blanco.

e Luego se procedio a producir la inflamacién a la rata mediante la aplicacion
de 0,2 ml de carragenina en la pata posterior derecha con la ayuda de una
jeringa hipodérmica.

e Luego se esperd hasta alcanzar la inflamacién méxima que se produjo a las
3 horas donde se midié con ayuda del pletismometro.

e Después se coloco los distintos tratamientos con los extractos y geles para

luego esperar una hora y comenzar hacer las mediciones ala4, 5, 6, 7 hora.
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4.7. Determinacion del efecto antinflamatorio de los geles a base de extractos
de las hojas de Buddleja globosa (MATICO) y frutos de Genipa
americana (HUITO)

Tras realizar la prueba piloto cuyos resultados se observan en el ANEXO 2,
se procede a trabajar con 7 grupos experimentales, los cuales luego de la
administracion de carragenina al 1% y pasada 3 horas, se tratan como se

muestra en la siguiente tabla.

Tabla N°5. Grupos de experimentacion y tipo de tratamiento

Grupos Denominacion Tipo de tratamiento

Control positivo CP Diclofenaco en gel 1%

Control negativo CN Gel base

Gel de HUITO 20% H20% Gel de extracto etanolico de HUITO al
20%

Gel de HUITO 30% H30% Gel de extracto etandlico de HUITO al
30%

Gel de MATICO 20% M20% Gel de extracto etanolico de MATICO
al 20%

Gel de MATICO 30% M30% Gel de extracto etandlico de MATICO
al 30%

Gel mix (MATICO + GMx20% Gel de extracto etanolico de HUITO y

HUITO) 20% MATICO al 20%

Fuente: Elaboracion propia
Finalmente, tras la administracion de cada tipo de tratamiento, se mide la
inflamacion durante la cuarta, quinta, sexta y séptima hora con el

pletismoémetro.

4.8. Estadistica
El analisis de varianza (ANOVA) es un método utilizado para estimar y probar
hipotesis 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. Como resultado brinda una probable diferencia
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significativa en por lo menos un grupo de datos lo que podria requerir una
prueba confirmatoria como el test de comparaciones multiples desarrollado
por Tukey, el cual permite comparar las medias de los t niveles de un factor
después de haber rechazado la Hipotesis nula de igualdad de medias mediante
la técnica ANOVA. Esta prueba confirmara que grupos son igual o diferentes
al 95 % de confianza (34).
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la determinacion del efecto antinflamatorio tépico del gel a base
del extracto de Buddleja globosa (MATICO) y Genipa americana (HUITO) en

animales de experimentacion se muestran a continuacion.

1. ldentificacion del material biolégico
Las hojas de Buddleja globosa (MATICO) y el fruto de Genipa americana
(HUITO), recolectados de la comunidad de sol naciente ubicado en el kilometro
4.5 del distrito de Tambopata, provincia de Tambopata y departamento de Madre
de Dios fueron transportados en papel Kraft a las instalaciones de la Facultad de
Biologia (Herbarium Arequipense) de la Universidad Nacional San Agustin en

donde se realizo el reconocimiento taxonémico que se muestra a continuacion.

Tabla N°6 Clasificacion taxonémica de Buddleja globosa (MATICO)

Reino: Plantae

Familia: Buddlejaceae

Género: Buddleja

Especie: B. globosa

Nombre Cientifico: Buddleja globosa Hope

Fuente: Hervarium Arequipense (HUSA)- UNSA
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Tabla N°7 Clasificacion taxondémica de Genipa americana L (HUITO)

Reino: Plantae

Division: Magnoiophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae

Orden: Gentianales
Familia: Rubiaceae

Género: Genipa

Especie: Genipa americana L.

Fuente: Hervarium Arequipense (HUSA)- UNSA

2. Obtencion y concentracion de los extractos de Buddleja globosa (MATICO)

y Genipa americana (HUITO)

Tras la identificacion taxondmica de las plantas, en los laboratorios de la
Universidad Catdlica de Santa Maria se realiz6 la seleccion de hojas de Buddleja
globosa (MATICO) y frutos de Genipa americana (HUITO) en buen estado.

Los cuales posteriormente fueron lavados con agua destilada y secados bajo
sombra a temperatura ambiente por un periodo de 10 dias. Pasado dicho tiempo,
ambos productos fueron triturados en un mortero, finalmente, las muestras fueron

tamizadas (Tamiz N°20) para la obtencion de un polvo fino y homogéneo.

Figura N°6 Hojas de Buddleja globosa (MATICO)
Fuente: Elaboracion propia
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Figura N°7 Fruto de Genipa americana (HUITO)
Fuente: Elaboracion propia

e Los extractos fueron obtenidos por el método Soxhlet, para lo cual se
pesaron 15 g del material vegetal.

e Se empaquet6 en papel filtro y se colocé en la camara de extraccion del
equipo, en el balon del equipo extractor se midié 150ml de etanol 96°a
continuacion se procedio a la extraccion por ciclos hasta el agotamiento de
las muestras (12 ciclos).

e El extracto obtenido se concentro a bafio maria a temperatura constante de
70°C hasta obtener un volumen final de 15ml. (este proceso se realizé por
duplicado hasta obtener un volumen final de 30 ml).

e A partir de dichos extractos fluidos, se realizo el estudio a diferentes
concentraciones para la prueba piloto y geles a diferentes concentraciones

para la realizacion de la investigacion general.

3. Resultados de la prueba piloto para evaluar el efecto antinflamatorio del
extracto fluido y geles de Buddleja globosa (MATICO) y Genipa americana
(HUITO).

En la Tabla N°8 se observan los resultados de la evaluacion del efecto

antinflamatorio de la prueba piloto en los siguientes grupos de tratamiento.

i. Los extractos fluidos de Buddleja globosa (MATICO) y Genipa
americana (HUITO) a las concentraciones de 5, 10, 20 y 30%.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




s UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE -~ CATOLICA

TESIS UCSM =@  DE SANTA MARIA

ii.  Los Geles mix a base de los Extractos de Buddleja globosa (MATICO)
y Genipa americana (HUITO) a concentraciones del 20 y 30%.
iii.  Diclofenaco al 1 % como control positivo

iv.  Gel base como control negativo

Notese que se realiz6 la medicion a tiempo cero para observar los volimenes
basales en ml correspondientes al tamafio de la pata antes de la aplicacién de la

carragenina 1%.
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Tabla N° 8. Resultados (n=3) del efecto de los tratamientos sobre la inflamacion (ml) inducida con carragenina al 1 % en ratas

Ex-Ma

Ex- Ma

Ex-Ma

Ex-Ma

Ex-Hu

Ex-Hu

Ex-Hu

Ex-Hu

Gel-Mix

Gel-Mix

Diclofenaco 1

Gel

Condicibn  Hora “go0 10% 20% 30% 5% 10%  20% 30% 20 % 30 % % Base  Dlanco
Basal 0 0.64 0.71 0.69 0.76 0.8 069 088 073 0.72 0.81 0.76 078 066
+001 +001 +001 +002 +002 +001 +002 +001  +001  +0.02 +0.02 +0.02 +0.01
Inf-Max/ 2 1.73 1.68 2.19 194 152 202 156 1.94 22 1.8 1.84 175  1.73
App-Tto +0.03 +003 +004 +004 +003 +004 +003 +004  +004  +0.04 +0.03 +004 +0.03
. 1.49 1.46 1.74 154Nl N VL3 1.47 1.92 1.33 1.48 178 1.74
+0.03 +003 +003 +003 +003 +003 +003 +003  +004  +003 +0.03 +0.04 +0.03
2 5 1.45 1.43 1.68 148 135 163  1.34 1.44 1.74 1.3 133 179  1.76
E +0.03 +003 +003 +003 +003 +003 +003 +003  +003  +003 +0.03 +0.04 +004
=
> 6 1.43 1.42 1.62 7o SR\ e 1.42 1.72 1.29 1.27 179 1.77
n +0.03 +003 +003 +003 +003 +003 +003 +003  +003  +003 +0.03 +0.04 +0.04
. 1.41 1.40 153 136 131 161 131 1.4 1.45 1.27 1.25 182  1.78
+0.03 +003 +003 +003 +003 +003 +003 +003  +003  +003 +0.03 +0.04 +0.04

*Ex= Extracto, Ma= Matico, Mix= Mezcla de geles de matico y huito, Inf-Mac= Inflamacion méxima y App-Tto= Aplicacién de

tratamientos, n=numero de mediciones.
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En la Figura N° 8 se puede observar que a las 3 horas se produce la inflamacion
maxima después de aplicar la carragenina al 1 % sin embargo la inflamacion del
grupo tratado con gel base (Control Negativo) continda aumentando, asi mismo
todos los tratamientos presentan efecto antinflamatorio debido a que desde su
aplicacion la inflamacion disminuye en funcion del tiempo, aparentemente el gel
mix al 20% y los extractos al 30% de Buddleja globosa (MATICO) y Genipa

americana (HUITO) presentan mayor efecto antinflamatorio.

2.5 -
Inflamacion Maxima \
2.0 -
~—~~
—
c 7]
=
[0}
o
[J]
o]
S 1.0
E —@— Ex-Ma 5%
—A— Ex- Ma 10%
E Ex-Ma 20%
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> —— Ex-Hu 5%
—p— Ex-Hu 10%
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—@— Gel-Mix 20 %
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—+— Diclofenaco 1 %
—<— Gel Base
—¥K— Blanco
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Figura N° 8. Efecto de los tratamientos sobre la inflamacion (ml) inducida con

carragenina al 1 % en ratas.

En la Tabla N° 9 podemos observar la inflamacién producida en ml expresado en
porcentaje de inflamacion donde se obtuvo como resultado los valores de inflamacion

maxima y su disminucion en funcion del tiempo.
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Tabla N° 9. Disminucion del porcentaje de inflamacion (n=3) luego de la induccion de la inflamacion con carragenina al 1 % en ratas

PR Ex-Ma Ex- Ma Ex-Ma Ex-Ma Ex-Hu Ex-Hu Ex-Hu Ex- Gel-Mix 20 Gel-Mix Diclofenaco 1 Gel Blanco
5% 10% 20% 30% 5% 10% 20% Hu30% % 30 % % Base

3 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
+0.55 +0.50 +0.58 +0.52 +0.51 +0.51 +0.58 +0.53 +0.51 +0.41 +0.562 +0.63 +0.21

4 77.98 77.32 70.00 68.64 98.61 71.43 72.06 61.16 81.08 52.53 66.67 103.09 100.93
+0.42 +0.42 +0.38 +0.37 + 0.54 +0.39 +0.39 +0.33 +0.44 +0.29 +0.36 +056 +0.55

5 74.31 74.23 66.00 61.02 76.39 70.68 67.65 58.68 68.92 49.49 52.78 104.12 102.80
+0.40 +0.40 +0.36 +0.33 +0.42 +0.39 +0.37 +0.32 +0.38 +0.27 +0.29 +057 +0.56

6 72.48 73.20 62.00 52.54 73.61 70.68 66.18 57.02 67.57 48.48 47.22 104.12 103.74
+0.40 +0.40 +0.34 +0.34 +0.40 +0.39 +0.36 +0.31 +0.37 +0.26 +0.26 +057 +0.57

7 70.64 71.13 56.00 50.85 70.83 69.17 63.24 55.37 49.32 46.46 45.37 107.22 105.61
+0.38 +0.39 +0.31 +0.28 +0.39 +0.38 +0.34 +0.30 +0.27 +0.25 +0.25 +058 +0.58

*Ex= Extracto, Ma= Matico, Mix= Mezcla de geles de MATICO y HUITO, n=nUmero de mediciones.
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Figura N° 9. Efecto antiinflamatorio luego de la induccion de la inflamacién con

carragenina al 1 % en ratas

En la Figura N° 9 de la prueba piloto se puede observar que el grupo blanco al cual se
le administro solo carragenina al 1% y no se le administrdé ningun tipo de tratamiento,
presenta un porcentaje de desinflamacion minima, ademas, el grupo control negativo
al cual tras la administracion de carragenina al 1% se le administrd solo gel base,
también presenta un porcentaje de desinflamacion minima. Estos resultados indican

gue no existié ningun factor externo que pudo influir en nuestros resultados.

Por otro lado, en relacién a los grupos que tras la administracion de carragenina al 1%,
si recibieron un tipo de tratamiento, ya sea con diclofenaco, extractos o geles a
diferentes concentraciones de MATICO y HUITO, se pude mencionar que el
diclofenaco presenta mayor efecto antinflamatorio en comparacion del resto de grupos.
En relacion a los tratamientos con los extractos se puede mencionar que los geles mix
al 30% y 20% a base de los extractos de ambas plantas presentan mayor efecto

antinflamatorio en comparacion de los extractos.
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Por lo que se logré determinar que ambas especies vegetales presentan efecto
antinflamatorio frente a adema plantar inducido por carragenina al 1 % por lo cual, se

procedio a realizar la parte experimental.

4. ldentificacion de los componentes fitoquimicos de Buddleja globosa
(MATICO) y Genipa americana (HUITO)

4.1. Taninos

4.1.1. Buddleja globosa (MATICO)
Tras realizar el sembrado de los extractos diluidos de Buddleja globosa
(MATICO) al 10% vy al ser revelados con cloruro férrico al 1%, se
observé unas manchas de color rojo con un factor de retencién de 0.71
como se observa en la figura N°5 lo que indica la presencia de taninos
en Buddleja globosa (MATICO).

4.1.2 Genipa americana (HUITO)
Después de realizar el sembrado de los extractos diluidos de Genipa

americana (HUITO) al 60% y al ser revelados con cloruro férrico al

1%, no se logro identificar taninos.
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Figura N°10 Placas cromatogréaficas en capa fina de la identificacion de

taninos en extractos de Buddleja globosa (MATICO) y Genipa americana

(HUITO)

Fuente: Elaboracion propia
Es importante mencionar que los resultados de algunas investigaciones
indican que los principales compuestos bioquimicos que contiene la
Genipa americana L. son: manitol, genipina, taninos, &cido tartarico,
acido geniposidico, hidantoina, cafeina y calcio; contiene también
iridoides de genipina que reaccionan con proteinas produciendo un
color azul y dos compuestos antibioticos con estructura de
monoterpenos ciclopentanoicos (35). Sin embargo, la presente
investigacion difiere de lo encontrado por Rivas en su investigacion
titulada “Obtencion y caracterizacion del entrecruzante natural genipina
a partir del fruto del caruto (Genipa americana L.)”, ya que no se
identificaron taninos (36). Lo cual, se podria deber a la procedencia de
los frutos estudiados ya que Rivas desarroll6 su estudio usando frutos
obtenidos de Venezuela y la composicion de los metabolitos
secundarios pueden variar dependiendo de las condiciones ambientales,

estrés, tipo de suelo, etc.
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4.2. Flavonoides

4.2.1. Buddleja globosa (MATICO)
Tras realizar el sembrado de los extractos diluidos de Buddleja globosa
(MATICO) al 10%, al ser revelados con vainillina sulfurica y observada
en luz UV (336nm), se observo unas manchas de colores rojo y verde
con factores de retencion de 0.59, 0.70 y 0.90 como se observa en la
figura N°11 lo que indica la presencia de flavonoides en Buddleja
globosa (MATICO).

4.2.2 Genipa americana (HUITO)
Después del sembrado de los extractos diluidos de Genipa americana

(HUITO) al 60%, al ser revelados con vainillina sulfirica y observada
en luz UV (336nm), se observo una mancha de color azul con un factor
de retencion de 0.70 lo que indica que el extracto de HUITO tiene

flavonoides.

R,=0.90

R.=0.70 = R,=0.70

R,= 0.59

Figura N°11 Placas cromatograficas en capa fina de la identificacion de Flavonoides
en extractos de Buddleja globosa (MATICO) y Genipa americana (HUITO)

Fuente: Elaboracion propia
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Nuestros resultados se asemejan al trabajo de investigacion titulado
“Fundamentacion basica al uso etnomédico de MATICO (Buddleja globosa
Hope)”, reportan que MATICO presenta en su composicion fitoquimica,

flavonoides, terpenos y éster feniletanoides (37).

En relacion a la identificacion de flavonoides en Genipa americana (HUITO),
trabajos de investigacion reportan la existencia de flavonoides no-
antocianinicos, los cuales se caracterizan por dar un color amarillo al fruto,
ademas, mencionan que los flavonoides en general se caracterizan por ser

polifenoles solubles en agua (12).

4.3. Terpenos

4.3.1. Buddleja globosa (MATICO)
Tras realizar el sembrado de los extractos diluidos de Buddleja globosa
(MATICO) al 10%, al ser revelados con Liebermann-Burchard y
observado en luz UV (336nm), se observd unas manchas de colores
rojos con factores de retencion de 0.44, 0.56 y 0.79 como se observa en
la figura N°7 lo que indica la presencia de Terpenos en Buddleja
globosa (MATICO).

4.3.2 Genipa americana (HUITO)
Por otro lado, tras realizar el sembrado de los extractos diluidos de
Genipa americana (HUITO) al 60%, al ser revelados con Liebermann-
Burchard y observado en luz UV (336nm), se observé una mancha de
color azul con un factor de retencion de 0.21 lo que indica que el

extracto de HUITO tiene Terpenos en Genipa americana (HUITO).
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R;=0.79
R;=0.56
Rf= 0.44
— — R;=0.21

Figura N°12 Placas cromatograficas en capa fina de la identificacion de
Terpenos en extractos de Buddleja globosa (MATICO) y Genipa americana
(HUITO)

Fuente: Elaboracion propia

Existen referencias bibliograficas que mencionan la existencia de geniposidos
en la Genipa americana (HUITO), este metabolito es descrito como un
iridoide glicosidico que posee una gran variedad de actividades bioldgicas
como neuroprotector, anti-diabético, antiproliferativo y antioxidante. Por lo
tanto, considerando que los iridoides son compuestos monoterpénicos que
estructuralmente se distinguen por estar formados por un anillo bésico de
dihidropirano fusionado a un ciclopentano (36) (38), asi mismo, en la presente
también se encontrd presencia de terpenos en los extractos obtenidos del fruto
de Huito.

En relacion a la identificacion de terpenos en Buddleja globosa (MATICO),
nuestros resultados se asemejan al trabajo de investigacion titulado
“Fundamentacion basica al uso etnomédico de MATICO (Buddleja globosa
Hope)” en donde reportan que MATICO presenta en su composicion

fitoquimica, flavonoides, terpenos y éster feniletanoides (37).
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4.4. Alcaloides
Tras realizar la marcha analitica para la identificacion de alcaloides, no se
logré identificar la presencia de dichos metabolitos en Buddleja globosa
(MATICO) ni en Genipa americana (HUITO).

4.5. Aucubina en Buddleja globosa (MATICO)
Tras realizar el sembrado de los extractos diluidos de Buddleja globosa
(MATICO) al 10%, al ser revelados con vapores de amoniaco y observado en
luz UV (254nm), se observo unas manchas color marron con factor de
retencion de 0.44, 0.70 como se observa en la figura N°8 lo que indica la
presencia de Aucubina en Buddleja globosa (MATICO).

R,=0.70

Figura N°13 Placas cromatograficas en capa fina de la identificacion de
Aucubina en extractos de Buddleja globosa (MATICO)
Fuente: Elaboracion propia

Segun la revision bibliografica indica que la aucubina es un metabolito

secundario muy comun, del grupo de los iridoides. Es el glucésido formado
por la combinacién de la aglicona aucubigenina y una unidad de glucosa. Al
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igual que los otros monoterpenos, se compone de dos unidades de isopreno,
cada una con cinco atomos de carbono, sintetizados en la planta. Sin embargo,
a diferencia de la mayoria de los iridosides, de diez carbonos, la estructura de

la aucubina contiene sélo nueve (37).

4.6. Geniposido en Genipa americana (HUITO)
Tras realizar el sembrado de los extractos diluidos de Genipa americana
(HUITO) al 60%, al ser revelados con vainillina sulfurica y observado en luz
UV (336nm), se observo unas manchas de color azul con factor de retencion
de 0.83 como se observa en la figura N°9 lo que indica la presencia de

Geniposido en Genipa americana (HUITO).

. o R,=0.83

Figura N°14 Placas cromatograficas en capa fina de la identificacién de
Geniposido en extractos de Genipa americana (HUITO)

Fuente: Elaboracion propia

El Geniposido es un metabolito secundario propio de Genipa americana
(HUITO), el cual es un iridoide glicosilado que mediante hidrélisis con beta
glucosidasa se descompone en Genipina y O-glucosa. La estructura de la
Genipina fue descubierta en 1960 por Ojerassi y col. a partir de la fruta madura
de Genipa americana L. se menciona que esta sustancia es responsable de la

coloracion azul violeta que se observa al reaccionar espontaneamente con
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amino&cidos, en general con aminas primarias (12).

Existen amplios estudios sobre las propiedades antiangiogénico,
antiinflamatoria y antioxidante de este iridoide, ademas se lo considera un
potente reticulante no tdxico de proteinas, cuya aplicacion inmediata es la
elaboracion de un biopolimero para sistemas de liberacion controlada de

farmacos (12).

Tabla N°10 Resultados de metabolitos secundarios identificados en los
extractos de Buddleja globosa (MATICO) y Genipa americana (HUITO)

Metabolitos Resultados
secundarios Buddleja globosa Genipa americana
(MATICO) (HUITO)

Taninos + -
Flavonoides + +
Terpenos + +
Alcaloides - -
Aucubina + -
Geniposido - +

(+) Presencia, (-) Ausencia

Fuente: Elaboracién propia

5. Produccion de geles a base del extracto de Buddleja globosa (MATICO) y
Genipa americana (HUITO)
Para la formulacién de los geles, se recalculo la cantidad considerando un volumen
final de 20 ml entre alcohol y extractos, en tal sentido para la preparacion de gel, a
cierta cantidad de alcohol se le agregd metilparabeno y propilparabeno, se agitd y
posteriormente se adiciond carbopol 940 hasta disolucién total, propilenglicol,
extracto y por ultimo trietanolamina hasta conseguir un ajuste de pH de 7 (31).
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Formulacion del gel base recalculado

Carbopol 940 0.2¢9
Propilenglicol ImL
Metilparabeno 0.02g
Propilparabeno 0.02g
Alcohol 70° c.s.p. 20mL
Trietanolamina Hasta pH 7

Luego de preparar los geles, se dejé reposando los preparados por un periodo de
24 horas para verificar si mantenia su estabilidad. Pasado este tiempo, se evaluo

algunas caracteristicas organolépticas de los geles como son: (31)

Color: la coloracion de los extractos fueron verdes oscuros.
Consistencia: la consistencia fue coloidal y fluido al tacto.

pH: el pH no vario y se mantuvo en 7.

YV V V V

Alcohol volatil: para determinar si por el contenido etanolico (volatil) se
perdié o no, se comparo por diferencia de peso el contenido inicial frente
al contenido después de las 24 horas, no observandose perdida en el

contenido (31).

6. Determinacion del efecto antinflamatorio topico del gel a base del extracto
de Buddleja globosa (MATICO) y Genipa americana (HUITO) en animales

de experimentacion

6.1. Produccion de la inflamacion
Después de revisar fuentes bibliograficas y haber realizado una prueba piloto
se determind que el tiempo adecuado para producir la méaxima inflamacién
con carragenina al 1% fue de 3 horas, dicho proceso inflamatorio se observa

en la Figura N° 15.
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Inflamacion

Figura N°15 Inflamacién producida por carragenina al 1%
Fuente: Elaboracion propia

La medicion de la inflamacion se realiz6 en volumenes en el pletismometro.

El tiempo y proceso de inflamacion producida en nuestro presente trabajo de
inflamacion son similares a los hallados en el trabajo de investigacion titulado
“Anti-inflammatory effect of hydroalcoholic extract from Oenothera rosea
(yawar socco) in rats with induction to acute and chronic inflammation”, en
donde para producir la inflamacion utilizaron al igual que nosotros el Método
del Edema subplantar, haciendo uso de un pletismémetro, administraron por
via subcutanea (VSC) o subplantar una pseudosolucion de A-carragenina, en
la aponeurosis plantar de la rata, provocando una reaccién inflamatoria (19).

Por otro lado, el proceso inflamatorio producida por la carragenica se
caracteriza por una fase temprana (0-1 h) y es provocada por la liberacion de
histamina, 5 - hidroxitriptamina y bradiquinina seguido de una fase tardia (1-
6 h) sostenida principalmente por las PGs (prostaglandinas) y NO (6xido
nitrico), sin embargo, se determin0 el efecto antinflamatorio de Buddleja
globosa (MATICO) y Genipa americana (HUITO) en animales de
experimentacion, se consideraron los resultados obtenidos en la prueba piloto
en donde se observé que el grupo blanco, al cual se le administré carragenina
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al 1% pero no se le administr6 ningin tipo de tratamiento, presenta un
porcentaje de desinflamacion minima, ademas, el grupo gel base, al cual tras
la administracion de carragenina al 1% se le administro solo gel base, también
presenta un porcentaje de desinflamacion minima. Estos resultados indican
que no existié ningun factor externo que pudo influir en nuestros resultados.
Por otro lado, en relacion a los grupos que tras la administracion de
carragenina al 1% si recibieron un tipo de tratamiento con diclofenaco,
extractos o geles de MATICO y HUITO a diferentes concentraciones, se pude
mencionar que el diclofenaco presenta mayor efecto antinflamatorio en
comparacion del resto de grupos. En relacion a los tratamientos con los
extractos de MATICO y HUITO, se puede mencionar que los geles al 30% y
20% a base de los extractos de ambas plantas presentan mayor efecto
antinflamatorio en comparacion de los extractos por lo tanto para el desarrollo
del presente trabajo de investigacion se optd por determinar el efecto
antinflamatorio topico de los geles a base del extracto de Buddleja globosa

(MATICO) y Genipa americana (HUITO) en animales de experimentacion.

6.2. Aplicacion de los tratamientos con los geles de Buddleja globosa
(MATICO) y Genipa americana (HUITO)
Tras la produccion de la inflamacion, se aplicaron los geles (0.2 ml
aproximadamente) de Buddleja globosa (MATICO) y Genipa americana
(HUITO) utilizando una jeringa de tuberculina y esparciendo el contenido con
un hisopo estéril.
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Figura N°16 Aplicacion del tratamiento
Fuente: Elaboracion propia
Las mediciones posteriores del edema plantar se realizaron utilizando un
pletismémetro manual y se midieron los volumenes inflamados (en ml) de la
pata posterior derecha de las ratas previamente marcadas, a 4, 5,6 y 7 horas de

aplicado los geles producto de los extractos.

6.3. Efecto antinflamatorio de Buddleja globosa (MATICO) y Genipa
americana (HUITO)
En la tabla N°11 se observa los resultados en volumen promedio de las 5
ratas de los 7 grupos, dichos datos se obtuvieron tras la medicion de la

inflamacion de las patas en el pletismometro expresadas en volimenes (ml).
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TablaN°11 Inflamacion promedio (mL) +/- DS (n=5) antes y después de los tratamientos aplicados frente a la inflamacion inducida con

carragenina al 1 % en ratas.

TIEMP CP CN (Gel H30% H20% M30% M20% GMx20
@] (Diclofenac DS Base) DS Promedi DS Promedi DS Promedi DS Promedi DS % DS
(Horas) 0 1%) Promedi o (mL) o (mL) o (mL) o (mL) Promedio
Promedio o (mL) (mL)
(mL)
0 0.75 0.0 0.75 +0.0 0.83 +0.0 0.80 +0.0 0.80 0.0 0.75 0.0 0.77 +0.0
1 3 3 7 4 8 3
3 1.98 +0.2 1.88 +0.1 2.10 +0.1 1.98 +0.1 2.05 +0.1 2.07 +0.0 1.94 +0.0
1 8 2 6 6 2 6
4 1.38 +0.0 191 +0.1 1.84 +0.0 1.8 +0.1 1.82 +0.0 1.82 +0.1 1.78 +0.0
8 8 8 0 9 2 9
5 1.10 +0.0 1.90 +0.1 1.56 +0.1 1.47 +0.1 1.66 +0.0 1.62 +0.0 1.66 +0.0
9 5 2 5 7 3 7
6 0.98 0.0 1.93 +0.1 1.32 +0.0 1.17 +0.1 1.31 +0.1 1.21 +0.0 1.25 +0.1
2 8 8 3 5 7 1
7 0.80 +0.0 1.90 +0.1 1.09 +0.0 0.97 +0.0 1.05 +0.0 0.94 +0.0 1.16 +0.0
3 1 4 2 5 3 5

DS: Desviacion estandar, n: nimero de ratas.

Fuente: Elaboracién propia
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En la tabla N° 11 a la hora cero, se observa el promedio de volumen inicial
que ocupaba las patas de las ratas antes de aplicarles carragenina al 1%, a las
tres horas, se observa el incremento de los promedios de volimenes de todos
los grupos debido a la aplicacion de carragenina, ese tiempo se considerd
como el tiempo méximo al cual se produce la maxima inflamacion, las horas
4,5,6y7,son los tiempos a los cuales se midieron las patas tras la aplicacion

de los geles.

En general se puede observar que el grupo Control negativo (CN) al cual se le
inyecto carragenina al 1% y se le aplico gel base, el volumen no varia en
funcién del tiempo, en relacién al grupo Control positivo (CP) al cual se le
inyecto carragenina al 1% y se le aplico Diclofenaco en gel al 1%, el volumen
disminuye en funcion del tiempo lo que indica un efecto antinflamatorio
ampliamente conocido de dicho producto farmacéutico.

En relacion al resto de grupos a los cuales se les aplico carragenina al 1% y
luego concentraciones diferentes de extractos de Buddleja globosa
(MATICO) y Genipa americana (HUITO) bajo la forma de gel, se observa
que los volumenes promedio van disminuyendo en funcion del tiempo lo que

indica el efecto antinflamatorio de dichos extractos.

Los datos de la tabla N°11 se recalcularon restando los volimenes medidos en
el pletismometro menos los voliumenes basales para hallar el volumen de
inflamacidn, estos datos se explican a detalle con la siguiente figura N°17 en
donde se observan las lineas de tendencia de los volimenes promedio en
mililitros en funcidon del tiempo en horas de los diferentes grupos de
tratamiento.
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Figura N°17 Volumen promedio (ml) antes y después de los tratamientos
aplicados frente a la inflamacion inducida con carragenina al 1 % en ratas.

Fuente: Elaboracion propia

En la figura N°17 se puede observar que tras la administracion de carragenina
al 1% a todos los grupos de experimentacion, todos sufrieron la inflamacion
esperada dentro de las 3 horas, después de este tiempo, se puede observar que
el grupo CN al cual solo se le administro gel base, los volimenes promedio
no varian en funcién del tiempo por lo que podemos mencionar que no hay
influencia positiva o0 negativa de los excipientes del gel sobre el efecto
antinflamatorio.

En relacion al grupo CP al cual se le administré diclofenaco en gel al 1%, los
volimenes promedio van disminuyendo en funcion del tiempo, dichos
resultados son los esperados debido a que el diclofenaco en esa presentacion
es un antinflamatorio ampliamente utilizado, los grupo H20% y H30% a los
cuales se les administraron geles a base de extracto Genipa americana
(HUITO) al 20% y 30% respectivamente, se observa que los volimenes
promedio van disminuyendo en funcion del tiempo y que si se compara ambas
lineas de tendencia, se puede mencionar que los volimenes promedio del

grupo H30% disminuyen mas que el grupo H20%, lo que indicaria que el
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tratamiento del grupo H30% tiene mayor efecto antinflamatorio que el grupo
H20%, por otro lado, el grupo M20% y M30% a los cuales se les administraron
geles a base de extracto Buddleja globosa (MATICO) al 20% y 30%
respectivamente, se observa que los volimenes promedio van disminuyendo
en funcion del tiempo y que si se compara ambas lineas de tendencia, se puede
mencionar que los volimenes promedio del grupo M30% disminuyen mas que
el grupo M20%, lo que indicaria que el tratamiento del grupo M30% tiene
mayor efecto antinflamatorio que el grupo M20%. En relacion al grupo
GMx20%, al cual se le administro el gel mix al 20% a base de extracto de
Genipa americana (HUITO) y Buddleja globosa (MATICO), los resultados
obtenidos en la linea de tendencia indica que este gel mix tiene efecto
antinflamatorio pero menor en comparacion con la linea de tendencia de
M30% y H30%.

A continuacion, se muestran resultados promedio de los porcentajes de

inflamacion y desinflamacion de todos los grupos de tratamiento.

Tabla N°12 Efecto de los tratamientos sobre la inflamacién inducida con
carragenina al 1 % en ratas.

TIEMPO cP CN (Gel H20%  H30% M20% M30% GMx20%
(Horas) (Diclofenaco Base) (%) (%) (%) (%) (%)
19%) (%) (%)

3 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

4 51.22 102.65 79.53 84.75 81.60 81.06 86.32

5 28.46 101.77 57.48 56.78 68.80 65.91 76.07

6 18.70 104.42 38.58 31.36 40.80 34.85 41.03

7 4.07 101.77 20.47 14.41 20.00 14.39 33.33

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla N°12, se muestras los porcentajes promedio de inflamacién de
todos los grupos de experimentacion, se puede ver que para el caso de grupo
CP el porcentaje de inflamaciéon disminuye de 100% hasta un 4.07%, en

relacion al grupo CN no se observa la disminucidn de la inflamacién, sino que
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por el contrario esta se mantiene durante todo el periodo de evaluacion de los
grupos.

En cuanto a los grupos H20% Y H30%, los porcentajes de inflamacion van
disminuyendo del 100% hasta 20.47% y 14.41% respectivamente, un efecto
similar se muestra en los porcentajes de los grupos M20% y M30% en donde
la inflamacion disminuye del 100% hasta un 20.00% y 14.39%
respectivamente. Finalmente, el porcentaje promedio del grupo GMx20%
disminuye del 100% hasta un 33.33%.

120.00
100.00
£ 80.00
5 —@— CP (Diclofenaco 1%)
S 60.00 \o —®—CN (Gel Base)
E —0—H20%
o=
£ 4000 H30%
—— M20%
—0—M30%
20.00 —0—GMx20%
0.00
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (Horas)

Figura N°18 Efecto de los tratamientos (n=5) sobre la inflamacion inducida
con carragenina al 1 % en ratas.

Fuente: Elaboracion propia

En la figura N° 18 se observa graficamente las lineas de tendencia de los
porcentajes de inflamacion en funcion del tiempo, se puede observar que el
grupo CP en comparacién con el resto de grupos de tratamiento, presenta
menores porcentajes de inflamacion mientras transcurre las horas, estos
resultados son satisfactorios debido a que el grupo CP recibi6 como
tratamiento diclofenaco en gel al 1%, por otro lado, los porcentajes promedio
del grupo CN en comparacién con el resto de grupos de tratamiento, se
mantienen estables y no varian en funcién del tiempo por lo que se puede
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mencionar que no hay injerencia de los excipientes del gel o algin otro factor
interno o externo mientras se realizo la investigacion. Finalmente, las lineas
de tendencia de los grupos de tratamiento con los geles a base de extractos de
Genipa americana (HUITO) y Buddleja globosa (MATICO), indican que los
porcentajes promedio de todos estos grupos disminuyen en funcién del
tiempo, observdndose un menor porcentaje inflamacion de H30%<
M30%<H20%, <M20% y GMx20% respectivamente.

Tabla N°13 Porcentaje promedio de desinflamacion producida por los
tratamientos sobre la inflamacidn inducida con carragenina al 1 % en ratas.

TIEMPO CP CN (Gel H20% H30% M20% M30% GMx20%
(Horas) (Diclofenaco Base) (%) (%) (%) (%) (%)
1%) (%) (%)
3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
4 48.78 -2.65 20.47 15.25 18.40 18.94 13.68
5 71.54 -1.77 42.52 43.22 31.20 34.09 23.93
6 81.30 -4.42 61.42 68.64 59.20 65.15 58.97
7 95.93 -1.77 79.53 85.59 80.00 85.61 66.67

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla N°13, se muestra los porcentajes promedio de desinflamacion de
todos los grupos de experimentacion, se puede ver que para el caso de grupo
CP el porcentaje de desinflamacion incrementa de 0.00% hasta un 95.93%, en
relacién al grupo CN, no se observa la disminucion de la inflamacién, sino
que por el contrario esta incrementa ligeramente durante todo el periodo de
evaluacion de los grupos. En cuanto a los grupos H20% Y H30%, los
porcentajes de desinflamacién incrementan hasta 79.53% y 85.59%
respectivamente, un efecto similar se muestra en los porcentajes de
desinflamacién de los grupos M20% y M30% en donde la desinflamacién
incrementa hasta un 80.00% y 85.61% respectivamente. Finalmente, el
porcentaje promedio de desinflamacion del grupo GMx20% incrementa hasta
un 66.67%.
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Figura N°19 Porcentaje promedio de desinflamacion producida por los
tratamientos sobre la inflamacion inducida con carragenina al 1 % en ratas.

Fuente: Elaboracion propia

En la figura N° 19 se observa graficamente las lineas de tendencia de los
porcentajes de desinflamacion en funcion del tiempo, se puede observar que
el grupo CP en comparacion con el resto de grupos de tratamiento, presenta
mayores porcentajes de desinflamacion mientras transcurre las horas, estos
resultados son satisfactorios debido a que el grupo CP recibi6 como
tratamiento diclofenaco en gel al 1%, por otro lado, los porcentajes promedio
del grupo CN en comparacion con el resto de grupos de tratamiento, se
mantienen estables y no varian en funcién del tiempo por lo que se puede
mencionar que no hay injerencia de los excipientes del gel o algin otro factor
interno o externo mientras se realiz6 la investigacion. Finalmente, las lineas
de tendencia de los porcentajes de desinflamacion de los grupos de tratamiento
con los geles a base de extractos de Genipa americana (HUITO) y Buddleja
globosa (MATICO), indican que los porcentajes promedio de desinflamacion
de todos estos grupos incrementan en funcion del tiempo, observandose un
mayor porcentaje desinflamacion de CP > H30% < M30% > H20% > M20%
> GMx20% > CN respectivamente.
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Los resultados del analisis estadistico de comparacion multiple de ANOVA
de una sola via a un nivel de confianza del 95% (p>0.05) son mostrados a
continuacion con la finalidad de wver si existe alguna diferencia
estadisticamente significativa entre los diferentes grupos de tratamiento y si
asi fuera el caso determinar que tipo de tratamiento es el que tiene mayor
efecto antinflamatorio segun el test de confirmacién como es la prueba HSD
de Tukey.

Tabla N°14 Andlisis de varianza de una via de los grupos de experimentacion

Origen de Sumade Grados Promedio F Probabilidad Valor

las cuadrados de de los critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre grupos 35655.2 6 5942.54 231.26 0.0000 2.57
Dentro de 719.50 28  25.6965

los grupos

Total 36374.7 34

Fuente: Elaboracion propia

Los valores de F experimental y el F critico del resultado de ANOVA, indican
que existe diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre los grupos
experimentales, por lo que al menos uno de los 7 grupos es diferente lo que
significa que los tipos de tratamiento tienen diferente porcentaje de efecto
antinflamatorio, para determinar que grupos son iguales y cuales son los

diferentes, se realizo la prueba de comparacion multiple HSD de Tukey.
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TablaN°15 Prueba HSD de Tukey

Nivel Casos  Media Grupos Homogéneos
CN (Gel Base) 5 -6.32 A

GMx20% 5 66.54 B

M20% 5 79.25 C

M30% 5 80.19 C

H20% 5 85.41 C D
H30% 5 85.65 C D
CP (Diclofenaco 1%) 5 95.01 D

Fuente: Analisis estadistico Statgraphics Centurion XVI

En latabla N°15 se muestras los resultados de la Prueba HSD de Tukey, dichos
datos muestran que el grupo CN es diferente al resto de grupos, lo que indica
qgue no hubo factores internos o externos al experimento que influenciaron
nuestros resultados, en relacién al grupo CP al cual se le administrd
diclofenaco en gel al 1%, el resultado de Tukey indica que este grupo NO
DIFIERE significativamente de los tratamientos con HUITO al 20 y 30 %, el
resto de grupos presentan resultados homogéneos excepto el mix de MATICO
y HUITO, ademés se nota que los geles a base de extractos de Genipa
americana (HUITO) y Buddleja globosa (MATICO), poseen efectos

antinflamatorios de la misma potencia.
A continuacién, se muestra el diagrama de Caja y Bigotes en donde se

determina la no existencia de dispersion y simetria de los datos analizados en

los resultados estadisticos
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Figura N°20 Diagrama caja y bigotes de los grupos experimentales.
Fuente: Andlisis estadistico Statgraphics Centurion XVI

Los resultados de comparaciéon mdltiple de Tukey del grupo GMx20%,
muestra que el efecto antiinflamatorio de dicho grupo difiere
significativamente con el efecto antiinflamatorio del resto de grupos, esto
indica que los extractos de Genipa americana (HUITO) y Buddleja globosa
(MATICO) si bien es cierto poseen efecto antiinflamatorio, sin embargo, al
ser aplicados de manera conjunta, no se evidencia la potenciacion sus efectos,
por lo que, usar un extracto u otro, una concentracién u otra, no influye en el
efecto antiinflamatorio.

Los resultados del efecto antinflamatorio de Buddleja globosa (MATICO)
hallados en el presente trabajo de investigacion, guarda relacion con lo
reportado el trabajo de investigacion titulado “Fundamentacion basica al uso
ethomédico de matico (Buddleja globosa Hope)”, en dicho informe
mencionan que el Ministerio de Salud de Chile reconoce al matico como
medicamento herbario tradicional, basado en el conocimiento ancestral y la
solida evidencia preclinica por sus efectos analgésicos y antiinflamatorios,

ademas mencionan que actualmente estd en desarrollo un estudio clinico
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pionero en Chile con Buddleja globosa Hope como cicatrizante de heridas
(37).

Por otro lado, en otro ensayo similar Buddleja globosa (Matico) mostrd
actividad antiinflamatoria en todos los extractos, en distinta intensidad, siendo
el extracto con diclorometano (EDCM) maés activo en todos los ensayos de
actividad antiinflamatoria via oral y topica, en dichos extractos se detectaron
como metabolitos predominantes, esteroides y triterpenos, y en menor
proporcion flavonoides y cumarinas (42). Ademas, reportan que el EDCM de
Buddleja globosa, resulté no tdxico, necrético y moderado inhibidor de NK-
kB (42). En un trabajo parecido se utilizaron farmacos de referencia,
naproxeno sodico en la actividad analgésica y antiinflamatoria (oral),
indometacina y nimesulida, para la actividad antiinflamatoria topica. Todas
fueron sometidas a los controles de calidad correspondientes y a una
evaluacion sensorial para determinar su aceptacion. Ademas, se realizé un
estudio de irritacion y sensibilidad dérmica. Como resultado la Monografia
Oficial Instituto Salud Publica de Chile 10 extracto de diclorometano (EDD)
de Buddleja globosa fue uno de los mas activos antiinflamatorios tanto topico
como oral, como analgésico (43). Ademas, en otros ensayos parecidos
reportan que los extractos con efectos analgésicos y antiinflamatorios mas
significativos, son los extracto etanolico purificado de Buddleja globosa (44).
Se ha informado, ademas que dichos extractos etanolicos poseen propiedades
inhibitorias de la COX y 5-LOX, poseen capacidad de inducir la proliferacion
y capacidad de reduccién de la contraccion del colageno (42), finalmente, en
un trabajo realizado por Budledina A y Acacetina R, reportaron efectos
inhibitorios del extracto de Buddleja globosa sobre la COX y un efecto
inhibitorio sobre 5-LOX (45).

Enrelacion en el tamizaje fitoquimico de Genipa americana (HUITO) se hallo
que el extracto presenta compuestos Geniposidos, terpenos, flavonoides. Las
propiedades antiinflamatorias de los flavonoides han sido reportados por
diversos estudios (46) (47) (48), asi como propiedades antioxidantes con
capacidad de atrapar radicales libres como superéxidos, radicales oxidrilos,

perdxidos o inhibir enzimas oxidativas como las ciclooxigenasas, fosfolipasa
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A2 involucradas en procesos inflamatorios, ademas, existen reportes que los
flavonoides previenen la peroxidacion lipidica y favorecen el funcionamiento
de las neuronas (47).

Finalmente, considerando las acciones bioquimicas de los metabolitos
secundarios antes explicadas comparado con los metabolitos hallados en los
extractos etandlicos de la Genipa americana (HUITO) y Buddleja globosa
(MATICO) nos conlleva a mencionar que ambos extractos estudiados en la

presente investigacion si tienen efecto antiinflamatorio.
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CONCLUSIONES

Primero: Segun las lineas de tendencia, se logré determinar que los geles a base de
extractos de Genipa americana (HUITO) y Buddleja globosa (MATICQO), poseen
efecto antiinflamatorio en el siguiente orden CP > H30% > M30% > H20% > M20%
> GMx20% > CN, sin embargo, al realizar un analisis estadistico, se concluye que

todos los geles individuales poseen el mismo potencial antinflamatorio.

Segundo: Tras realizar el tamizaje fitoquimico de los extractos, en Buddleja globosa
(MATICO) se logré identificar taninos, flavonoides, terpenos y aucubina; en el
extracto de Genipa americana (HUITO) se logro identificar flavonoides, terpenos y
geniposidos. No se identificaron alcaloides en ningln extracto.

Tercero: Tras realizar una prueba piloto se determiné que los extractos a base de
Genipa americana (HUITO) y Buddleja globosa (MATICO) si poseen efecto
antiinflamatorio, las cuales se demostraron luego de la aplicacién de carragenina
produciendo edema subplantar en animales experimentales y de la aplicacion de los

extractos.

Cuarto: Se logré determinar al realizar la prueba de Tukey que los tratamientos con
HUITO al 20 y 30 % en comparacion con el diclofenaco no difieren

significativamente.
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RECOMENDACIONES

Primero: Difundir el uso topico de los geles de Genipa americana (HUITO) y

Buddleja globosa (MATICO) por sus propiedades antinflamatorias.

Segundo: Realizar estudios para determinar otras propiedades de Genipa americana
(HUITO) y Buddleja globosa (MATICO) como efectos antioxidantes, antibacterianos

y antimicoticos.

Tercero: Realizar estudios toxicolégicos del gel para determinar la inocuidad del

producto final.

Cuarto: Realizar estudios especificos para determinar todos los metabolitos

secundarios que puedan tener efecto antiinflamatorio.
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ANEXO 1
CLASIFICACION TAXONOMICA DE LAS MUESTRAS SEGUN
HERBARIUM AREQUIPENSE DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL SAN

AGUSTIN
UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN . 223 .
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS :’( ¢
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA 2\\&) )¢
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) 7, AN ,\d{-,

CONSTANCIA N° 040-2019-HUSA

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

HACE CONSTAR:

Que la muestra preservada del espécimen presentada por Lizbeth Karla Macedo Riquelme y Sefora
Fabiola Meza Triveiios egresado de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, Facultad de
Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y Biotecnoldgicas de la Universidad Catolica de Santa Maria,
para la ejecucion de su Tesis “Efecto antiiflamatorio topico del gel a base del extracto de Budlejo
globosa (matico) y Genipa americona {huito) en animales de experimentacion”. La muestra fue
traida al Laboratorio de Botanica al estado fenologico seco, para su determinacion en el
Herbarium Areqvipense (HUSA) 9 corresponde a la siguiente clasificacion y especie.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Scrophulariaceae
Genero Buddleja
Especie Buddleja globosa Hope
Se expide la presente a solicitud del interesado para los fines que se estimen convenientes.

Arequipa 06 de mayo del 2019.

&!go/t{orkioéy‘riﬁo Herr

DIRECJOR
Herbarium Aregvipense (H

Avenida Daniel Alcides Carrion s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 993659045
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA — PERU
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REPOSITORIO DE

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN = .
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS 2l EEN\
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA ”, Qﬁf} )
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) ‘0;.?.,4"-' :

CONSTANCIA N° 077-2018-HUSA

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

HACE CONSTAR:

Que la muestra fresca presentada por Sefora Fabiola Meza Triveiios y Lizbeth Karla Macedo
Riquelme bachilleres de la Escuela de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Catolica de Santa
Maria, fueron traidas al Laboratorio de Botanica al estado fenalégico fresco, para |3 realizacion de
su trabajo de investigacién “Efecto antiinflamatorio tépico del gel a base del extracto de Budleje
globosa (matico) y Genipa americana (huito) en animales de experimentacion = Arequipa 2018". La
muestra fue traida al Laboratorio de Botanica al estado fenolégico fresco, para su determinacion en

el Herbarium Areqipense (HUSA) y corresponde a la siguiente especie.

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Gentianales
Familia Rubiaceae
Subfamilia Ixoroideae
Genero Genipa
Especie Genipa americana L "Huito”

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

Arequipa 18 de diciembre del 2018.

B@oﬁncio Mati

DIRECTOR
Herbarium Areqvipense (HUSA)
‘Avenida Daniel Alcides Carrion s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 993659045
Apartado Postal: 0028
AREQUIPA - PERU
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Tabla 1. Resultados en mL de Inflamacién

ANEXO 2

RESULTADOS DE LA PRUEBA PILOTO

Condicién Hora Ex-Ma Ex- Ma Ex-Ma Ex-Ma Ex-Hu Ex-Hu Ex-Hu Ex-Hu Gel-Mix Gel-Mix Diclofenaco Gel Base Blanco
5% 10% 20% 30% 5% 10% 20% 30% 20 % 30 % 1%

Basal 0 0.64 0.71 0.69 0.76 08 0.69 0.88 0.73 0.72 0.81 0.76 078 066
Inf-Max/ 3 1.73 1.68 2.19 1.94 1.52 2.02 1.56 1.94 2.2 1.8 1.84 1.75 1.73
App-Tto

4 1.49 1.46 1.74 157 151 1.64 1.37 1.47 1.92 1.33 1.48 178 174
5 1.45 1.43 1.68 1.48 1.35 1.63 1.34 1.44 1.74 1.3 1.33 179 176
Seguimiento ¢ 1.43 1.42 1.62 1.38 1.33 1.63 133 1.42 1.72 1.29 1.27 179 177
7 1.41 1.40 153 1.36 131 161 131 1.4 1.45 1.27 1.25 182 178

*Ex= Extracto

Tabla 2. Inflamacién producida

, Ma= MATICO, Mix= Mezcla de geles de MATICO y HUITO, Inf-Mac= Inflamacién maxima y App-Tto= Aplicacion de tratamientos

Hora Ex-Ma Ex- Ma Ex-Ma Ex-Ma Ex-Hu Ex-Hu Ex-Hu Ex-Hu Gel-Mix Gel-Mix Diclofenaco Gel Base Blanco
5% 10% 20% 30% 5% 10% 20% 30% 20 % 30 % 1%
3 1.09 0.97 15 1.18 0.72 1.33 0.68 1.21 1.48 0.99 1.08 0.97 1.07
4 0.85 0.75 1.05 0.81 0.71 0.95 0.49 0.74 1.2 0.52 0.72 1 1.08
5 0.81 0.72 0.99 0.72 0.55 0.94 0.46 0.71 1.02 0.49 0.57 1.01 1.1
6 0.79 0.71 0.93 0.62 0.53 0.94 0.45 0.69 1.00 0.48 0.51 1.01 1.11
7 0.77 0.69 0.84 0.60 0.51 0.92 0.43 0.67 0.73 0.46 0.49 1.04 1.12

*Ex= Extracto, Ma= MATICO, Mix= Mezcla de geles de MATICO y HUITO
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Tabla 3. Porcentaje de Inflamacion

Hora Ex-Ma Ex- Ma Ex-Ma Ex-Ma Ex-Hu Ex-Hu Ex-Hu Ex-Hu Gel-Mix Gel-Mix Diclofenaco

5% 10% 20% 30% 5% 10% 20% 30% 20 % 30 % 1% Gel Base Blanco
3 10000  100.00 100.00 10000  100.00  100.00  100.00  100.00 100.00 100.00 100.00 100.00  100.00
4 77.98 77.32 70.00 68.64 98.61 71.43 72.06 61.16 81.08 52.53 66.67 103.09 100.93
5 7431 74.23 66.00 61.02 76.39 70.68 67.65 58.68 68.92 49.49 52.78 10412  102.80
6 72.48 73.20 62.00 52.54 7360 70.68 66.18 57.02 67.57 48.48 47.22 10412 103.74
7 70.64 71.13 56.00 50.85 70.83 69.17 63.24 55.37 49.32 46.46 4537 107.22  105.61

*Ex= Extracto, Ma= MATICO, Mix= Mezcla de geles de MATICO y HUITO

Tabla 4. Efecto antinflamatorio

Hora Ex-Ma Ex- Ma Ex-Ma Ex-Ma Ex-Hu Ex-Hu Ex-Hu Ex-Hu Gel-Mix Gel-Mix Diclofenaco

5% 10% 20% 30% 5% 10% 20%  30% 20 % 30 % qop  (SellEeks Bl
5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00
, 2202 2268 3000 3136 139 2857 2794 3884 18.92 47.47 33.33 300 093
s 2560 2577 3400 3898 2361 2032 3235 4132 31.08 50.51 47.22 412 -2.80
s 2152 2680 3800 4746 2639 2932 3382 4298 32.43 51.52 52.78 412 374
. 2936 2887 4400 4915 2917 3083 3676 4463 50.68 53.54 54.63 722 56l

*Ex= Extracto, Ma= MATICO, Mix= Mezcla de geles de MATICO y HUITO
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Figura 2. Diagrama de cajas para la comparacion de grupos experimentales
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Figura 3. Efecto antinflamatorio de los tratamientos

Grouping Information Using the Tukevy Method and 95% Confidence
Factor N Mean Grouping

Diclofenaco 1 ¥ 3 54.6298 A

Gel-Mix 30 % 3 53.5354 B

Gel-Mix 20 % 3 50.8757 C

Ex-Ma 30% 3 49,1525 D

Ex-Hu30% 3 44,8281 E

Ex-Ma 20% 3 44,0000 F

Ex-Hu 20% 3 36.7647 G

Ex-Hu 10% 3 30.8271 H

Ex-Ma 5% 3 29.3578 I

Ex-Hu 5% 3 29.1687 J

Ex- Ma 10% 3 28.8660 K
Blanco 3 -=5.6075 L
Gel Base 3 -T7.21&5 M

Figura 4. Test de Tuke
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ANEXO 3

DATOS GENERALES DEL DISENO EXPERIMENTAL

GRUPO RATA PESO BASAL APLIC. 1H 2H 3H APLIC. GEL 4H 5H 6H H
CARRAGENINA
H20% Cabeza 390 0.86 0.2ml 2.02 211 2.25 HUITO 20% 1.98 161 1.30 1.08
Dorso 370 0.85 0.2ml 1.75 1.86 2.00 HUITO 20% 1.78 1.75 1.40 1.03
Cola 321 0.79 0.2ml 1.99 2.09 2.18 HUITO 20% 1.82 1.43 1.20 1.10
Pata Anterior Derecha 324 0.80 0.2ml 1.78 1.87 1.98 HUITO 20% 1.78 151 1.30 1.15
Pata Posterior Derecha 355 0.85 0.2ml 1.88 1.95 2.08 HUITO 20% 1.86 1.50 1.38 1.10
PROMEDIO 352.00 0.83 1.88 1.98 2.10 1.84 1.56 1.32 1.09
DS 29.67 0.03 0.12 0.12 0.12 0.08 0.12 0.08 0.04
H30% Pata Anterior Izquierda 381 0.86 0.2ml 2.01 2.13 2.25 HUITO 30% 1.93 1.49 1.28 0.98
Pata Posterior Izquierda 259 0.68 0.2ml 1.77 1.83 1.97 HUITO 30% 1.78 1.70 1.33 1.00
Patas Lado Derecho 345 0.83 0.2ml 1.67 1.84 1.91 HUITO 30% 1.80 141 1.10 0.97
Patas Lado Izquierdo 318 0.81 0.2ml 1.68 1.75 1.85 HUITO 30% 1.65 1.30 1.08 0.96
Patas Delanteras 338 0.82 0.2ml 1.75 1.84 1.92 HUITO 30% 1.86 1.45 1.04 0.94
PROMEDIO 328.20 0.80 1.78 1.88 1.98 1.80 1.47 1.17 0.97
DS 44.89 0.07 0.16 0.10 0.15 0.13 0.02
M20% Patas Posteriores 341 0.82 0.2ml 2.00 212 2.22 MATICO 1.80 1.76 1.10 1.04
0,
Patas Cruzadas 356 0.86 0.2ml 1.98 211 2.20 MiEI)'I/OCO 1.97 1.63 1.38 1.10
0,
4 Patas 327 0.80 0.2ml 1.86 1.95 2.07 Mi(%ol/oco 1.82 1.61 1.23 1.10
Cabeza - Dorso 301 0.76 0.2ml 1.71 1.82 192 Mi(')l'l/(():O 1.78 1.60 141 1.00
0,
Dorso - Cola 311 0.77 0.2ml 1.58 1.73 1.86 Mi(')l'l/(():O 1.74 1.68 1.45 1.00
0,
PROMEDIO 327.20 0.80 1.83 1.95 2.05 & 1.82 1.66 1.31 1.05
DS 22.19 0.04 0.16 0.09 0.07 0.15 0.05
M30% Cabeza - Dorso - Cola 372 0.85 0.2ml 2.14 2.23 2.32 MATICO30% 1.97 161 1.20 0.96
Cabeza Pata Ant. Derecha 340 0.82 0.2ml 1.97 2.04 212 MATICO30% 1.78 161 112 0.90
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Cabeza Pata Post. Derecha 270 0.70 0.2ml 1.76 1.83 1.98 MATICO30% 1.74 1.58 121 0.92
Cabeza Pata Ant. 258 0.68 0.2ml 1.71 1.86 1.92 MATICO30% 1.68 1.66 131 0.97
Izquierda
Cabeza Pata Post. 282 0.72 0.2ml 1.84 1.94 2.00 MATICO30% 191 1.62 121 0.96
Izquierda
PROMEDIO 304.40 0.75 1.88 1.98 2.07 1.82 1.62 121 0.94
DS 49.18 0.08 0.16 0.12 0.03 0.07 0.03
GMx20% Cabeza Pata Lado 309 0.78 0.2ml 1.74 1.82 1.93 Mix 20% 1.82 1.73 1.23 1.12
Derecho
Cabeza Pata Lado 337 0.81 0.2ml 1.77 1.85 1.97 Mix 20% 1.78 1.63 1.10 1.23
Izquierdo
Cabeza Patas Delanteras 286 0.73 0.2ml 1.70 1.83 192 Mix 20% 1.74 1.61 1.38 1.16
Cabeza Patas Posteriores 298 0.76 0.2ml 1.89 1.95 2.02 Mix 20% 1.91 1.75 131 1.10
Cabeza Patas Cruzadas 284 0.75 0.2ml 1.63 1.76 1.87 Mix 20% 1.67 1.60 1.21 1.18
PROMEDIO 302.80 0.77 1.75 1.84 194 1.78 1.66 1.25 1.16
DS 21.60 0.03 0.06 0.09 0.07 0.11 0.05
CP Cabeza 4 Patas 287 0.76 0.2ml 1.87 2.00 2.13 Diclofenaco 1.49 1.01 0.98 0.82
Dorso Pata Ant. Derecha 293 0.74 0.2ml 191 212 222 Diclofenaco 1.39 1.02 1.01 0.76
Dorso Pata Post. Derecha 282 0.75 0.2ml 1.78 1.87 1.99 Diclofenaco 1.40 1.20 1.00 0.83
Dorso Pata Ant. Izquierda 280 0.74 0.2ml 1.69 1.78 1.85 Diclofenaco 1.30 111 0.97 0.79
Dorso Pata Post. Izquierda 283 0.74 0.2ml 157 1.65 171 Diclofenaco 131 1.20 0.95 0.82
PROMEDIO 285.00 0.75 1.76 1.88 1.98 1.38 111 0.98 0.80
DS 5.15 0.01 0.21 0.08 0.09 0.02 0.03
CN Dorso Patas Lado Derecho 299 0.76 0.2ml 1.78 181 1.92 Gel base 1.92 1.94 1.96 1.97
Dorso Patas Lado 326 0.80 0.2ml 1.98 2.04 2.16 Gel base 2.19 2.10 2.22 2.03
Izquierdo
Dorso Patas Delanteras 289 0.74 0.2ml 1.58 1.68 1.76 Gel base 1.77 1.77 1.78 1.79
Dorso Patas Posteriores 277 0.73 0.2ml 1.47 1.59 1.68 Gel base 1.72 1.74 1.76 1.78
Dorso Patas Cruzadas 275 0.72 0.2ml 1.75 1.82 1.90 Gel base 1.93 1.93 1.95 1.95
PROMEDIO 293.20 0.75 1.71 1.79 1.88 1.91 1.90 1.93 1.90
DS 20.74 0.03 0.18 0.18 0.15 0.18 0.11

Fuente: Elaboracién propia
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ANEXO 4

EXTRACCION DE METABOLITOS EN EQUIPO SOXHLET

Pesado de
muestras

Armado del
cartucho

Extraccion por
Soxhlet

la muestra

americana (HUITO)

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO 5

PRODUCCION DE LA INFLAMACION Y APLICACION DEL
TRATAMIENTO

Aplicacion de
carragenina 1%

Inflamacion

Aplicacion de geles

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO 6

MEDICION DE LA INFLAMACION EN EL PLETISMOMETRO

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO 7

GRUPOS EXPERIMENTALES

Fuente: Elaboracion propia
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