REPOSITORIO DE . UNIVERSIDAD

) CATOLICA
TESIS UCSM @&  DE SANTA MARIA

Universidad Catdlica de Santa Maria

Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y Biotecnologicas

Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica

EVALUACION DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO TOPICO DEL
EXTRACTO Y GEL DE SEMILLAS DE Sesamum indicum L.
(AJONJOLI) EN EDEMA PLANTAR INDUCIDO EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION

Tesis presentado por:

Alvarez Montesinos, Veronika Lourdes
para optar el titulo profesional de
Quimico Farmacéutico

Asesor: Mgter. Paredes Fuentes, Julitza

AREQUIPA — PERU

2018

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




2 - UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA Expediente N°. 20170000049256
Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas

y Biotecnologicas N° Tramite en Fac. 1732-2017
Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica Fecha 31-10-2017

FORMATO DE TITULACION PROFESIONAL

DE: ALVAREZ MONTESINOS, Veronika Lourdes

TITULO DEL PROYECTO DE TESIS:

"EVALUACION ¥ COMPARACION DEL EFECTO ANTHNFLAMATORIO DEL EXTRACTO
ETANOLICO Y EL ACEITE DE SEMILLAS DE Sesamum Indicum (Sexamo o ajonjoli) EN
ANIMALES DE EXPERIMENTACION™

DICTAMINADORES: 1) Mgter. Angélica Corzo Salas 2) Q. F. Fermando Torres Vela

DICTAMEN DE PLAN: Scflor Decano de la Facultad de Ciencias Farmaofuticss, Bioguimucas y
Hiotecmologicas, on oo o su d 100, como D dores del Plan de Tesis prcacmadu por ln rcuurm!c s¢
ka procedido o In revision del m.b.gu de myestigacion vy hechas las observaciones y %

idernmaos que se u APTO para o con los estipulados en ef quumenln de Grados y Titulos
de ka Faculead
Atentamente

Firmas : A\ ﬁ &I—F—'i——g_(/_ (Devolver antes de B dias habiles) Feuhn 03-0(- 201 &

ASESOR: er. Julitza Paredes Fuentes

DICTAMEN DE ASESOR: Sefiee Decan ¢ la Frculind de Creneans Farmattationt, Bloquimicas y Dictscrologicn, en

e 4 2 Gsigaaciin s a asoeondo o) prossiie Tratajo de w0 v despuls de of des les obser que ol tulo
::;:mhm » "sﬂ“;l UACION DEL EFECTO ANTHNFLAMATORIO TOH(.‘O DEL EXTRACTO ¥ GEL DE SEMILLAS DE Seromwm
indicsm L (AJONJOLI) EN EDEMA PLANTAR INDUCIO EN ANINAI.L" DE EXPERIVDNM(‘ION y luggo d: »\.m'am ol

i de bes obye va del inforyne com Jos cocTesy
A!‘TO e conlityar 0o 108 Trtmies estpulades on ol Regiomane & Gades y Tiulos dc oo Facubad
Abertmenne

Firma Fecha [4fxI3

DICTAMINADORES BORRADOR DE TESIS:
1) Dr. José Villameva Salas 3)  Q.F Fernando Torres Vela
2) Mgter. Angém-n Corzo Salas /W

DICTAMEN DE BORRADOR: Scfior Decano de |a Facsltad de Clencias Farmacéuticas,
icas y Biot I e oleockin @ su designacidn, hemos procedido @ revisar ¢l Bordor de Tesis
mmadn por los recusrente. y luego de haber verificado ¢l cumplimiento de Jos objetivos, la redaccion del informe, de

Jos resltados, discusitn y conclusionss correspoadientes. dersmos sc encuentra AFTO para comtinuar con los
trienltes estipulades en el Regl de Grados y Titulos de fa

Facultad.
FifyWsamente ) H v A? 12 ‘, ~(Devolver untes de 15 dias habiles) Fecha l) / g / 20158

JURADOS PmI}lcntc f T \o" \4 1\wwwu alas
Vocal P\ e, Nogdliea Coremg 4 SRATEN
Secretario G‘-F Feroanda Vo rees ol

SUSTENTACION DE TRABAJO:

Fecha: 27 /,:y//g Hora: /700  Local: C-402 (SUM)
V7

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ®  DE SANTA MARIA

DEDICATORIA

Esta tesis que es parte muy importante en mi vida se la dedico a Dios en primer lugar

por guiarme en todo momento e iluminar mi camino.

A mi adorado hijo Paulo Paz Alvarez por ser lo méas grande y maravilloso que dios me

ha dado quien es mi fuente de inspiracion y la razén que me impulsa a salir adelante.

A mi esposo Carlos Paz Cuadros que con su amor y apoyo me impulsaron a seguir

adelante y superar los obstaculos que se presentaron en mi vida.

A mi madre, Maria Montesinos Campana que con su infinito amor, su apoyo
incondicional, su constante motivacion y esa fe que siempre ha depositado en mi ha
permitido ser quien soy y lograr todas mis metas en el trascurso de toda mi vida.
Gracias mamita.

A mis hermanos queridos por su apoyo, consejos y buenos deseos a seguir creciendo

profesionalmente en mi vida.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Catdlica Santa Maria y a la Facultad de Ciencias Farmacéuticas vy,
Bioguimicas y Biotecnoldgicas.

A todos los Doctores de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica que en el
trascurso de mi formacion académica me dieron las mejores ensefianzas y con sus

experiencias valiosas y consejos contribuyeron a formarme profesionalmente.
A mi Asesora Mgter, Julitza Paredes Fuentes por su apoyo incondicional.

A los miembros del jurado por su valiosa colaboracion, esmero y tiempo invertido en la

acertada orientacion en el desarrollo del presente trabajo de investigacion:
Presidente: Dr. José Villanueva Salas.
Vocal: Mgter. Angélica Corso Salas.

Secretario: Q.F Fernando Torres Vela.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

RESUMEN

La inflamacién es un fendmeno desagradable y doloroso, una respuesta fisioldgica de
caracter defensivo del organismo. Uno de los principales componentes defensivos del
cuerpo y coparticipe de la inflamacion es el sistema inmune; responsable de la proteccion
del organismo frente a agentes extrafios, fundamentalmente gérmenes y esta formado por
células (leucocitos, macréfagos, polimorfo nucleares), inmunoglobulinas o anticuerpos,
el tejido inmunitario y las citoquinas responsables del proceso bioquimico que se necesita
para que ocurra dicha respuesta inflamatoria- inmunologica. Por otra parte el tratamiento
de distintas enfermedades inflamatorias ha llevado a la busqueda de nuevos componentes
antiinflamatorios y es aqui donde las plantas medicinales juegan un papel importante

como fuente principal de sustancias activas.

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en las instalaciones de la Universidad
Catolica de Santa Maria (laboratorio F-303, H-202 y bioterio), incluyendo al estudio en
los animales de experimentacion; teniendo como objetivo principal evaluar el efecto
antiinflamatorio de los extractos y gel de la semilla de Sesamum indicum (ajonjoli) en
animales de experimentacion sometidos a inflamacién subplantar con carragenina.

Las semillas de Sesamum indicum fueron recolectadas en la ciudad de Arequipa. Primero
las semillas fueron lavadas, secadas y molidas. Seguidamente, se realiz0 la extraccién por
el método de Soxhlet usando como disolvente al n-hexano y el extracto se concentrd por
rotavapor, obteniéndose un extracto seco. Se determind el rendimiento de extraccion para

la formulacion de un medicamento herbario, en forma de gel de concentracion 1% y 2%
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de extracto, el gel obtenido fue de tipo hidrogel de buen aspecto y caracteristicas
aceptables. La inflamacion se indujo mediante la administracion de carragenina en la zona
plantar del animal; se tuvo como control positivo al gel de Diclofenaco al 1%. EIl volumen
de la inflamacidn se midio a través de un pletismémetro digital a distintos tiempos de

medicion: 3, 5, 7, 9 y 12 horas tras inducir la inflamacién.

Luego de aplicar los estadigrafos (analisis de varianza y prueba de Tukey) se concluyo
que, tras multiples comparaciones de perfiles de evolucion de la inflamacion respecto al
tiempo, el gel de diclofenaco 1% mostré mejor eficacia como agente antiinflamatorio
(45.2% de eficacia),

seguido del gel con extracto al 2% (51% de eficacia), este a su vez seguido del gel con
extracto al 1% (75.5% de eficacia), y este a su vez seguido del extracto de Sesamum
indicum L (84.5% de eficacia).

Asimismo, se identifico &cidos grasos en el extracto hexanico de semillas de Sesamum
indicum L. por medio de cromatografia de gases, determinandose la presencia de acido
linolénico: 47.43%, y é&cido araquiddnico: 52.57%, relacionandolos como posibles

metabolitos de la actividad antiinflamatoria del espécimen vegetal en estudio.

Palabras clave: Sesamum indicum L., ajonjoli, antiinflamatorio, carragenina, extracto.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

ABSTRACT

Inflammation is an unpleasant and painful phenomenon, a physiological response of
defensive nature of the organism. One of the main defensive components of the body and
partner of inflammation is the immune system; responsible for the protection of the
organism against foreign agents, mainly germs and is formed by cells (leukocytes,
macrophages, nuclear polymorph), immunoglobulins or antibodies, immune tissue and
cytokines responsible for the biochemical process that is needed for this inflammatory-
immunological response to occur. On the other hand, the treatment of different
inflammatory diseases has led to the search for new anti-inflammatory components and
this is where medicinal plants play an important role as the main source of active
substances.

The present research work was developed in the facilities of the Catholic University of
Santa Maria (laboratory F-303, H-202 y bioterium), including the study in experimental
animals; having as main objective to evaluate the anti-inflammatory effect of the extracts
and gel of the seed of Sesamum indicum (sesame seed) in experimental animals subjected
to subplantar inflammation with carrageenan.

The seeds of Sesamum indicum were collected in the city of Arequipa. First the seeds
were washed, dried and ground. Next, the extraction was carried out by the Soxhlet
method using n-hexane as the solvent and the extract was concentrated with the rotavapor,
obtaining a dry extract. The extraction yield was determined for the formulation of an
herbal medicament, in the form of gel of concentration 1% and 2% of extract, the obtained
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gel was of hydrogel type of good aspect and acceptable characteristics. The inflammation
was induced by the administration of Carrageenan in the plantar area of the animal; The
1% Diclofenac gel was taken as a positive control. The volume of inflammation was
measured by digital plethysmometer at different measurement times: 3, 5, 7, 9 and 12
hours after inducing inflammation.

After applying the statistics (analysis of variance and Tukey test) the conclusion was that,
after multiple comparisons of evolution profiles of inflammation with respect to time,
diclofenac gel 1% showed better efficacy as an anti-inflammatory agent (54% efficacy),
followed by gel with extract to 2% (50% efficacy), this in turn followed by the gel with
1% extract (26% efficacy), and this in turn followed by the Sesamum indicum L. extract
(16% efficacy).

Furthermore, fatty acids were identified from the hexanic extract from seeds of Sesamum
indicum L. by using gas chromatography, determining the presence of linolenic acid:
47.43% and arachidonic acid: 52.57%, relating them as possible anti-inflammatory
metabolites of the vegetal species under study.

Key words: Sesamum indicum L., sesame, anti-inflammatory, carrageenan, extract.
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HIPOTESIS

Dado que la poblacién refiere a Sesamum indicum L. como poseedor de actividad
antiinflamatoria, y tomando en cuenta que existen antecedentes en la medicina tradicional
que sefialan esta actividad; es probable que su extracto hexanico, tanto diluido como
formulado en gel, posean efecto antiinflamatorio topico en modelos de experimentacion

in vivo.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Demostrar el efecto antiinflamatorio del gel y del extracto de semillas de Sesamum

indicum L. "ajonjoli" en modelos de experimentacion in vivo.
Objetivos especificos

1. Obtener un extracto hexanico de semillas de Sesamum indicum L. a partir de semillas
del espécimen vegetal mediante el método Soxhlet.

2. Usar el extracto hexanico de semillas de Sesamum indicum L. como complejo activo

para la formulacion de un gel al 1%.y 2%.

3. ldentificar los &cidos grasos presentes en el extracto de Sesamum indicum L. mediante

cromatografia de gases.

4. Medir la actividad antiinflamatoria de los extractos y del gel de las semillas de
Sesamum indicum L. (ajonjoli) en el edema plantar inducido con carragenina en animales

de experimentacion.

5. Comparar la eficacia antiinflamatoria de los extractos y gel de las semillas de Sesamum
indicum L. (ajonjoli) con una especialidad farmacéutica tépica en forma de gel que

contenga un principio activo antiinflamatorio.
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1.1. Sesamum indicum L.
1.1.1. CARACTERISTICAS

El ajonjoli es una planta herbacea conocida con el nombre de sésamo, y sus semillas son
habitualmente muy utilizadas en la cocina para la elaboracién de una gran diversidad de
recetas; también desde un punto de vista medicinal, gracias a que ayuda en el tratamiento

y prevencion de diversas dolencias. [

Segun el sistema de clasificacion botanico, el ajonjoli pertenece a la familia de las
Pedaliaceas, pudiendo alcanzar hasta el metro de altura. Es una planta facilmente
distinguible, ya que ofrece unas flores caracteristicas, de un Illamativo color blanco-
rosaceo. Fruto una capsula oblongo-cuadrangular, café-amarillenta, no pectinada,
dehiscente, con 2 rostros terminales de 3-5 mm de largo; semillas numerosas, obovadas,
negras, cafés o blancas, testa brillante. Las caracteristicas morfologicas tipicas del sésamo

se muestran en la Figura 1.1. 1

Figura 1.1. Caracteristicas morfoldgicas del sesamo. A) Semillas obovadas y
B) Flores de color blanco-rosaceo B34

El sésamo es originario de la India y de Africa, desde donde llegd a América transportada
por los esclavos, quienes utilizaban sus semillas para espesar y dar sabor a gran variedad
de platos. En los estados surefios de EE.UU. y en el Caribe, donde el sésamo fue
introducido por esclavos africanos, se o conoce mayormente por su nombre en lengua

Mandé: Benne. [l
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1.1.2. CLASIFICACION TAXONOMICA

La clasificacion taxondmica de Sesamum indicum L. fue descrita por Carlos Linneo y

publicada por Species Plantarum, presentandose en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1. Clasificacién taxondémica de Sesamum indicum L.

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Lamiales
Familia Pedaliaceae
Género Sesamum

Especie Sesamum indicum L.

Fuente: Anexo |
1.1.3. COMPOSICION QUI'MICA Y PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

Las semillas de ajonjoli son en un 50% aceites de buena calidad del tipo omega 6 y omega
9, este ultimo con capacidad de mejorar los niveles de colesterol en sangre. Contiene 25%
de carbohidratos y 17% de proteinas, adecuado para completar este nutriente en los

vegetarianos estrictos. (¢!

Es un alimento con gran capacidad antioxidante por su contenido en vitamina E, reduce
el efecto negativo de los radicales libres previniendo el envejecimiento a nivel celular.
Ellos tienen un excelente efecto protector frente a las endotoxinas asociadas al dafio
inflamatorio porque inhiben la liberacién de mediadores inflamatorios. Sesamol también
inhibe endotoxinas de union a su receptor; Esto reduce la activacion del factor de
transcripcion NF-«xB. El aceite de sésamo o sesamol puede ser beneficioso para reducir la

respuesta inflamatoria en enfermedades asociadas con la inflamacidn. [7: 89 10]

El sesamol también cuenta con capacidad antioxidante evitando el ranciamiento de la

misma semilla. Su estructura quimica se presenta en la Figura 1.2. [

Otros nutrientes del ajonjoli son el hierro, zinc, magnesio, potasio, fésforo, complejo B
entre otros. También aporta fibra soluble a la dieta siendo un alimento aconsejado en

pacientes con estrefiimiento. [*2]

El aceite de sésamo es muy adecuado, por ejemplo, para las personas que sufren de

problemas de artrosis, artritis, tanel carpiano e incluso los comunes calambres
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musculares, pasando por esguinces, tendinitis o hasta un dolor de oido. Gracias a los
acidos grasos, linoleico y oleico presentes en el aceite de sésamo, se logra reducir la

incidencia de estos procesos inflamatorios que tanto sufrimiento nos provocan. [7: 8.9 10]

Dada su elevada concentracion de acidos grasos insaturados omega 6 y omega 9, el aceite
de sésamo es util al combatir las hipelipidemias, especificamente a las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) o colesterol malo. Asimismo, evita la formacién de coagulos en el
torrente circulatorio (trombos) por lo que es eficaz contra las trombosis, embolias, ictus,
infartos agudos al miocardio y accidentes cerebro vasculares. Al reducir los niveles de

colesterol, el aceite de sésamo previene la aterosclerosis y la hipertension aguda. [7- 8 9. 101

La sesamina es un lignano presente en el ajonjoli. Su estructura quimica se muestra en la

Figura 1.2. Refiere actividad condroprotectora, antinociceptiva y antiinflamatoria. ('3 14

A) B) D>
') OH 3 ;'i O
¢ H..n

<0£jw- o

Figura 1.2. Estructuras quimicas. A) Sesamol. B) Sesamina

1.1.3.1. ACIDOS GRASOS

Un &cido graso es una biomolécula de naturaleza lipidica formada por una larga cadena
hidrocarbonada lineal, de diferente longitud o nimero de atomos de carbono, en cuyo
extremo hay un grupo carboxilo (son acidos organicos de cadena larga). En general, se
puede formular un &cido graso genérico como R-COOH, donde R es la cadena

hidrocarbonada que identifica al acido en particular. [

Los acidos grasos forman parte de los fosfolipidos y glucolipidos, moléculas que
constituyen la bicapa lipidica de todas las membranas celulares. En los mamiferos,
incluido el ser humano, la mayoria de los &cidos grasos se encuentran en forma de
triglicéridos, moléculas donde los extremos carboxilicos (-COOH) de tres acidos grasos
se esterifican con cada uno de los grupos hidroxilos (-OH) del glicerol (glicerina,

propanotriol); los triglicéridos (grasas) se almacenan en el tejido adiposo. 5%
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1.1.3.1.1. ESTRUCTURA QUIMICA

Los &cidos grasos constan de una cadena alquilica con un grupo carboxilo (-COOH)
terminal; la férmula bésica de una molécula completamente saturada es CHs—(CH2)n—
COOH. Los é&cidos grasos de los mamiferos tienen estructuras relativamente sencillas,
pero los de otros organismos pueden ser muy complejos, con anillos ciclo propano o

abundantes ramificaciones. [

Son frecuentes los acidos grasos insaturados (con dobles enlaces), casi siempre de
configuracién cis; cuando hay mas de un doble enlace por molécula, siempre estan
separados por un grupo metileno (-CH2-). Los &cidos grasos comunes en los seres vivos
tienen un namero par de 4&tomos de carbono, aungue algunos organismos sintetizan &cidos

grasos con un nimero impar de carbonos. 5!
1.1.3.1.2. CLASIFICACION DE LOS ACIDOS GRASOS

Acidos grasos saturados. Son acidos grasos sin dobles enlaces entre carbonos; tienden a
formar cadenas extendidas y a ser sélidos a temperatura ambiente, excepto los de cadena

corta. [

o Cadena corta (volatiles): acido butirico (acido butanoico), acido isobutirico (&cido
2-metilpropiodnico), acido valérico (acido pentanoico), acido isovalérico (acido 3-
metilbutanoico). [

o Cadena larga: acido miristico, 14:0 (acido tetradecanoico), acido palmitico, 16:0

(4cido hexadecanoico), acido estearico, 18:0 (acido octadecanoico). (5

Acidos grasos insaturados. Son acidos grasos con dobles enlaces entre carbonos como se

muestra en la Figura 1.3. Suelen ser liquidos a temperatura ambiente. [

o Acidos grasos monoinsaturados. Son é4cidos grasos insaturados con un solo doble
enlace: acido oleico, 18:1(9) (4cido cis-9-octadecenoico) 5!

o Acidos grasos poliinsaturados. Son acidos grasos insaturados con varios dobles
enlaces: acido linoleico, 18:2(9,12) (acido cis, cis-9,12-octadecadienoico), acido
linolénico, 18:3(9,12,15) (&cido cis-9,12,15-octadecatrienoico), acido araquiddnico,
20:4(5,8,11,14) (4cido cis-5,8,11,14-eicosatetraenoico) >

o Acidos grasos cis. Son acidos grasos insaturados en los cuales los dos atomos de

hidrogeno del doble enlace estan en el mismo lado de la molécula, lo que le confiere
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un "codo" en el punto donde esta el doble enlace; la mayoria de los acidos grasos
naturales poseen configuracion cis. 5]

o Acidos grasos trans. Son &cidos grasos insaturados en los cuales los dos atomos de
hidrogeno estan uno a cada lado del doble enlace, lo que hace que la molécula sea
rectilinea; se encuentra principalmente en alimentos industrializados que han sido
sometidos a hidrogenacion, con el fin de solidificarlos (como la margarina). [5°]

A) o

B)

Figura 1.3. Estructuras quimicas. A) Acido linolénico. B) Acido araquidénico

Acidos grasos esenciales. Se llaman &cidos grasos esenciales a algunos &cidos grasos,
como el linoleico, linolénico o el araquidénico que el organismo no puede sintetizar, por

lo que deben obtenerse por medio de la dieta. 5!

Tanto la dieta como la biosintesis suministran la mayoria de los &cidos grasos requeridos
por el organismo humano, y el exceso de proteinas y glucidos ingeridos se convierten con

facilidad en acidos grasos que se almacenan en forma de triglicéridos. [

No obstante, muchos mamiferos, entre ellos el hombre, son incapaces de sintetizar ciertos
acidos grasos poliinsaturados con dobles enlaces cerca del extremo metilo de la molécula.
En el ser humano es esencial la ingestion de un precursor en la dieta para dos series de

acidos grasos, la del acido linoleico (serie w-6) y la del 4cido linolénico (serie ®-3). 5]
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1.2. INFLAMACION

La palabra inflamacion deriva del latin inflammare, que significa “prender fuego”. La
inflamacion es la respuesta bioldgica compleja del organismo (respuestas vasculares y
celulares) al dafio de sus tejidos y células, provocado por estimulos nocivos como
patdgenos, quimicos o lesiones fisicas. Ademas, la inflamacion es un proceso de
proteccion del organismo, que busca eliminar los estimulos perjudiciales e iniciar el

proceso de curacion, restaurando su estructura y sus funciones normales. %]

Puede ser causada por agentes biol6gicos como bacterias, parasitos, hongos; agentes
fisicos como radiaciones, frio, calor; agentes quimicos como venenos, toxinas;
traumatismos, cuerpos extrafios o alteraciones inmunitarias como por ejemplo las

respuestas de hipersensibilidad. [*°]
1.2.1. CLASES DE INFLAMACION

Se clasifica la inflamacidn segun la persistencia de la lesion, sus caracteristicas clinicas y

la indole de la respuesta inflamatoria en aguda y cronica. 6l
1.2.1.1. INFLAMACION AGUDA

Es la reaccion inmediata que se produce frente al agente lesivo. Debido a que los dos
principales factores defensivos frente a los microorganismos (anticuerpos y leucocitos)
son transportados normalmente por la sangre, no es raro que los fendmenos vasculares
intervengan de manera importante en la inflamacion. La respuesta inflamatoria se produce
en el tejido conjuntivo, hacia el cual filtran el plasma y los elementos formes de la sangre,
desde los vasos sanguineos lesionados por la agresion o desde los vasos que se hacen mas
permeables en respuesta a la lesion. Se produce asi, el enrojecimiento (eritema) por la
dilatacion de los vasos, el hinchamiento (edema) por el escape de liquido a los tejidos
blandos y el endurecimiento por la acumulacion de los liquidos y las células. Estos
fendmenos desembocan en la pérdida de la capacidad normal de los vasos sanguineos
para retener en su interior las células y los liquidos; pero estos cambios no significan

obligatoriamente una alteracion estructural del vaso. [7- 18. 19

Los neutréfilos son los componentes mas numerosos en este tipo de inflamacion y se
encargan de la fagocitosis de las bacterias y de otros microorganismos extrafios. Los
monocitos también penetran al tejido conjuntivo durante la inflamacién y se transforman

en macrdfagos que fagocitan las células y los restos tisulares, la fibrina, las bacterias
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remanentes e incluso los neutrdfilos utilizados. Los linfocitos, los eosinéfilos y los

baséfilos se relacionan con los aspectos inmunoldgicos del proceso inflamatorio. (171819

1.2.1.2. INFLAMACION CRONICA

La inflamacién crénica dura semanas, meses 0 incluso afios y se caracteriza
histol6gicamente por el infiltrado de linfocitos y macr6fagos con la proliferacion de vasos
sanguineos Yy tejido conectivo. Se debe a la persistencia del agente inflamatorio o a
agentes inflamatorios que desde el principio producen inflamacion cronica (formas
primarias). La inflamacién cronica puede producirse por diversas causas: a) progresion
de una inflamacion aguda; b) episodios recurrentes de inflamacion aguda y c) inflamacién
cronica desde el comienzo asociada frecuentemente a infecciones intracelulares

(tuberculosis, lepra, etc.) [16:17. 18]

1.2.2. MEDIADORES QUIMICOS DE LA INFLAMACION

La influencia de los mediadores quimicos sobre el proceso inflamatorio es un tema de
intenso estudio. Los mediadores se originan del plasma o de las células, la mayor parte
de ellos realizan su actividad biolégica mediante unidon a receptores. Un mediador
quimico puede actuar sobre uno o multiples tipos de células dianas, la duracién de su

accion es corta y la mayor parte de ellos pueden producir efectos perjudiciales. (18 19 20]

1.2.2.1. AMINAS VASOACTIVAS

La histamina y la serotonina son las dos aminas vasoactivas llamadas asi por su

importante accién sobre los vasos. 17 18]

La histamina se encuentra en células cebadas, basoéfilos y plaquetas. La histamina es el
gran mediador de la fase aguda, sus efectos son vasodilatacion de arteriolas y vénulas, y

alteracion de la permeabilidad en las vénulas. (17181

La serotonina esta almacenada en plaquetas y células neuroendocrinas. Su liberacién se
produce gracias al factor activador de plaquetas (PAF). Sus acciones son muy semejantes

a las de la histamina. [17- 2]
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1.2.2.2. METABOLITOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO
Prostaglandinas PGE2, PGI2, PGD2: producen vasodilatacion, fiebre y dolor. [17: 18]
Tromboxano A2 (TXAZ2): produce agregacion plaquetaria y vasoconstriccion. [17: 18]

Leucotrienos LTC4, LTD2 y LTE4: producen vasoconstriccion, aumento de la

permeabilidad y broncoespasmos. [17: 18]

Leucotrieno B4: promueve adherencia leucocitaria y quimiotaxis. [17: 18

1.2.2.3. MOLECULAS DE ADHERENCIA

Comprenden a las selectinas, inmunoglobulinas (especialmente la Ig A) e integrinas.

Los mediadores inflamatorios activan a las selectinas, que se encuentran almacenados en
granulos de Weibel-Palade de las células endoteliales y se redistribuye rapidamente hacia

la superficie celular.

La adhesion firme de los leucocitos al endotelio se produce gracias al cambio

conformacional de las integrinas. [*°]
1.2.3. FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS
Los farmacos con actividad antiinflamatoria estn constituidos por dos grandes grupos:

Antiinflamatorios no esteroides (AINES): cuyo mecanismo de accion esta ligado a la
inhibicion de la sintesis de prostaglandinas, especificamente por la inactivacion de la
ciclooxigenasa (COX), a su vez se clasifican por la diferente afinidad hacia las isoformas
de la COX. Entre los AINES mas comunes figuran el naproxeno, ibuprofeno, diclofenaco,

paracetamol, ketorolaco e indometacina.

Antiinflamatorios esteroides (AIES): el efecto antiinflamatorio de estos farmacos méas
bien esta intimamente vinculado a la accion inmunosupresora. Entre los AIES figuran la

dexametasona, hidrocortisona y betametasona. 24
1.2.3.1. PLANTAS MEDICINALES ANTIINFLAMATORIAS

Los farmacos antiinflamatorios presentan una variedad de efectos adversos; es por ello
que la identificacion de sustancias que pueden promover la resolucion de la inflamacion
de forma homeostatica, moduladora, eficiente y bien tolerada por el cuerpo es de gran

importancia.
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El uso de plantas medicinales para el tratamiento de la inflamacidon esta en aumento. Las
plantas pueden ser una fuente importante de productos naturales biol6gicamente activos:
flavonoides, terpenos, quinonas, catequinas, alcaloides, etc., los cuales pueden modular
la expresion de las sefiales proinflamatorias y actuar sobre ciertas condiciones
inmunologicas. Por lo tanto, el desarrollo de medicamentos estandarizados a base de
hierbas con eficacia comprobada y seguridad de uso es de gran importancia, no solo para
aumentar el acceso a los medicamentos, sino también para ofrecer nuevas opciones
terapéuticas. Por ejemplo, Mascolo y colaboradores realizaron un estudio de cribado en
75 especies vegetales evaluando su efecto antiinflamatorio, de las cuales el 72% presento

efecto farmacoldgico significativo. (22
1.3. MODELOS DE INDUCCION DE INFLAMACION

Los estudios realizados utilizando modelos experimentales in vivo e in vitro, son
componentes criticos del esfuerzo para identificar el efecto de nuevos principios activos.
Los modelos experimentales permiten la cuantificacion exacta de los niveles de
exposicion, para eliminar muchas variables externas que pueden alterar la respuesta del

principio activo.

Entre los modelos experimentales in vitro para evaluar la inflamacion tenemos:
quimiotaxis de leucocitos polimorfonucleares, metabolismo del acido araquidénico,
liberacion inducida de citocinas de glébulos blancos humanos, citometria de flujo de
citocinas intracelulares, deteccion de antagonistas de IL-1, etc. Asimismo, los modelos
experimentales in vivo para evaluar la inflamacion son el eritema inducido por radiacion
UV, la pleuritis inducida por carragenina, la inhibicion de la adhesion de leucocitos a las
vénulas mesentéricas, el edema de oido inducido por oxazolona, el edema de oreja

inducido por aceite de Croton y el edema plantar inducido por carragenina. 23 241
1.3.1. EDEMA PLANTAR INDUCIDO POR CARRAGENINA

Propuesta por Winter et al y modificada por Sugishita, esta es una de las técnicas mas
comunes empleadas para evaluar el efecto antiinflamatorio de un determinado principio
activo, la cual se basa la capacidad de un agente para inhibir el edema producido en la
pata de las ratas después de la inyeccion de la carragenina. La carragenina es un
polisacarido sulfatado de alto peso molecular, formado por unidades de galactosa y de
anhidrogalactosa, el cual deriva de varias especies de algas rojas (Rhodophyceae),

incluyendo Gigartina, Chondrus y Eucheuma. La carragenina produce una respuesta
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edematogénica, desencadena vias inmunitarias innatas de la inflamacién y promueve la
produccion de mediadores inflamatorios: bradicinina, tromboxanos, prostaglandinas,
histamina, etc. En esta técnica, se mide el volumen de la pata de las ratas, antes y después
de la induccion del edema. A las ratas se le administra por via subcutanea 0.10 mL de
solucidn al 1 % de carragenina en el lado plantar de la pata, produciéndose un aumento

del volumen de la pata después de 3 0 6 h. [25 26]

1.4. GELES

Los geles son sistemas de dispersién, semisolidos, los cuales consisten en suspensiones
compuestas de pequefias particulas inorganicas o grandes moléculas organicas
interpenetradas por un liquido. Habitualmente transparentes, uniformes, facilmente
deformados, que constan como minimo de dos componentes. La fase dispersante que es
un liquido, y la fase dispersa o gelificante, que habitualmente es un polimero generador
de estructura. Esta fase dispersa suele formar con la dispersante al inicio una solucién

coloidal. [27. 28]
1.4.1. TIPOS DE GELES

La definicion de la farmacopea britanica establece que los geles consisten en liquidos
gelificados mediante agentes gelificantes adecuados, e indica que existen dos clases, a

saber: Geles hidrdfobos e hidroéfilos. [29 301
1.4.1.1. GELES HIDROFOBOS

Las bases de los geles hidréfobos (oleogeles) por lo general consisten en parafina liquida

con polietileno o aceites grasos gelificados con silica coloidal o jabones de aluminio o
zinc. [27. 28]

1.4.1.2. GELES HIDROFILOS

Las bases de los geles hidrofilos (hidrogeles) por lo general consisten en agua, glicerol o
propilenglicol gelificados con agentes gelificantes como tragacanto, almidon, derivados
de la celulosa, polimeros de carboxivinilo y silicatos de magnesio y aluminio. Tienen
como ventajas ser bien tolerados por el organismo, son facilmente lavables y producen

sensacion de frescor. [2 301

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




w7 - UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CRiaB CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

1.5. EXTRACTOS VEGETALES

La extraccion implica la separacion de fracciones médicamente activas, de componentes
inactivos o inertes presentes en tejidos vegetales. Hay varios métodos extractivos que se

pueden observar en la figura 1.4, [31]

—  Percolacién

. — Soxhlet
Destilacion

Extraccion con —  Maceracion

» disolventes |
S H =z
£ —{  Digestion
prary
(&)
(e+]
b =z
S — Infusion
(72]
o
ge) -
£ —  Decoccion
=
Extraccion
mecénica | Soxhlet

Extraccion con
gases

Figura 1.4. Métodos extractivos habituales

1.5.1. METODOS DE EXTRACCION
1.5.1.1. EXTRACCION MECANICA

Permite tener principios activos disueltos en fluidos propios de la planta, los cuales una
vez extraidos se denominan jugo. Este tipo de extraccion se da por expresién, con calor o

mediante incisiones. [32 331
1.5.1.2. DESTILACION

Se basa en la diferente volatilidad de los componentes de la droga, para poder separar los
componentes volatiles. La destilacion permite obtener esencias de las drogas, ademas este

método utiliza calor por lo que solo es aplicable a principios activos termoestables. [32
1.5.1.3. EXTRACCION CON DISOLVENTES

Consiste en poner en contacto la droga con un disolvente capaz de solubilizar los

principios activos. Estos deben pasar de la droga al disolvente de forma que se obtenga
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un extracto liquido. Se debe de tener en cuenta los siguientes factores: caracteristicas de
la droga (drogas desecadas, grado de division adecuado), naturaleza del disolvente
(polaridad), temperatura (principios activos termolabiles) tiempo de contacto entre la

droga y el disolvente, control de difusion celular. (32 34]
1.5.1.3.1. EXTRACCION DISCONTINUA O SIMULTANEA

La totalidad de la droga conecta con el disolvente y la difusion de los principios activos
se realizard en todas las direcciones hasta alcanzar el equilibrio. Entre estos métodos

figuran la maceracion, digestion, infusion y decoccién. 33
1.5.1.3.2. EXTRACCION CONTINUA O PROGRESIVA
1.5.1.3.2.1. PERCOLACION

Se realiza a temperatura ambiente, donde en un recipiente troncoconico o en forma de
columna se coloca la droga para que entre en contacto permanece con el disolvente, el
cual ayudado por la gravedad gotea por la parte superior de la columna, atraviesa la zona
donde se encuentra la droga y por la parte inferior se colocan liquidos extractivos. 34

1.5.1.3.2.2. SOXHLET

Se basa en un sistema de reflujo que garantiza la provision del disolvente puro. Para ello
se requiere un extractor Soxhlet y una fuente de calor que permita la ebullicion del
disolvente. El disolvente organico se va reciclando durante el proceso mientras el
principio activo se va concentrando en el balén de destilacion. El extractor Soxhlet

garantiza un flujo continuo de disolvente a través de la muestra. (3 35
1.5.2. CONCENTRACION DE LIQUIDOS EXTRACTIVOS
1.5.2.1. AL VACIO

Utilizando un rota vapor, se trabaja a temperaturas inferiores a 40°C y en ausencia de
oxigeno. Se aplica para concentrar liquidos extractivos obtenidos con disolventes
organicos y mezclas hidroalcoholicas. Se utiliza asimismo un sistema de vacio para

disminuir el punto de ebullicién del solvente a evaporar. 2

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

1.5.2.2. LIOFILIZACION

Consiste en eliminar el disolvente mediante una congelacion a temperatura muy baja
seguido de una sublimacion del disolvente que pasa directamente del estado solido al

vapor. [3233]
1.6. CROMATOGRAFIA DE GASES — ESPECTROMETRIA DE MASAS

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas consiste en una
metodologia analitica capaz de determinar la composicion molecular de una o varias
sustancias quimicas, cuya caracteristica en comun reside en su volatilidad, gracias a la
cual, al ser sometidas a elevada presion y temperatura, pasan al estado gaseoso a traves
de una columna de silica (fase estacionaria) gracias al flujo de helio (fase movil) y llegar

aisladamente al detector espectrometro de masas.

El espectrémetro de masas ioniza las moléculas que ingresan al detector y compara los
potenciales masa/carga (m/z) de cada ion con valores establecidos y almacenados en una
base de datos, con los que emite un reporte probabilistico acerca de las probables

moléculas que son objeto de analisis.
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2.1. MATERIALES
2.1.1. MATERIAL BIOLOGICO

o Semillas de Sesamum indicum L. “ajonjoli”
o Ratas de especie Rattus rattus, de 250-350 gramos de peso con una edad de 2 a 4

meses
2.1.2. MATERIAL DE VIDRIO

o Baguetas (LBT)

o Capilares sin heparina

o Pipetas graduadas de 1 ml, 5 ml y 10 ml

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

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

o Tubos de ensayo (PIREX)

2.1.3. EQUIPOS DE LABORATORIO

o Balanza analitica Ohaus Pionner

o Equipo de Soxhlet

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

2.1.4. MATERIAL ANEXO

o Algodon estéril

o Cocina eléctrica

o Espatulas

o Frascos de vidrio color ambar
o Guantes quirdrgicos

o Hilo

o Jaulas metélicas para ratas
o Mortero

o Olla metalica

o Papel filtro

o Potes
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o Soporte universal
o Tijera

2.1.5. REACTIVOS

o N-hexano Q.P. (MERCK)

o Carbopol Q.P. (MERCK)

o Agua destilada

o Carragenina Q.P. (MERCK)

o Metilparabeno (NEQUINSA)

o Propilenglicol Q.P. (MERCK)

o Propilparabeno Q.P. (NEQUINSA)
o Triton Q.P. (MERCK)

o Trietanolamina Q.P. (MERCK)

2.2. METODOS

2.2.1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

2.2.1.1. RECOLECCION DEL ESPECIMEN VEGETAL

Las muestras fueron obtenidas en el departamento de Arequipa.

Tras la identificacion taxonémica de las semillas de Sesamum indicum (ajonjoli) se
procedié a la seleccion del material colectado, prefiriéndose las semillas que se
encontraban en buen estado, siendo descartadas las contaminadas con material extrafio o

que no correspondieran a la unidad vegetal.

Para evitar la degradacion de las sustancias activas de las semillas Sesamum indicum

(ajonjoli) se estabiliz6 en seco, durante 5 dias.

La desecacién de la unidad vegetal se realizd6 mediante calor artificial en la estufa de

desecacion, previamente calentada a 50°C, en este ambiente permanecio durante 24 horas.

La trituracion se realizo en un mortero, hasta la obtencién de un polvo con un grado de

trituracién moderado, no llegando hasta el estado de polvo fino.
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2.2.1.2. EXTRACCION SOXHLET

Se peso 10 g de la muestra pulverizada, la cual se prepard en papel filtro y se colocé en
la cdmara de extraccion de equipo Soxhlet. Se utilizé como solvente n-hexano (150 mL)
para extraer principios activos de baja polaridad.

Tras armar el equipo, se encendié la hornilla para dar inicio a la extraccion, la misma que
finaliz6 al cabo de 15 ciclos de extraccion, llevandose a rotavapor para concentrar el

extracto al evaporar el solvente.
2.2.1.3. CONCENTRACION

Una vez terminada la extraccién en Soxhlet se colocé el liquido en un balén previamente
pesado, se procedio a la evaporacién del solvente mediante rotavapor. El balon con el
residuo (extracto blando) fue seguidamente pesado para calcular el porcentaje de

rendimiento.

Balon con residuo — Baldn vacio

Porcentaje de rendimiento = 100 X
Muestra vegetal

2.2.2. FORMULACION DEL GEL

La férmula patron en general se realizd buscando un gel uniforme y se ajusta a los
componentes descritos a continuacion: Carbopol 940, Tween® 20, metilparabeno,

propilparabeno, trietanolamina y agua destilada.
2.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria se realizé la distribucion de 5 grupos
como se muestra en la Tabla 2.1. En cada grupo hubo 4 ratas de experimentacion elegidas
al azar con un total de 20 animales para el estudio.

Tabla 2.1. Distribucion de los grupos de estudio

Grupo 1 (Control negativo) Gel base
Grupo 2 Gel extracto 1%
Grupo 3 Gel extracto 2%
Grupo 4 Extracto

Grupo 5 (Control positivo)  Diclofenaco 1%

Fuente propia
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Una vez identificadas segin su grupo asignado, se utilizé el pletismometro digital, se
calibré y se midi6 el volumen de las patas posteriores del animal como dato basal con

cada grupo de trabajo.

Se administré 0.1 mL de una solucion de carragenina al 1% en suero fisiologico en las

patas posteriores de cada rata.

Se realizo la lectura del volumen de las patas posteriores del animal al cabo de 0, 3, 5, 7,
9 y 12 horas, inmediatamente después de la lectura de 3 horas se aplico el tratamiento
respectivo. Se halld el porcentaje de inflamacién de cada grupo por cada punto temporal

“x”, mediante la ecuacion 2.1, considerando el volumen basal medido.

Lectura (x — basal)

p taje de infl i6on = 100 x
orcentaje de inflamacion Lectura (3 horas — basal)

Ecuacion 2.1. Célculo del porcentaje de inflamacion

2.4. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ACIDOS GRASOS

Este procedimiento utiliza la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.
Para ello se extraen los acidos grasos del resto de componentes del extracto mediante una
separacion con solventes en pera de decantacion. Se derivatizan los acidos grasos a ésteres
mediante una reaccion quimica con metanol y trifluoruro de boro como se muestra en la
Figura 2.1. Los ésteres obtenidos, al ser volatiles, son inyectados al cromatdgrafo de gases
y son analizados por el detector espectrometro de masas, emitiendo el perfil de acidos

grasos del extracto vegetal.

O CHsOH O

EEEE— + H.O
/\/\/\)J\OH BF; /\/\/\/U\O-v-""r 2

Figura 2.1. Reaccion de derivatizacion de acidos grasos a ésteres
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2.5. ANALISIS ESTADISTICO

Se compardé las medias de cada grupo de estudio por cada punto temporal utilizando un
andlisis de varianza de una via ANOVA, y la correlacion multiple fue realizada mediante

el test de Tukey.

Asimismo, se realizdé una comparacion global de la evolucion del tratamiento entre cada

grupo experimental usando un analisis de varianza de dos vias ANOVA.
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3.1. RECOLECCION DEL ESPECIMEN VEGETAL

El material vegetal en estudio se muestra en la Figura 3.1. Este fue comprado de un
proveedor en el cercado de la ciudad de Arequipa, Para evitar la degradacion de las
sustancias activas de las semillas Sesamum indicum (ajonjoli) se estabiliz6 en seco y
oscuridad durante 5 dias. Se desecO la unidad vegetal en la estufa de desecacion,
previamente calentada a 50°C, durante 24 horas. La trituracion se realizé en un mortero,

hasta la obtencion de un polvo con un grado de trituracion moderado.

Figura 3.1. Muestra de Sesamum indicum L.

3.2. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Se obtuvo los liquidos extractivos con hexano por el método continuo de Soxhlet como
se muestra en la Figura 3.2. Seguidamente se procedio a evaporar los solventes, hasta
obtener como resultado final un extracto blando de semillas de Sesamum indicum L con
un rendimiento de extraccion del 21.02%, siendo el peso de la muestra: 10.0053 g, el peso
del bal6n vacio: 114.8653 g y el peso del balon con residuo: 116.9682 g.

Figura 3.2. Arreglo experimental de la extraccion por Soxhlet

Elkhaleefa y Shigidi prepararon diferentes extractos de semilla de ajonjoli usando n-
hexano obteniendo rendimientos entre 17% y 27% dependiente de la proporcion
semilla:solvente; comparando con el presente trabaja donde se obtuvo un rendimiento de

21.02%, el cual podriamos decir es un rendimiento aceptable.[>*
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Las caracteristicas organolépticas del extracto obtenido (Figura 3.3) se describen a

continuacion:

Color: pardo amarillento

Olor: Sui generis

Aspecto: limpido y uniforme
Consistencia : blanda — resinoide

O O O O

Figura 3.3. Extracto de Sesamum indicum L.

La eleccion del solvente n-hexano viene determinada por su baja polaridad dada la
lipofilicidad de las semillas de ajonjoli por su caracter aceitoso. Xu y colaboradores
realizaron extractos hexanicos y mediante el uso de CO» supercritico, utilizando 200 g de
material vegetal en la cAmara extractora; no fue reportado el rendimiento de extraccion.
[34] Liu y colaboradores, por su parte, realizaron asimismo extractos hexanicos para aislar
lignanos del aceite de semillas del sésamo; el rendimiento de extraccion de lignanos fue
de 2.18 mmol / 100 g. [**

3.3. PREPARACION DEL GEL

El carbopol 940 actud como agente gelificante, el Tween® 20 se utiliz6 como tensioactivo
y solubilizante, el metilparabeno y el propilparabeno actuaron como conservantes
antimicrobianos, la trietanolamina se utiliz6 como alcalinizante, puesto que la accion

gelificante del carbopol es dependiente del pH. El agua destilada fue el diluyente.

Se incorpor0 polisorbato 20, metilparabeno y propilparabeno en el diluyente. Se disperso
el gelificante en parte del diluyente por toda la superficie, evitando la formacion de
grumos, se dejé reposar el tiempo suficiente hasta la total imbibicion del diluyente. Se
agito evitando la incorporacion de aire, hasta obtener un gel uniforme para proceder luego
con la incorporacion del principio activo. Se agregd gota a gota trietanolamina para

regular el pH hasta la neutralidad, haciendo uso de tiras reactivas de pH.
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Se preparé la férmula farmacéutica como se muestra en la Tabla 3.1 y Tabla 3.2.

Tabla 3.1. Componentes de la formula patrén del gel de Sesamum indicum L. al 1%

Componente Cantidad
Carbopol 940 1.00¢g
Extracto de Sesamum indicum L. 1.00¢
Polisorbato 20 2.50¢g
Metilparabeno 0.08 ¢
Propilparabeno 0.02¢g
Agua destilada c.s.p. 100 g
Trietanolamina cs.p.pH=7

Fuente propia

Tabla 3.2. Componentes de la férmula patrén del gel de Sesamum indicum L. al 2%

Componente Cantidad
Carbopol 940 1.00¢
Extracto de Sesamum indicum L. 2.00¢g
Polisorbato 20 2509
Metilparabeno 0.08 g
Propilparabeno 0.02¢g
Agua destilada c.s.p. 100 g
Trietanolamina c.S.p.pH=7

Fuente propia

Se pesaron los componentes de la férmula, se calentd agua destilada hasta 60°C,
disolviendo los parabenos y el polisorbato, en este caso se usé un agitador magnético para
que cada vez que se adicione un componente esté siendo homogenizado por el agitador

magnético colocado dentro del recipiente.

Se dispers6 mediante agitacion el carbopol y una vez disuelto este se gelificd con la
adicion de trietanolamina gota a gota teniendo mucho cuidado que el pH no sobrepase el

valor de 7.

En un recipiente aparte se disolvié el polisorbato en el extracto y se afiadié al gel obtenido
anteriormente, se agité con una bagueta hasta la homogenizacion total del gel como se
observa en la Figura 3.4, procediendo luego a su envasado tanto del gel al 1% como del
gel al 2%.
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Figura 3.4. Preparacion del gel

3.4. EVALUACION DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO

Luego de la aclimatacion de las ratas se procedi6 a la distribucion de las mismas en forma
aleatoria, procediendo al marcado para su identificacion; se midié el volumen de las patas
de los animales con el pletismémetro (medicion basal). Seguidamente se administro 0.1
mL de la solucidn irritante constituida por carragenina al 1% como se observa en la figura
3.5. Al cabo de 3, 5, 7, 9 y 12 horas se midié el volumen de la inflamacién en el
pletismémetro digital; después de la medida de 3 horas se aplicé el respectivo tratamiento
localmente con el extracto y gel (administrando 1 mL de cada uno con una jeringa). Se
consider6 como tiempo O a la lectura basal. Estas lecturas, mostradas en el Anexo II,
sirvieron de base para hallar los porcentajes de inflamacion de cada grupo de

experimentacion.

Figura 3.5. Induccién de inflamacion con carragenina

Los datos se ajustaron de tal modo que el resultado se expresaria como porcentaje de
inflamacién, considerando a la lectura basal como 0% y a la lectura a las 3h como 100%.
Para ello, a partir de los volimenes totales medidos por el pletismémetro (presentados en
la Tabla 4.1 del Anexo Il) se restd el volumen de sus respectivas lecturas basales,

obteniéndose vollimenes de inflamacidn neta como se muestra en la Tabla 4.2 del Anexo
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I1. Finalmente se determind el porcentaje de inflamacion (datos mostrados en la Tabla 4.3
del Anexo I1) utilizando la ecuacién 2.1.

Independientemente cada grupo experimental fue evaluado respecto al tiempo en los
apartados 3.4.1 al 3.4.5. Globalmente todos los grupos experimentales fueron comparados
entre si en el apartado 3.4.6. Todos los datos fueron tomados a partir de la Tabla 4.3 del

Anexo IlI.

3.4.1. CONTROL NEGATIVO (GEL BASE)
Tabla N° 3.3 Pruebas de Multiple Rangos de Tukey para Gel base por Tiempo

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos
12 horas 4 94.5 A
9 horas 4 96.75 B
7 horas 4 97.25 BC
5 horas 4 99 C

100 % 0

_ 100- 0 99 % 97% 97 % 95*%
9
(8]
© 80 -
=
g
S 601
)
©
o 404
g
[
o 204
o
S 0%
o 0

Q > (5] A S} ,»’7/

Tiempo (h)

Grafico 3.1. Evaluacion del grupo control negativo respecto al tiempo

Los resultados para el grupo de ratas tratado con Gel base se muestra en el grafico N°3.1 y Tabla N° 3.3
El ANOVA (Anexo N°Ill) indica que las diferencias en la disminucién del porcentaje de inflamacidn
entre los diferentes tiempos de evaluacidn es altamente significativa (p<0.01).

Es a las 12 horas de evaluacion donde se produce la maxima reduccion con un promedio de 94.5%

el cual difiere de la reduccion de inflamacion de los demas tiempos.
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3.4.2. CONTROL POSITIVO (DICLOFENACO 1%)

Tabla N° 3.4 Pruebas de Mdltiple Rangos de Tukey para Diclofenaco 1% por Tiempo
Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos
12 horas 4 45.25 A
9 horas 4 60 B
7 horas 4 77 C
5 horas 4 83 C

_ 1001 100 % )

° % *

= 80 - 77 % *

= 60 %

— *
£ 601

o 45 %
©

o 409
g

c

o 20-

et

(o]

o 0
Q > ) A ) N2
Tiempo (h)

Gréfico 3.2. Evaluacion del grupo control positivo respecto al tiempo

La aplicacion del tratamiento en base a gel de diclofenaco al 1% se muestra en el grafico
N° 3.2y Tabla N° 3.4.

Los resultados del ANOVA (Anexo N°IlI) indica que las diferencias en el porcentaje de
disminucion en los diferentes tiempos es altamente significativa (p<0-01). EIl Test de
Tukey evidencia que a las 9 y 12 horas es donde se produce el mayor efecto sobre el
proceso inflamatorio con promedios de 45.25% y 60% respectivamente mostrando
diferencias entre ambos, lo que estd implicando que a mayor tiempo de evaluacién mejor
es el efecto que produce el tratamiento aplicado.

Moreyra y colaboradores evaluaron el efecto antiinflamatorio de Cajophora rosulata
(ortiga colorada) y, mediante un control positivo de diclofenaco al 1% en gel, observaron
que, tras 5 horas de inducir la inflamacion con carragenina, el volumen de inflamacion se

redujo en un 30%. Y, tras 7 horas, este se redujo en un 59%. [53
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3.4.3. EXTRACTO BLANDO

Tabla N° 3.5 Pruebas de Multiple Rangos de Tukey para Extracto por Tiempo
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Grupos
Nivel Casos Media Homogéneos
12 horas 4 84.5 A
9 horas 4 87.75 AB
7 horas 4 89.5 BC
5 horas 4 92 C
100 %

c 1007 93 %

4=

o

© 80 =

£

&

S 60-

()]

©

o 40+

s

&=

o 204

ot

o

o 0 -

Q % ) g\ o N2
Tiempo (h)

Gréfico 3.3. Evaluacion del grupo “extracto” respecto al tiempo

Los resultados correspondientes al tratamiento con extracto de semillas de ajonjoli se

muestran en la Tabla N° 3.5 y Grafico N°3.3. El procesamiento de datos a través del

ANOVA (Anexo N°IlI) evidencia que las diferencias el porcentaje de inflamacion en los

diferentes horas de evaluacion es altamente significativa (p<0.01). Segun el Test de

Tukey a las 12 horas se alcanza el mayor porcentaje del efecto inflamatorio del extracto

de semillas de ajonjoli, alcanzando un promedio de 84%.

3.4.4 GEL CON ESTRACTO 1%

Tabla N° 3.6 Pruebas de Multiple Rangos de Tukey para Gel Extracto 1% por Tiempo
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Grupos
Nivel Casos Media Homogéneos
12 horas 4 75.5 A
9 horas 4 86 B
7 horas 4 92 BC
5 horas 4 94.5 C
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Grafico 3.4. Evaluacion del grupo “gel con extracto 1% respecto al tiempo

Los resultados del efecto del tratamiento con Gel extracto 1% se semillas de ajonjoli se
muestra en el grafico N°3.4 y Tabla N° 3.6. El ANOVA (Anexo N°IIl) muestra que las
diferencias sobre el efecto antiinflamatorio que produce el gel extracto 1% en los

diferentes tiempos de evaluacion es altamente significativa (p<0.01)

El Test de Tukey indica que a las 12 horas de evaluacién es donde se produce el mayor
efecto del gel extracto 1% de semillas de ajonjoli dando un promedio de 75.5 % y

mostrando diferencias con los promedios producidos en los demas tiempos de evaluacion.

3.4.5. GEL CON EXTRACTO 2%
Tabla N° 3.7 Pruebas de Mdltiple Rangos de Tukey para Gel extracto 2% por Tiempo

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Grupos
Nivel Casos Media Homogéneos
12 horas 4 51 A
9 horas 4 67.25 B
7 horas 4 79.25 C
5 horas 4 94 D
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Gréfico 3.5. Evaluacion del grupo “gel con extracto 2% respecto al tiempo

Los resultados sobre el efecto que produce el gel extracto 2% de semillas de ajonjoli se
muestraen el Grafico N° 3.5 y Tabla N° 3.7. EIl ANOVA (Anexo N°III) evidencia
contundentemente que este tratamiento mostro diferencias altamente significativas entre

los diferentes tiempos de tratamiento para el proceso antiinflamatorio (p<0.01)

La aplicacion del Test de Tukey pone en evidencia que a las 12 horas de tratamiento se
alcanza la maxima efectividad del gel extracto 2% de semillas de ajonjoli, llegando a un

promedio de 51 puntos.

3.4.6. COMPARACION GLOBAL

Tabla N° 3.8 Pruebas de Multiple Rangos de Tukey para Inflamacién por Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Grupos
Nivel Casos Media Homogéneos
Diclofenaco 1% 4 45.25 A
Gel extracto 2% 4 51 A
Gel extracto 1% 4 75.5 B
Extracto 4 84.5 C
Gel base 4 94.5 D
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Grafico N°3.6 Comparacion del efecto antiinflamatorio de tratamientos en estudio

En la presente tabla N°3.8 y grafico N° 3.6 se muestra la comparacion del efecto
antinflamatorio de los tratamientos en estudio.

Se encontré a través del ANOVA (Anexo N°III) que las diferencian del efecto
antiinflamatorio que producen los tratamientos es altamente significativa (p<0.01). El
Test de Tukey evidencia contundentemente que los tratamientos diclofenaco 1% y gel
extracto 2% son los méas efectivos ya que alcanzan promedios de 45.25% y 51%
respectivamente en proceso antiinflamatorio no existiendo diferencias significativas
entre ellos, pero sin con los demas tratamientos. Por lo tanto el gel extracto 2% de
semillas de ajonjoli es efectivo en el tratamiento de un proceso inflamatorio.

Tabla N° 3.9 Pruebas de Mdltiple Rangos de Tukey para efecto de tratamientos sobre
inflamacién global

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Grupos
Tratamiento Casos Media LS Homogéneos
Diclofenaco 1% 16 66.3125 A
Gel extracto 2% 16 72.875 B
Gel extracto 1% 16 87 C
Extracto 16 88.4375 C
Gel base 16 96.875 D

Tabla N° 3.10 Pruebas de Mdltiple Rangos de Tukey para Inflamacion por Tempo global

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Grupos
Tempo Casos Media LS Homogéneos
12 horas 20 70.15 A
9 horas 20 79.55 B
7 horas 20 87 C
5 horas 20 92.5 D

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
s CATOLICA
TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

Tratamiento
—=— Diclofenaco 1%
—— Extracto
—— Gel base
—— Gel extracto 1%
° Gel extracto 2%

105

95

85

75

65

Porcentaje Inflamacion

55

[ R PR PN AT S|

IR RN RN RN RN R

45

5horas 7 horas 9 horas 12 horas

Grafico N° 3.7 Resultados de la interaccidn global entre tratamientos por tiempo

En el anexo N°lIl se muestra los resultados del ANOVA para la interaccién entre
tratamientos y tiempo para el proceso de inhibicion de la inflamacion, las diferencias entre
los tratamientos, tiempo y la interaccion son altamente significativas (p<0.01). El Test de
Tukey aplicado para tratamientos en forma global muestra que con el diclofenaco 1% y
Gel extracto 2% se alcanza los promedios més altos de la inhibicion , de igual manera en
el tiempo de 12 horas se alcanza la mayor inhibicion de la inflamacién (Tabla 3.9 y 3.10)

En el grafico N°3.7 se muestra los resultados para la interaccion del tratamientos con el
tiempo, tal es asi que con el diclofenaco al 1 % se muestra reduccion del proceso
inflamatorio desde las 5 horas hasta las 12 horas en donde se alcanza 42.5 %y con el gel
extracto 2 % el comportamiento es similar sin diferencias significativas es decir desde
las 5 horas hasta las 12 horas se produce disminucion del proceso inflamatorio,
alcanzando a las 12 horas un promedio de 51% entre ambos tratamientos las diferencias
son no significativas, pero si muestran diferencias significativas con los otros

tratamientos.

Tanto el gel con extracto al 1% como al 2% poseen mayor eficacia farmacolégica que el
extracto sin una forma farmacéutica que lo contenga; esto se debe a que la aplicacién

local del extracto no permite su adecuada absorcion, mientras que la composicion del gel
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(especialmente por el polimero carbopol) permite adherirse correctamente a la zona de
inflamacion, lo que explica el incremento en su absorcion. Asi también lo refieren
Nishihata y colaboradores al estudiar la absorcion de diclofenaco en una forma

farmacéutica en gel al aplicarse en ratas. (5!

Henriques y colaboradores estudiaron el efecto antiinflamatorio del aceite de Sesamum
indicum L. concluyendo que se observa eficacia a partir de una dosis de 200 mg/kg por

via oral. [3¢]

Mohamed y colaboradores demostraron que el aceite de sésamo, a partir de una dosis de
5 mL/kg y tras tres horas de tratamiento, muestra un efecto antiinflamatorio significativo

tras su administracion por via oral en animales de experimentacion. 7]

Selvarajan y colaboradores evaluaron la actividad antiinflamatoria y antioxidante de los
componentes acuosos del extracto de sésamo mediante la determinacion de marcadores
proteicos envueltos en el proceso de la inflamacion. Asimismo se observo que un
incremento significativo de interleucina IL-6 se presentaba a partir de una administracion

de 10 pg de aceite de sésamo. [38

Hsu y colaboradores estudiaron al sesamol como agente inhibidor de los lipopolisacaridos
cuya funcion original es activar a los mediadores de la inflamacion, tales como el factor
de necrosis tumoral TNF-a y la interleucina IL-1. Se concluyd en su estudio que el efecto
farmacoldgico es mayor que la polimixina B (un antibidtico de conocido mecanismo de

accion de union y neutralizacion de los lipopolisacaridos bacterianos). (39

KuoChing y colaboradores determinaron el efecto antiinflamatorio del sésamo,
ejerciendo actividad antiinflamatoria por debajo de 100 pg/mL, mientras que TNF-a y

IL-6 disminuyeron en 31.25% y 36.5%, respectivamente. [40]

Hsu y colaboradores evaluaron la utilidad del sesamol como protector para cuadros de
inflamacion gaéstrica tras induccion de dafio de la mucosa gastrica en ratas con &cido

acetilsalicilico, previniendo estrés oxidativo e inflamacion. [*1

Jeng y colaboradores estudiaron el efecto antiinflamatorio del sésamo a traves de los
marcadores TNF-a, IL-6 y Oxido nitrico. El indice de supervivencia de los ratones
tratados con sésamo fue del 65%, mientras que en el control negativo el valor fue del
20%. [+2
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Jeng y colaboradores determinaron la capacidad de la sesamina de inhibir factores
proinflamatorios como la protein kinasa p38 y el factor nuclear xB a través de la ruta

metabdlica derivada de lipopolisacaridos e interleucina 6. (4]

Kong y colaboradores estudiaron la respuesta de los condrocitos humanos en osteoartritis

a la sesamina, inhibiendo la respuesta inflamatoria mediada por la interleucina 6. [*4]

Li y colaboradores reportaron que la sesamina inhibe la inflamacion y el catabolismo de
la matriz extracelular inducidos por lipopolisacaridos e interleucina 1 en discos
intervertebrales de ratas; por otro lado, Qiang y colaboradores observaron que la sesamina

ademas atenua la injuria aguda al pulmén mediada por lipopolisacaridos en ratones. [45 461

Lahaie y colaboradores evaluaron el efecto antiinflamatorio y neuroprotector de la
sesamina dado su potencial de reducir los niveles de mMRNA de la citocina proinflamatoria

IL-6 en la microglia. [*7]

Narasimhulu y colaboradores determinaron el efecto antiinflamatorio de los lignanos del
sésamo mediante reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real para evidenciar la
disminucion en la expresion de proteinas proinflamatorias como interleucinas 1y 6, factor

de necrosis tumoral y el gen matriz de metaloproteinasa. [4é]

Nekuzad y colaboradores reportaron el uso del sésamo en la prevencion de la flebitis
inducida por quimioterapia a través de ensayos clinicos, concluyendo que el riesgo
relativo de incidencia de flebitis es 8 veces mayor comparando el grupo experimental

tratado con aceite de sésamo contra el grupo control negativo. [*°]

Periasamy y colaboradores evaluaron la atenuacion del estrés oxidativo e inflamacién en
ratones por parte del aceite de sésamo, disminuyendo los niveles de citocinas
proinflamatorias TNF-a, IL-1p e IL-6. 5

3.5. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ACIDOS GRASOS

Se determin6 mediante cromatografia de gases la presencia de acido linolénico y &cido
araquiddnico en la muestra de extracto de ajonjoli analizada en el Laboratorio de Ensayo
y Control de Calidad de la Universidad Catolica de Santa Maria, en los siguientes
porcentajes: Acido linolénico: 47.43%. Acido araquidonico: 52.57%. El informe de

ensayo y el cromatograma respectivo se muestran en el Anexo 1V.
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Imamura y colaboradores relacionan el contenido de acidos grasos con un mecanismo de
accion antiinflamatoria a través de receptores acoplados a proteinas G, especialmente la
proteina GPR120 estudiada en los macrofagos. Asi, los acidos docosahexaenoico (DHA)
y eicosapentaenoico (EPA) ejercen efecto antiinflamatorio a través de la proteina
GPR120. 58]

Layé y colaboradores describieron el efecto antiinflamatorio de los acidos grasos omega-
3en el cerebro. Indicaron que el DHA regula la expresién de genes inflamatorios al unirse

a receptores acoplados a proteinas G del tipo GPR. 7]

Calder, P. estudio la relacion existente entre los &cidos grasos insaturados y los procesos
inflamatorios, esclareciendo la relacion entre los eicosanoides y la sintesis de mediadores
de la inflamacién como leucotrienos y prostaglandinas. El autor hizo énfasis en las
resolvinas, moléculas de estructuras similares pero que ejercen efectos antiinflamatorios

o que “resuelven” la inflamacion, como el DHA y EPA. [5]
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CONCLUSIONES

1. Se demostro el efecto antiinflamatorio del gel y del extracto de semillas de Sesamum

indicum L. “ajonjoli” en modelos de experimentacion in Vvivo.

2. Se obtuvo el extracto hexanico de Sesamum indicum L. a partir de semillas del

espécimen vegetal mediante el método Soxhlet.

3. Se formul6 satisfactoriamente un gel en base al extracto hexanico de Sesamum indicum
L.al 1% vy al 2%.

4. Se identificd dos acidos grasos del extracto de semillas de Sesamum indicum L.
“ajonjoli” por cromatografia de gases: acido linolénico (47.43%) y acido araquidonico

(52.57%).

5. Se midio la eficacia antiinflamatoria de los extractos y gel de las semillas de Sesamum
indicum L. “ajonjoli” en el edema plantar inducido en animales de experimentacion con

el modelo de carragenina al 1%.

6. Se compard la eficacia antiinflamatoria de los extractos y del gel de las semillas de
Sesamum indicum L. “ajonjoli”. Tras multiples comparaciones de perfiles de evolucion
de la inflamacion respecto al tiempo, el gel de diclofenaco 1% mostré mejor eficacia
como agente antiinflamatorio (45.2% de reduccion de edema plantar), seguido del gel con
extracto al 2% (51% de reduccion), este a su vez seguido del gel con extracto al 1%
(75.5% de reduccidn), y este a su vez seguido del extracto de Sesamum indicum L (84.5%

de reduccion).
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SUGERENCIAS

1. Realizar mayores estudios al preparado farmacéutico en gel con extracto de Sesamum
indicum L. al 2% para ser propuesto como alternativa a la farmacoterapia de la

inflamacién con gel de diclofenaco al 1%.

2. Comparar diversos disolventes utilizados para la extraccion con el fin de determinar la

fraccion con mayor efecto antiinflamatorio.

3. Incidir en el mecanismo de accidn del extracto de Sesamum indicum L. a través de

estudios inmunologicos in vitro.

4. Aislar la molécula responsable de la actividad farmacoldgica de Sesamum indicum L.,

de lo contrario demostrar que se trata de un complejo activo.
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ANEXO |

Constancia de identificacion del espécimen vegetal “Sesamum indicum L.”

AR
6 g &

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA)

CONSTANCIA N2 018-2018-HUSA

El Director del Herbarium Arequipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa, ]

HACE CONSTAR:

Que la muestra seca de las semitlas presentada por Verdnica Lourdes Alvarez Montesinos de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica, Escuela Profesional de Farmacia de l2 Universidad Particular
Catélica Santa Maria, para la Ejecucion de su trabajo “Evaluacion del efecto antiinflamatorio tépico
del extracto y gel de semillas de Sesomum indicum L (ajonjoli} en edema plantar inducido en
animales de experimentacién®. Las muestras fueron traidas al laboratorio de botdnica, para la
determinacién en el Herbarium Arequipense (HUSA) y corresponde a (a3 espedie y clasificacion:

Division  Magnoliophyta
Clase  Magnoliopsida

Especie Sesamum indicum L

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

Arequipa 16 de abril del 2018,

&go/.u&xio Markip Herrera
DIRECTOR

Herbarium Areqvipense (HUSA)

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado
Telfone: (054) 237755 / 993659045
Apartado Postal: 0028
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ANEXO 11

Tablas de resultados referidos a data cruda

Tabla 4.1. Volumenes totales medidos por el pletismometro (mL)

Grupo Basal 3horas 5horas 7horas 9horas 12 horas

0.57 1.29 1.27 1.27 1.26 1.25
0.62 1.30 1.29 1.28 1.27 1.26
0.59 1.25 1.25 1.23 1.23 1.22

Gel base 0.58 1.20 1.20 1.19 1.19 117
M 0.59 1.26 1.5 1.24 1.24 1.23

o 0.02 005 004 004 004 004

CV. 366 361 308 331 290 330

0.54 1.22 1.18 1.16 1.15 111

0.51 1.30 1.22 1.20 1.20 1.17

0.53 1.23 1.17 1.15 1.14 1.11

Extracto 05t 121 116 14508 112 112
M 0.52 T T 1.17 1.15 1.13

o 0.02 004 003 002 003 003

CV. 287 do0m 202f BOAY~%os 255

0.54 1.26 1.22 1.20 1.13 1.06

0.52 1.0 2 1.20 1.17 1.10

Gel con 0.53 1.25 1.21 1.18 1.17 1.04
extracto 1% 0.55 1.27 S 1.21 1.15 1.11
M 0.54 1.26 1.22 1.20 1.16 1.08

o 0.01 001 001 001 0.02 0.03

CV. 241 103 odl 1.05 166  3.07

0.56 1.47 1.41 1.30 1.20 1.07

0.55 1.45 1.39 1.20 1.09 1.00

extracto 2% 0.53 1.42 1.38 1.26 1.14 0.95
M 0.55 1.44 1.39 1.26 1.15 1.00

o 0.01 002 001 004 005 005

CV. 237 1.54 102 333 399 498

0.59 1.36 1.20 120 098 092

0.57 1.29 1.17 1.11 1.01 0.92

Diclofenaco 0.53 1.26 1.19 1.09 0.97 0.86
1% 0.55 1.30 1.15 1.13 106  0.88

M 0.56 1.30 1.18 1.13 1.01 0.90
c 0.03 0.04 0.02 0.05 0.04 0.03
C.V. 4.61 3.22 1.88 4.23 4.02 3.35

u: Promedio, o: Desviacion estandar, C.V.: Cociente de variacion porcentual.
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Tabla 4.2. Volumenes de inflamacién calculados (mL)

Grupo Basal 3horas 5horas 7horas 9horas 12 horas
0 0.72 0.7 0.7 0.69 0.68
Gel base 0 0.68 0.67 0.66 0.65 0.64
0 0.66 0.66 0.64 0.64 0.63
0 0.62 0.62 0.61 0.61 0.59
0 0.68 0.64 0.62 0.61 0.57
Extracto 0 0.79 0.71 0.69 0.69 0.66
0 0.70 0.64 0.62 0.61 0.58
0 0.70 0.65 0.64 0.61 0.61
0 0.72 0.68 0.66 0.59 0.52
Gel con 0 0.72 0.7 0.68 0.65 0.58
extracto 1% ¢ 0.72 0.68 0.65 0.64 0.51
0 0.72 0.67 0.66 0.6 0.56
0 0.91 0.85 0.74 0.64 0.51
Gel con 0 0.9 0.84 0.65 0.54 0.45
extracto 2% ¢ 089 084 073 0.62 0.45
0 0.89 0.85 0.73 0.61 0.42
0 0.77 0.61 0.61 0.39 0.33
Diclofenaco 0 0.72 0.6 0.54 0.44 0.35
1% 0 0.73 0.66 0.56 0.44 0.33
0 0.75 0.6 0.58 0.51 0.33
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Tabla 4.3. Porcentajes de inflamacidn calculados

Grupo Basal 3horas 5horas 7horas 9horas 12 horas
0 100 97 97 96 94
Gel base 0 100 99 97 96 94
0 100 100 97 97 95
0 100 100 98 08 95
0 100 94 91 90 84
Extracto 0 100 90 87 87 84
0 100 91 89 87 83
0 100 93 91 87 87
0 100 94 92 82 72
Gel con 0 100 97 94 90 81
extracto 1% 0 100 94 90 89 71
0 100 93 92 83 78
0 100 93 81 70 56
Gel con 0 100 93 72 60 50
extracto 2% 0 100 94 82 70 51
0 100 96 82 69 47
0 100 79 79 Sx 43
Diclofenaco 0 100 83 75 61 49
1% 0 100 90 77 60 45
0 100 80 77 68 44
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Tabla 4.4 ANOVA para Gel base por Tiempo

Cuadrado
Fuente Suma de Cuadrados Gl Medio Razon-F | Valor-P
Entre grupos 41.25 3 13.75 15.71 0.0002
Intra grupos 10.5 12 0.875
Total (Corr.) 51.75 15
Tabla 4.5 ANOVA para Diclofenaco 1% por Tiempo
Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 3504.69 3 1168.23 56.36 0
Intra grupos 248.75 12 20.7292
Total (Corr.) 3753.44 15
Tabla 4.6 ANOVA para Extracto por Tiempo
Cuadrado
Fuente Suma de Cuadrados Gl Medio Razon-F | Valor-P
Entre grupos 119.188 3 39.7292 12.97 0.0004
Intra grupos 36.75 12 3.0625
Total (Corr.) 155.938 15
Tabla 4.7 ANOVA para Gel Extracto 1% por Tiempo
Fuente Suma de Cuadrados | Gl| Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 858 3 286 25.24 0
Intra grupos 136 12 11.3333
Total (Corr.) 994 15
Tabla 4.8 ANOVA para Gel extracto 2% por Tiempo
Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado Medio Razon-F | Valor-P
Entre grupos 3988.25| 3 1329.42 84.18 0
Intra grupos 189.5|12 15.7917
Total (Corr.) 4177.75|15
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Tabla 4.9 ANOVA para Inflamacion por Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados |GIl| Cuadrado Medio | Razén-F| Valor-P
Entre grupos 7256.8 4 1814.2 191.98 0
Intra grupos 141.75 15 9.45
Total (Corr.) 7398.55 19

Tabla 4.10 Analisis de Varianza para Inflamacion por tiempo

Suma de Cuadrado
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tesis veronika. Tratamiento
1 9865.93 4 2466.48 238.12 0
B: Tesis veronika. Tempo 1 5626.3 3 1875.43 181.06 0
INTERACCIONES
AB 2885.08 12 240.423 23.21 0
RESIDUOS 621.5 60 10.3583
TOTAL (CORREGIDO) 18998.8 79
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ANEXO IV

Informe de ensayo: Perfil de acidos grasos en extracto de Sesamum indicum L.

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYQ Y CONTROL DE CALIDAD
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INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA10E18.003328

Nombre del Cliente

Direccidn del Cliente

RUC

Condicién del Muestreado
Descripcién

Tamafo de muestra

Fecha de Recepcion

Fecha de inicio del Ensayo
Fecha de Emisién de Informe
Pagina

: Verénica Alvarez Montesinas
: Coop. Daniel Alcides Carrion
: No corresponde
: Por el cliente
: Extracto de ajonjoll

3mL

: 10105/2018
: 10005/2018
: 141052018
:1de2
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INFORME DE ENSAYO

| UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, B10QUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

; , LABORATORIO DE ENSAYOQ Y CONTROL DE CALIDAD
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N DE INFORME: ANA10E18,003328

Nombre del Cliente
Direccién del Cliente

RUC

Condicion del Muestreado
Descripcion

Tamafo de muestra

Fecha de Recepcién

Fecha de Iniclo del Ensayo
Fecha de Emision de Informe
Pagina

: Verdnica Alvarez Montesinos
: Coop. Daniet Alcides Carrion
+ No corresponde

: Por ef cliente

: Extracto de ajonjoli

13ml

1 10V05/2018

: 10/0572018

140612018

:2de2

x4

Totd 2i%ed

OBSERVACIONES:

Este documento al ser emitidd sin & simbolo de acrediaciin, no se encuentra dentro del marco de la
acreditacion otorgada por INAGAL DA

Los resultados emiticos en ¢l presonte infonme  se relacionan dnicamente a las muesiras ensayadas y
no deben sor utilizados como una cantificacion de conformidad con normas de producto o COMD
cedificade del sisterna de calidad de ta entidad que o produce. Este documento no debe ser
TERFOCUCIdO. Sin Butonzackin escrita del Laboratono de Ensayo y Control de Calidad

ESPEQUALISTA BN DoNTROL oy, At
| CAUBAD ;oo p Ll
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