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RESUMEN

El presente trabajo se realizé con el objetivo de evaluar la actividad analgésica mediante
el método de Hot Plate y antiinflamatoria mediante el método de edema plantar de
Carragenina al 1% de una crema elaborada a base de aceite esencial de Schinus molle
“‘molle” en animales de experimentacion; el paquete estadistico para el analisis de los
resultados fue el SPSS 25.

El aceite esencial se obtuvo mediante destilacién simple en el laboratorio de ciencias
quimicas, la obtencién fue por arrastre de vapor a partir de las hojas desecadas de
Schinus molle “molle”, la muestra obtenida fue caracterizada a través de diferentes
ensayos quimicos. Densidad: 0.8693g/ml; indice de refraccién: 1,7052; poder rotatorio:
0,403°; solubilidad en etanol: 85% y 96%.

La cuantificacién de los componentes del aceite de Schinus molle “molle” se determiné
por cromatografia de gases —espectrofotometria de masas(CG-EM). Los resultados
mostraron como principales componentes: Alfa-Pineno (11.4157%), Campheno
(7.3984%), Beta-Pineno (1.3619%), Beta — Mirceno (5.4609%), Alfa-felandreno
(19.1723%), evidenciando que los componentes presentan efecto analgésico y

antiinflamatorio.

Los ensayos de pre formulacion dieron como resultado final la formulacion a base de
alcohol cetilico, cera de abeja, propilenglicol, laurilsulfato de sodio, parabenos, agua
estéril, aceite esencial de Schinus molle “molle”, en las concentraciones de 1%, 2.5% y
5%, que fueron caracterizados mediante ensayos fisicos: Densidad: 0.9905 g/mL,
0.9902 g/mL, 0.9874 g/mL; Extensibilidad: 87.6 cm2, 88.6 cm2, 91.3 cm2 y pH: 6.5 para

las 3 formulaciones.

La actividad analgésica y antiinflamatoria se determin6 a las concentraciones de 1%,
2.5% y 5%, encontrandose para el efecto analgésico un porcentaje de maximo efecto
posible (MEP) de 52,02%, 68.67%, 85,06% respectivamente a los 30 min y el farmaco
patron diclofenaco 1% (Voltaren- cremigel) obtuvo un porcentaje de maximo efecto
posible de 95.75%;y para el efecto antinflamatorio se determind un porcentaje de
inhibicion de la inflamacion de 37, 42%, 65.64% y 88.96% respectivamente a la cuarta
hora y el farmaco patron diclofenaco 1% (Voltaren- cremigel) obtuvo un porcentaje de

inhibicion de inflamacion de 96.93%,

En conclusién, a crema elaborada a base de aceite esencial de Schinus molle “molle” al

5% presenta actividad analgésica y antiinflamatoria en animales de experimentacion.

Palabras clave: Molle, Schinus molle, Aceite esencial, Crema, Actividad analgésica,

Actividad antiinflamatoria.



SUMMARY

The present work was donne with the objective of evaluating the analgesic activity by
the method of Hot Plate and anti-inflammatory by the method of the plantar edema
method of Carrageenan to 1% of a cream elaborated on the basis of essential oil of
Schinus molle "molle" in experimental animals; the statistical package for the analysis of
the results was the SPSS 25.

The essential oil was obtained by simple distillation in the laboratory of chemical
sciences, the obtaining was by steam dragging from the leaves, fruits and dried young
branches of Schinus molle "molle", the obtained sample was characterized through
different chemical tests. Density: 0.8693g/ml; refractive index: 1,7052; optical rotation:
0,403°; solubility in ethanol: 85% and 96%.

The quantification of the components of Schinus molle "molle" was determined by gas
chromatography - mass spectrophotometry (GC-MS). The results showed as main
components: Alfa-Pineno (11.4157%), Campheno (7.3984%), Beta-Pineno (1.3619%),
Beta - Mirceno (5.4609%), Alfa-felandreno (19.1723%), evidence that the components

have analgesic and anti-inflammatory effect.

The pre-formulation tests gave as final result the formulation based on cetyl alcohol,
beeswax, propylene glycol, sodium laurilsulphate, parabens, sterile water, essential oil
of Schinus molle "molle", in concentrations of 1%, 2.5% and 5%, which were
characterized by physical test: Density: 0.9905 g/mL, 0.9902 g/mL, 0.9874 g/mL;
Extensibility: 87.6 cm2, 88.6 cm2, 91.3 cm2 and pH: 6.5 for the 3 formulations.

The analgesic and anti-inflammatory activity was determined at concentrations of 1%,
2.5% and 5%, being for the analgesic effect a percentage of maximum possible effect
(MEP) of 52.02%, 68.67%, 85.06% respectively at 30 min and the standard drug
diclofenaco 1% (Voltaren- cremigel) obtained a percentage of maximum possible effect
of 95.75%; and for the anti-inflammatory effect a percentage of inflammation inhibition of
37, 42%, 65.64% and 88.96% respectively was determined at the fourth hour and the
standard drug diclofenaco 1%  (Voltaren- cremigel) obtained a percentage of

inflammation inhibition of 96.93%,

In conclusion, a cream based on essential oil of Schinus molle "molle" at 5% presents

analgesic and anti-inflammatory activity in experimental animals.

Keywords: Molle, Schinus molle, Essential oil, Cream, Analgesic activity, Anti-

inflammatory activity.



INTRODUCCION
Nuestro pais presenta una flora muy variada, dentro de ella se encuentran las plantas
medicinales para el alivio y la curacion de multiples enfermedades . La diversidad de
estas especies vegetales existentes, permite realizar investigaciones, para determinar
principios activos, establecer la localizaciéon de estos en las diferentes partes de la
planta, y otorgarles el reconocimiento farmacolégico y clinico en beneficio de la salud

de la poblacion, a través de la formulacién de una forma farmacéutica adecuada.

La inflamacién es un proceso tisular constituido por una serie de fenémenos
moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva frente a agresiones fisicas,

quimicas o bioldgicas. 2

El dolor es un sintoma desagradable, pero ante todo un reflejo y mecanismo de
proteccion, que se activa contra agresiones fisicas, quimicas o mecanicas, después que
ha ocurrido un traumatismo o una lesion tisular. El dolor es de tipo variado y origen
multiple, por lo tanto, son varios los componentes del mismo. El dolor es definido como
una experiencia sensorial o emocional desagradable, asociada a dafio tisular real o
potencial, o bien descrita en términos de tal dafo. El dolor es, por tanto, subjetivo y

existe siempre que un paciente diga que algo le duele. 3

El schinus molle “molle”, conocida también como arbol del Pert o arbol de la vida es
considerada una de las plantas para tratar el dolor, debido a la presencia de la salicilina,
aceites esenciales, ademas de contener alcanfor y linalol que permite usarlo

externamente como frotacion en los lugares afectados. '

El dolor crénico representa un problema de salud en diferentes paises del mundo,
siendo su tratamiento complicado cuando tiene una causa multifactorial. La prevalencia
varia desde un 16% hasta un 70 %, siendo mas frecuente en mujeres que en hombres,
asociado a enfermedades degenerativas y frecuente en mayores de 65 anos, ademas
se estima que entre las enfermedades degenerativas la artritis reumatoide es la mas
frecuente causa de inflamacién encontrandose en un rango entre 0,2% y 5% en el
mundo *, teniendo en cuenta estos problemas hoy en dia es necesario plantear
alternativas que brinden y garanticen la calidad, seguridad y eficacia a un costo al
alcance del paciente, por ello planteamos el trabajo de tesis para brindar una alternativa

a base de productos naturales.

El presente trabajo sera realizado con el objetivo de determinar la accion analgésica y
antiinflamatoria de una forma farmacéutica de aplicacién topica (crema) elaborada
usando el aceite esencial de Schinus molle “molle”, mediante el método de Hot plate °y

edema plantar inducida por carragenina al 1% °, respectivamente.



CAPITULO |



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El dolor es un sintoma desagradable, pero ante todo un reflejo y mecanismo de
proteccion. El dolor es de tipo variado y origen multiple, por lo tanto, son varios los
componentes del mismo y muy variados los neurotransmisores comprometidos en su

intensidad y modulacion. 3

La analgesia es la eliminacion de la sensacion de dolor mediante el bloqueo artificial de
las vias de transmision del mismo y/o de los mediadores dolorosos, o por desconexion

de los centros del dolor. ”

La inflamacién es un proceso tisular constituido por una serie de fendmenos
moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva frente a agresiones fisicas,

quimicas o bioldgicas. 2

El mecanismo mas importante involucrado en la respuesta antiinflamatoria, es la
inhibicion de enzimas tales como la fosfolipasa A2 (PLA2) generadora de eicosanoides,
la COX- 2 productora de cantidades significativas de la PGE2 y el éxido nitrico sintasa
inducible (iNOS, productora de 6xido nitrico). Dichas enzimas participan en el complejo
proceso de la inflamacion y dolor, cuyo objetivo es liberar al organismo de la causa inicial

de la lesion. 8

Los AINEs son un grupo de farmacos ampliamente empleados gracias a sus
propiedades antiinflamatorias, analgésicas, antipiréticas e inhibidoras de la funcion
plaguetaria. En cuanto a su mecanismo de accion, actuan inhibiendo la ciclooxigenasa
(COX). La inhibicion de esta isoenzima (COX-1) esta asociada con la presencia de
efectos colaterales, en especial irritacion de la mucosa gastrica y efectos téxicos a nivel

renal. 8

Las plantas medicinales y aromaticas juegan un importante papel en el cuidado de la
salud de las personas. Hasta el advenimiento de la medicina moderna, el hombre

dependié de ellas para el tratamiento de sus enfermedades. °

Es asi que la fitoterapia estudia el uso de las plantas medicinales y las incorpora en
formas farmacéuticas (fitofarmacos), cuya calidad, seguridad y eficacia estan
garantizadas, teniendo en cuenta las caracteristicas de las drogas vegetales y
extractos'®. La mayoria de las plantas presentan efectos fisioldgicos multiples debido a
la existencia de mas de un principio activo las cuales son compuestos quimicos propios
de la planta a la cual se le atribuyen propiedades curativas, en este caso al Schinus

molle “molle” se le atribuye la propiedad analgésica y antiinflamatoria gracias a la



presencia de metabolitos secundarios como los terpenos por lo que es de interés en

este estudio.

Los AINEs por via topica presentan una buena absorcion, y pueden presentar algunas
reacciones adversas de toxicidad de dermica cuando su uso es prolongado como:
Irritacion local ligera 0 moderada, enrojecimiento, erupcion cutanea y picor debido a los
excipientes o a al principio activo. Por lo tanto, la administracion topica de un analgésico

y antiinflamatorio a base de productos naturales es una alternativa al tratamiento.

Debido a la condicién de liposolubilidad de nuestro aceite esencial de Schinus molle
“molle”, este atravesaria facilmente la barrera la piel, debido a que compuestos
terpenoides apolares son utilizados con éxito en la cosmética para promover la
absorcion de otras sustancias a través de la piel. La explicacion de este hallazgo se
basa en que provocarian alteraciones reversibles en la capa lipidica del estrato corneo,

facilitando asi su absorcion. ™

Por lo tanto, este estudio sugiere la elaboracion de una crema con aceite esencial de
Schinus molle “molle” con la finalidad de determinar la accion analgésica mediante el
método de Hot Plate y antiinflamatoria mediante el método de edema plantar inducido
por carragenina, en el cual se evalua si el aceite esencial obtenido y administrado en
una forma farmacéutica por via topica, produce una respuesta anti-nociceptiva y la
disminucion del edema plantar inducido por carragenina en ratones albinos machos de

la cepa Balb/c procedentes del Bioterio del Instituto Nacional de Salud.

2. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Presentara actividad analgésica y antiinflamatoria la crema elaborada a base de aceite

esencial de Schinus molle “molle” en animales de experimentacion?

3. OBJETIVOS:

3.1 OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la actividad analgésica y antiinflamatoria de una crema elaborada a base de

aceite esencial de Schinus molle “molle” en animales de experimentacion.



3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar las caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de Schinus
molle “molle”.

2. Cuantificar el porcentaje de los componentes del aceite esencial de Schinus
molle “molle” recolectado en la provincia de Calca, por cromatografia de gases
—espectrofotometria de masas.

3. Realizar la pre formulacion de la crema con el aceite esencial de Schinus molle
“molle”.

4. Realizar el control organoléptico, fisico-quimico y microbiolégico de la crema de
aceite esencial de Schinus molle “molle”.

5. Determinar la concentracion efectiva para el efecto analgésico mediante el
método de Hot Plate en ratones albinos de la cepa balb/c de la crema de aceite
esencial de Schinus molle “molle”.

6. Determinar la concentracion efectiva para el efecto antiinflamatorio mediante el
método de edema plantar con carragenina en ratones albinos de la cepa balb/c

de la crema de aceite esencial de Schinus molle “molle”.

4. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

4 .1 Conocimiento:

Las plantas medicinales y aromaticas juegan un importante papel en el cuidado de la
salud de las personas. Hasta el advenimiento de la medicina moderna, el hombre
dependi6 de ellas para el tratamiento de sus enfermedades °. La informacion cientifica
sobre la utilidad de las plantas medicinales hoy en dia, es numerosa y creciente lo que
hace que los profesionales de salud se vean obligados a tener un conocimiento serio,

objetivo y de esa manera obtener una validacion cientifica sobre su uso.

En el sector salud continta siendo un inconveniente los problemas relacionados a los
procesos de inflamacion ocasionados por diferentes patologias, asi como también el
uso desmesurado de antinflamatorios en especial de los AINEs. Los AINEs representan
uno de los grupos farmacoldgicos mas consumidos en el mundo. Sin embargo, en
muchas ocasiones son infrautilizados o se abusa de ellos, siendo a veces innecesaria

su prescripcion. 2



4.2 Aplicabilidad Fitoterapeutica

El Peru presenta una biodiversidad de plantas medicinales nativas, siendo utilizadas en
forma empirica por sus bondades terapéuticas en el cuidado de la salud. Dentro de este
contexto la region andina del Peru posee una variada flora destacandose la especie
Schinus molle “molle”, conocida también como mulli, cullash, falsa pimienta, arbol de la
vida, aguaribay, peper tree (ingles), arbol de la pimienta, Peru-piru (México), orighan,
arbol del Peru, huignan (13). Su habitat es en casi todas las quebradas templadas en la
vertiente occidental de los Andes, asi como en muchos valles interandinos, entre los
1500-2000 m.s.n.m. ®

La identificacion de la presencia de varios compuestos quimicos en el aceite esencial

puede justificar el uso de Schinus molle “molle” en la medicina tradicional. '

El extracto Schinus molle “molle” exhibe un perfil interesante de actividad farmacoldgica
como analgésico y depresor central. En el andlisis cualitativo del extracto etandlico de
las hojas de Schinus molle “molle” se comprobd la presencia de metabolitos
secundarios: flavonoides, taninos, fenoles, resina, lactonas, cumarinas, azUcares

reductores, saponinas, glucésidos cardiotonicos, catequinas, triterpenos y esteroides. '°

La recoleccion, extraccion y comercializacion del aceite esencial de Schinus molle
‘molle”, se debe a la necesidad de incorporar esta especie a los procesos
agroindustriales, evitando asi que cada ano se pierda en su medio geografico, producto
del abandono y del desaprovechamiento. Con la extraccion del aceite esencial se
pretende dar un valor agregado e incrementar su valor econémico como comercial en
los mercados locales y nacionales, creando nuevas alternativas de trabajo e ingresos
para el agricultor y orientar su futuro como un potente agente antinflamatorio y
analgésico que contenga una base cientifica que lo respalde y le permita su

comercializacion.

La incorporacion y utilizacion de las plantas medicinales en el tratamiento de diversas
reacciones inflamatorias, en particular el reumatismo es una practica comun en la
medicina tradicional. Hoy en dia es evidente que el interés por las sustancias
antiinflamatorias y analgésicas de origen vegetal va en aumento, porque ofrecen en
algunos casos ventajas en relacion a los analgésicos clasicos, como es la baja

incidencia de efectos secundarios. 16



4.3 Prioridad

Dentro de las enfermedades que causan la inflamacién y dolor se tiene las
enfermedades reumaticas representan un grupo heterogéneo de mas de 200
padecimientos diferentes, las cuales tienen en comun, ademas de desconocerse su
etiologia en la mayoria de las mismas, el cursar con inflamacion y/o dolor, localizado o
generalizado, en las diversas estructuras del aparato musculoesquelético y, con mucha

frecuencia, con alteraciones autoinmunes y compromiso sistémico. '’

La heterogeneidad de los estudios, los métodos objetivos para evaluar el dolor y la
diferencia en las variables estudiadas hacen dificil analizar en conjunto estas
investigaciones. Sin embargo, es evidente que el dolor involucra a un amplio porcentaje
de pacientes conforme progresa la enfermedad. La patologia articular es la que produce
mayor ausentismo frecuentemente en personas de edad avanzada, por encima de las
enfermedades cardiacas y neoplasicas, repercutiendo en la vida socioeconémica, lo
cual conduce a un uso excesivo de antinflamatorios corticoides, citostaticos, etc, cuyo

uso prolongado produce dafios colaterales.

Para tratar la inflamacion se utilizan diversos tratamientos, como antiinflamatorios
esteroideos y no esteroideos (AINEs). Los AINEs representan uno de los grupos
farmacologicos mas usados en el mundo, en muchas ocasiones se abusa de ellos,
siendo a veces innecesaria su prescripcion, observandose los riesgos cardiovasculares,
gastrointestinales y renales. Por ende, es importante la busqueda de nuevas

alternativas. °

Las terapias estan dirigidas a controlar la inflamacién, no obstante, el tratamiento
demanda un enfoque multidisciplinario, que se basa en la utilizacién de analgésicos.
Tradicionalmente estos farmacos son administrados por via sistémica, sin embargo,
cuando se aplican por esas vias, estan asociados a los efectos colaterales importantes,
los cuales pueden impedir su uso. La administracién tdpica de analgésicos es una

alternativa al tratamiento. 18

En esta investigacion se evalua la capacidad analgésica y antiinflamatoria de una crema
a base de aceite esencial de Schinus molle “molle” en animales de experimentacion
(ratones albinos de la cepa Balb/c) con el proposito de determinar su efectividad en el
proceso inflamatorio y como analgésico, lo que nos permitira fundamentar un
tratamiento alternativo para el control de la inflamacion y el dolor, y que cuente con todos
los beneficios requeridos para la administracion tépica ante estas manifestaciones

clinicas.



4.4 Ambito econémico

Un problema mundial es el uso irracional de los medicamentos siendo estos prescritos,
dispensados o vendidos de forma inadecuada y que limitan que los pacientes lo tomen
en la dosis adecuada.

Lo que conlleva a un gran movimiento econdémico que favorece a las industrias
farmacéuticas, ya que ofrecen productos sintéticos a costos elevados y en muchos
casos son inaccesibles para muchos de los pacientes. Es por ello que brindamos una
alternativa de medicamento a base de productos naturales que brinde y garantice
calidad, seguridad y eficacia a un costo al alcance del paciente y que sobre todo no
presente efectos secundarios ni reacciones adversas. Asi mismo se trata de brindar
una nueva alternativa de ingreso econdmico a las familias de bajos recursos,

implementando el uso tradicional de esta especie.

4.5 Factibilidad

El proyecto es factible ya que la materia prima que en este caso es el aceite esencial de
Schinus molle “molle”, se puede obtener mediante destilacién simple con factibilidad del
uso de los ambientes de los laboratorios, equipos y materiales para la destilacion en la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

5. HIPOTESIS

La crema elaborada a base de aceite esencial de Schinus molle “molle” presenta

actividad analgésica y antiinflamatoria en animales de experimentacion.



GLOSARIO DE TERMINOS

VL.

VII.

VIII.

XI.

XIl.

XIlI.

Analgesia: Ausencia del dolor en respuesta a estimulos que normalmente
provocaria dolor. ’

Antiinflamatorio: Medicamento o sustancia que reduce o combate los sintomas
y los signos de la inflamacion. °

Antinocicepcion: Reversion o alteracion de los aspectos sensoriales de la
intensidad del dolor. °

Aceite esencial: Los aceites esenciales son compuestos formados por varias
sustancias organicas volatiles, que pueden ser alcoholes, acetonas, cetonas,
éteres, aldehidos, y que se producen y almacenan en los canales secretores de
las plantas. %

Biosintesis: Conjunto de reacciones quimicas que permiten a un ser vivo
elaborar sustancias organicas complejas, como las proteinas, grasas, etc.
Ciclooxigenasa: Enzima clave en la sintesis de las prostaglandinas, a través de
la oxidacion del acido araquidénico. '°

Cromatografia de gases: Es una técnica analitica instrumental que sirve para
separar y analizar los componentes de una mezcla, también se le conoce con el
nombre de cromatografia de particién gas-liquido. '

Carragenina: Polisacarido sulfatado que constituye la estructura principal de
ciertas variedades de algas rojas, de la clase Rhodophyceae. Estos polimeros
son fuertemente aniénicos debido a la presencia de grupos sulfatos, lo cual
facilita su interaccion con moléculas catidnicas y anfotéricas, como las proteinas.
22

Crema: Emulsion semisdlida formadas por una fase lipofilica y otra hidrofilica 23.
Dolor: Es un sintoma desagradable percibido como una molestia de intensidad
variable localizada en una parte del cuerpo, es el resultado de una interaccion
entre estimulos fisicos y el procesamiento de estos por el sistema nervioso
central. 3

Densidad: Relacion entre la masa y el volumen de una sustancia, o entre la masa
de una sustancia y la masa de un volumen igual de otra sustancia tomada como
patron. 2!

Edema: Hinchazdn de los tejidos blandos debido a la acumulacién de liquido en
el compartimento intersticial. °

Farmacopea: Libro oficial que publica cada pais periédicamente y que sirve de
norma legal en la identificacién, preparacion, ensayo y dispensacion de los

medicamentos. %



XIV.

XV.

XVI.

XVII.

XVIII.

XIX.

XX.
XXI.

XXII.

XXIII.
XXIV.

Fitofarmaco: Productos obtenidos por procesos tecnolégicamente adecuados,
empleando exclusivamente materias primas vegetales, con finalidad profilactica,
curativa, paliativa o para fines de diagndstico.

Formulacion: Proceso mediante el cual se combinan diferentes sustancias
quimicas, incluido el farmaco activo, para producir un medicamento final 2.
Hot-Plate: Modelo de dolor somatico clasico, test nocivo de calor-inducido que
mide dolor agudo debido a la activacién de nociceptores centrales en el tejido
danado. %

indice de Refraccién: Se denomina indice de refraccién al cociente de la
velocidad de la luz en el vacio y la velocidad de la luz en el medio, se simboliza
con la letra n siendo un valor adimensional. 2!

Inflamaciéon: Es un proceso tisular constituido por una serie de fendmenos
moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva frente a agresiones
fisicas, quimicas o bioldgicas. 2

L1 (latencia basal): el punto de partida o la latencia para responder antes del
tratamiento. %6

L2 (latencia post droga): es la latencia para responder después del tratamiento?®.
Poder rotatorio: capacidad de determinadas sustancias, llamadas 6pticamente
activas para desviar la luz polarizada. ?'

Porcentaje de maximo efecto posible: Es el mayor efecto posible que se espera
en un tiempo determinado. 28

Tiempo de cut off: es el tiempo de permanencia maxima permitida. 2
Transmision nociceptiva: Es un proceso neuronal mediante el cual se codifican

y procesan los estimulos potencialmente dafinos contra los tejidos. ¢



GLOSARIO DE ABREVIATURAS

l.

Il.
[1.
V.
V.
VI.
VII.
VIII.

XL
XIl.
XII.
XIV.

XV.
XVL.
XVIL.
XVIII.
XIX.
XX.
XXI.
XXII.
XXIII.
XXIV.
XXV.
XXVI.
XXVII.
XXVIIL.
XXIX.

XXX.
XXXI.
XXXII.
XXXII.
XXXIV.

AINESs: antiinflamatorios no esteroideos.

PIA2: Fosfolipasa A2

IL-1, IL-6: Interleucinas.

FNT-alfa: Factor de necrosis tumoral alfa.

Ilg A, Ig G: Inmunoglobulinas

C5a: Componente complemento receptor

ESCOP: European scientific corporative on fhytoterapy
OMS: Organizacién mundial de la salud

COX 1, COX 2: Ciclooxigenasa 1, ciclooxigenasa 2
DCM: Diclorometano

SM-DCM: Diclorometano de Schinus molle

LDL: lipoproteinas de baja densidad

DMSO: dimetil sulféxido

AFNOR: French national organization for standardization (Asociacion Francesa

de Normalizacion)

ESCOP: European Scientific Cooperative on Phytotherapy
PAF: factor activador de plaquetas

CETIS: Centro de Estudios De Trabajos De Investigacion
PG: Prostaglandinas

Tx: Tromboxanos

EV: Via endovenosa

IM: Intramuscular

O/W: Oil/Water (aceite/agua)

W/O: Water/Oil (agua/ aceite)

MPE: Maximo efecto posible

NIST1L: Base de datos del equipo de Cromatografia.
NIST: El Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
HLB: hydrophilic-lipofhilic balance (equilibrio hidrofilo-lipéfilo)

TSB: Caldo caseina soja.

SPSS: Statistical Package for the Social Sciences (Paquete estadistico para

ciencias sociales).

NCF: Normas Correctas de Fabricacion

GMP: Good Manufacturing Practices (Buenas practicas de manufactura)
L1: Latencia basal

L2: Latencia post droga

TI: Tiempo de cut off (tiempo de corte)

10
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2. MARCO TEORICO
2.1 ANTECEDENTES
2.1.1 ANTECEDENTES INTERNACIONALES

e TAYLOR A., OYEDEJI O.,, AREMU O., OYEMITAN I., GWEBU E., OYEDEJI
A., NKEH-CHUNGAG B. “EVALUACION DEL EFECTO ANALGESICO,
ANTIINFLAMATORIO Y SEDANTE DEL EXTRACTO DE DICLOROMETANO
EXTRAIDO DEL Schinus molle”. REVISTA EUROPEA DE CIENCIAS
MEDICAS Y FARMACOLOGICAS. USA. 2016.

Se determind la fraccion activa y los compuestos del extracto del diclorometano de las

semillas Schinus molle y la evaluacion de sus efectos bioldgicos.

Las semillas secas de Schinus molle fueron extraidas secuencialmente en hexano,
acetato de acetil y diclorometano. El extracto de diclorometano fue separado en dos
fracciones (1 y 2) mediante cromatografia en columna. Las dos fracciones aumentaron
significativamente (p < 0.05) la latencia de la pelicula de la cola, aunque la fraccién 2
proporciond una proteccion mejor y mas duradera contra dolor térmico, a fraccioén 2
redujo significativamente (p < 0.01) el edema de la pata de la rata en comparacién con
el grupo de tratamiento salino a lo largo de los experimentos dado que la fraccion 2 tenia
solamente dos compuestos constituyentes (isomasticadieno y Masticatrienonato), se
concluye que uno o ambos de estos compuestos deben contribuir a los efectos
analgésico y antiinflamatorios observados. Por otra parte, ambas fracciones carecian de

efectos sedantes significativos.

e STEIDER P., FERREIRA H., CALIL J., PALERMO M. “COMPOSICION
QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle Y SUS ACTIVIDADES
BIOLOGICAS”. REV CUBANA FARM. VOL.49 NO.1. CIUDAD DE LA
HABANA ENE.-MAR. 2015. ™

Se realiz6 la caracterizacion quimica de Schinus molle. Los aceites esenciales y sus
actividades bioldgicas y compararlos con las actividades biolégicas de los principales

compuestos encontrados en la literatura.

Se utilizaron cincuenta gramos de hojas para extraer los aceites mediante destilacion
en un aparato Clevenger modificado. El analisis quimico de los aceites volatiles se llevo
a cabo con cromatografia de gases capilar utilizando un detector de ionizacién de llama

para el analisis cuantitativo de sus elementos y, posteriormente, un detector de masas
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para el analisis cualitativo. Se separaron diecinueve sustancias y los principales
compuestos fueron el biciclogermacreno (20.5%), beta-cariofileno (19.7%) y espatulenol
(19.2%). El biciclogermacreno presente en el aceite esencial de Schinus molle, actua
como un potencial agente antiinflamatorio, antioxidante, protector de la mucosa gastrica,
anestésico local, anti-acné y anticancerigeno, debido a su capacidad para desintoxicar

los xenobidticos o para atacar lineas celulares cancerosas.

e ZENG YUEQUIN M. RECIO C., GINER R. “AISLAMIENTO DE DOS
TRITERPENOIDES Y UNA  BIFLAVANONA CON  ACTIVIDAD
ANTIINFLAMATORIA DE LOS FRUTOS DE Schinus molle”. PLANTA
MEDICA. (2003). 28

Se aislé dos triterpenoides y una biflavona con actividad antiinflamatoria del fruto del

Schinus molle.

Se recolectaron los frutos de Schinus molle y se extrajo usando acetona y metanol de
grado analitico, y la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con grado de
gradiente de Baker, para la identificacion de los componentes. Los triterpenos aislados
fueron identificados segun a su caracteristica espectroscépica como acido 3-epi-
isomasticadienolalico (1), acido isomasticadienonalico (2) y el flavonoide (3) fue
identificado como la biflavona chamaejasmina. El triterpeno 2 fue el Unico compuesto
activo que reduce significativamente el edema (66%), de manera similar a la del

medicamento de referencia al mismo tiempo.

En cambio, la chamaejasmina fallé al inhibir el edema plantar, sin embargo, fue el Unico
compuesto activo que redujo el edema inducido por la carragenina. Los Triterpenos 1
y 2 son los mas activos, inhibiendo el edema en 39% a y 48% respectivamente. Mientras
chamaejasmina inhibieron significativamente el edema, pero sélo en un 26%. El
medicamento de referencia dexametasona, como control, inhibe la inflamacién en un
85%. Por otro lado, triterpenos 1y 2 inhiben el neutrdfilo infiltracién mide la actividad de

57 y 50 % respectivamente, valores similares a los obtenidos con dexametasona (55%).
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2.1.2 ANTECEDENTES NACIONALES

MARTEL J. “EFECTO CITOPROTECTOR DEL ACEITE DE MOLLE (Schinus molle)
EN LESIONES GASTRICAS INDUCIDAS CON ETANOL EN RATAS”. UNIVERSIDAD
NACIONAL “HERMILIO VALDIZAN’. ESCUELA DE POST GRADO. HUANUCO-
PERU. 2017. ?°

Se determiné el efecto citoprotector del aceite de molle (Schinus molle) en lesiones
gastricas inducidas con etanol en ratas. En el estudio se dividié aleatoriamente en tres
grupos de veinte ratas cada uno y permanecieron en ayunas 24 horas antes del
experimento (24 horas de ayuno sélido y 12 horas de ayuno liquido). A los grupos
experimentales se le administré durante siete dias consecutivos, via orogastrica aceite
de molle a través de una canula metdlica cada 8 y 16 horas. Mientras que al grupo
control se le administré sucralfato cada 8 y 16 horas durante siete dias. Una hora
después de recibido el tratamiento se le administré a los grupos experimentales y control
1,5ml de etanol via orogastrica durante el primer, cuarto y séptimo dia. Cuatro horas
después de la ultima ingesta de etanol, las ratas fueron anestesiadas con 1ml de
pentobarbital sédico (Halatal), luego se procedié a cirugia abdominal para la localizacion
y extraccién de los estdmagos, los cuales fueron abiertos por la curvatura mayor,
lavados con suero fisioldgico y extendidas para lograr una completa exposicién de la
mucosa para el analisis macroscépico y la toma de fotografias en fresco.

Se determin6 que 47,6% de las ratas en el grupo experimental 1 con aceite de molle a
dosis de 0,15ul, el 28,6% en el grupo experimental 2 con aceite de molle a dosis de
0,30ul, y el 23,8% en el grupo control con sucralfato, con administracién de cada 8 horas

presentaron citoproteccion de la mucosa gastrica.

e CORTEZ A. “IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN
HOJAS DE Schinus molle (molle) PROCEDENTE DEL CASERIO DE
HUANIMBA-CAJABAMBA”. FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA. UNIVERSIDAD
CATOLICA LOS ANGELES DE CHIMBOTE. TRUJILLO - PERU. 2018. "®

Se identificd la presencia de metabolitos secundarios presentes en hojas de Schinus
molle (molle) procedente del Caserio de Huafiimba-Cajabamba. Se emplearon
aproximadamente 3 kg de hojas de Schinus molle I. (molle). Para la Identificacion de
Alcaloides se realizé Ensayo de Dragendorff, identificacion de Flavonoides Reaccién de

Shinoda, identificacidon de Taninos reaccion de Tricloruro Férrico, identificacion de
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Resinas solucién alcohdlica, identificacion de Triterpenos y Esteroides reaccion De

Lieberman-Burchard. identificacion de Glucésidos Cardioténicos el ensayo de Kedde.

En el andlisis cualitativo del extracto etandlico de las hojas de Schinus molle (Molle) se

comprobd la presencia de metabolitos secundarios: flavonoides, taninos, fenoles,

resina, lactonas, cumarinas, azucares reductores, saponinas, glucésidos cardiotonicos,

catequinas, triterpenos y esteroides.

2.2. ESTADO DE LA CUESTION

El estudio realizado por A. CORTEZ, 2018. Con el objetivo de identificar la
presencia de metabolitos secundarios presentes en hojas de Schinus molle
(molle) procedente del Caserio de Huafimba-Cajabamba. En cuyo resultado se
identifico alcaloides, flavonoides, taninos, fenoles, resina, lactonas, cumarinas,
azucares reductores, saponinas, triterpenos, esteroides, catequinas, glucésidos
cardiotonicos. los cuales estan relacionados con acciones cicatrizante,
antibacteriano, antiinflamatorio, antidiarreico, anti fungico, antimicrobiana en las
hojas de Schinus molle “molle”.

El estudio realizado por TAYLOR A., OYEDEJI O., AREMU O., OYEMITAN
I, GWEBU E., OYEDEJI A., NKEH-CHUNGAG B. 2016. cuyo objetivo es la
determinacion de la fraccion activa y los compuestos del extracto del
diclorometano de Schinus molle semillas y de la evaluacion de sus efectos
biolégicos. En cuyo resultado se encuentra los compuestos
(isomasticadienonico y Masticatrienonato), los cuales contribuyen a los efectos
analgésico y antiinflamatorios del extracto de Schinus molle “molle”. ?7

El estudio realizado por STEIDER P, FERREIRA H, CALIL JULIANA,
PALERMO MELANIA. 2015. Cuyo objetivo es la caracterizacion quimica de
Schinus molle. Los aceites esenciales y sus actividades bioldgicas y compararlos
con las actividades bioldgicas de los principales compuestos encontrados en la
literatura. En cuyo resultado se encuentra el biciclogermacreno presente el
aceite esencial de Schinus Molle como un agente potencial antiinflamatorio.
El estudio realizado por ZENG YUEQUIN, M. CARMEN RECIO SALVADOR.
2003. Se realizo el aislamiento de triterpenoides y un biflavona con actividad
antiinflamatoria de los frutos del Schinus molle, en cuyos resultados se aislo el
acido (13a, 14B, 17, 20S, 24Z) -3-hidroxi-21-oxolanosta-8, 24-dien- 26-OIC (1),
acido isomasticadienonalico (2) y el flavonoide (3) identificados como el

chamaejasmina de biflavona. Obteniéndose que los Triterpenos 1 y 2 son los
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mas activos, relacionandolo con el efecto antiinflamatorio que se le atribuye al
Schinus molle “molle”. %8

e Lainvestigacion realizada por VILLAR M. VILLAVICENCIO O. CAPITULO VIIL.
“USO CLINICO DE LAS PANTAS MEDICINALES”. MANUAL DE
FITOTERAPIA. 2001. Donde el Schinus molle “molle”, conocida también como
arbol del Peru o arbol de la vida es considerada una de las plantas para tratar la
artritis reumatoidea, debido a la presencia de la salicilina, aceites esenciales,
ademas contiene alcanfor y linalol que permite usarlo externamente como
frotacion en las articulaciones afectadas. '

e La investigacién realizada por PALACIOS V. “PLANTAS MEDICINALES
NATIVAS DEL PERU”. 1997. Menciona que los indigenas usaban la resina,
corteza, hojas, fruto en infusién, cocimiento y emplastos del Schinus molle

“mole”. Como antiinflamatorio. '
2.3. BASES TEORICO- CIENTIFICAS
2.3.1 DESCRIPCION DE Schinus molle “molle”
2.3.1.1 Clasificacion taxonémica:

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta
Subdivisiéon: Magnoliopsida
Clase: Dicotyledoneae
Orden: Sapindales

Familia: Anacardiaceae
Género: Schinus

Especie: Schinus molle
2.3.1.2 Sinonimia y nombre comun:

La especie Schinus molle “molle “presenta diferentes nombres comunes de acuerdo a
la regién donde se encuentre y entre ellas tenemos: Mulli, cullash, falsa pimienta, arbol
de la vida, aguaribay, peper tree (ingles), arbol de la pimienta, Peru-piru (México),

orighan, arbol del Peru, huignan. 3

16



2.3.1.3 Caracteristicas botanicas de Schinus molle “molle”

El Schinus molle “molle “ves un arbusto o arbolillo perennifolio de hasta 10 metros de

alto. 3

Eltallo es ramoso, de hasta un metro de diametro, ramas esparcidas, colgantes a modo

de cortina, las ramas y el tronco exudan una resina blanquecian si sufren una herida 3.

Las hojas son alternas, pecioladas, limbo imparipennado, foliolos de 25 a 27 lineal
lanceolados o falcados, sésiles. Los basales son alternos y de mayor tamafo, cerca del

apice tienen disposicion opuesta y son de menor tamario. '
Las inflorescencias son paniculas abiertas. 3

Las flores son pequefias muy numerosas, pentameras, heterociamideas, uni o
bisexuales. Caliz cupuliforme, pentamero. Corola dialipétala, pentamera, pétalos

imbricados, elipticos, blancos. '

El androceo con diez estambres inclusos en dos series de cinco cada uno insertos
debajo de un disco lobulado, la serie externa tiene filamentos mas largos, anteras

aovadas. ®
El fruto es una drupa esférica de 5 mm de diametro de color rosado oscuro brillante 3.
Las semillas son negras. Lisas, opacas. "

ILUSTRACION N° 1. Schinus molle “molle”

Fuente: Imagen del Schinus molle [internet]

2.3.1.4 Ecologia de la especie

HABITAT: El Schinus molle “molle” tiene un habitat en casi todas las quebradas
templadas en la vertiente occidental de los Andes, asi como en muchos valles

interandinos, entre los 1500-2000 m.s.n.m. '3
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DISTRIBUCION: El Schinus molle “molle” es comuin en muchas partes de américa,

siendo oriundo del Peru, abunda también en chile, ecuador y Bolivia. Cultivado como

arbol ornamental en México y estados unidos. 3

2.3.1.5 Composicién Fitoquimica:

CUADRO N°¢ 1. Composicion Fitoquimica del aceite esencial de Schinus molle “molle”

Hojas y frutos

MONOTERPENOS

D-CADINENO, canfeno, car-3.eno, carvacrol,
paracimeno, butirato de geniarol, limoneno, mirceno,
hexanoato de nerol, A-felandreno, B-felandreno,
pineno, a-pineno, B-pineno, sabineno, A-terpineno,
G-terpineno, A-terpineol, formiato de A-terpineol,

terpinoleno.

TRITERPENOS

w O zZ2z m TW X m -

A-Amirina, acido iso-masticadienoico, Acido iso-3-
epi-masticadienolico, acido iso-masticadienonalico,

acido iso-masticadienonico, acido masticadienonico.

SESQUITERPENOS

A-bergamonttranseno, B-ourboneno, A-cardinol, D-
cardinol, T-cardino, A- calacoreno, G-calacoreno,
calamenneno, B-cariofileno, A-copaeno, A-cubebeno,
E-elemeno, elemol,A-eudesmol, B-eudesmol, G-
eudesmol, D-germacreno, B-guaieno, A-Gurjuneno,
A-humuleno, A- muuroleno, G-muuroleno, muurolel,

G-espatuleno.

LIPIDOS

Acido behenico, acido ceotico, acido
heptacosainoico, acido lignocerico, acido linoleico,
acido opctacosanoico, metil-ester del acido
octanoico, acido oleico, acido palmitico, acido

pentasanoico, acido tricosanoico.

ENZIMAS

Lacasa, peroxidasa

ALCALOIDES

Piperina

FLAVONOIDES

Quercitrina, iso-quercitrina, rutina, cianidin-3-0-A-L-
galactosido, cianidin-3-0-B-D-rutinosido, peonidin -3-
0-BD

Fuente: Peiia R. *° y Bruneton J.” Farmacognosia- Fitoquimica plantas medicinales” *'
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CUADRO Nr° 2. Caracteristicas Fisicoquimicas del aceite esencial de Schinus molle

"molle"
CARACTERISTICAS PARAMETROS
Punto de ebullicidon >110 C°
Color Amairrillo intenso
olor caracteristico
aspecto liquido
indice de refraccion 1,477
Densidad 0.838 g/mL
Rotacion éptica 203-206 nm - 4,924°.

Acetona | + + +

Solubilidad Eter etilico | + + +

Eter de petréleo | + + +

Cloroformo | + + +

Fuente: Tineo F. 32

e TERPENOS

Elaborados a partir de los mismos precursores los terpenoides constituyen sin duda, el
mas amplio conjunto conocido de metabolitos secundarios de los vegetales. La inmensa
mayoria de los terpenos son especificos del reino vegetal, pero se pueden encontrar en
los animales: feromonas y hormonas juveniles sesquiterpénicas de los Insectos;
diterpenos de organismos marinos (Celentéreos, Espongiarios). Igualmente, los
triterpenos son especificos del reino vegetal. Los esteroides vegetales, como los
triterpenos, proceden -via escualeno del mevalonato: el mecanismo de su formacion es
ligeramente diferente de aquel que da lugar a los triterpenos y, casi siempre, su
estructura demuestra su especificidad vegetal; cardiotonicos cardendlidos, alcaminas

esteroidicas, sapondsidos, fitosteroles. 3

La diversidad de los metabolitos terpénicos naturales nos llevara a considerar la
presentacion de las reacciones y mecanismos que justifican la existencia de los
principales esqueletos, a medida que la estructura y la distribucion de éstos vaya siendo
descrita en los diferentes capitulos que constituyen esta parte de la obra; monoterpenos
regulares (aceites esenciales, oleorresinas, iridoides); monoterpenos irregulares
(piretrinas); sesquiterpenos (aceites esenciales, lactonas sesquiterpénicas); diterpenos;

triterpenos. 3

Todos los terpenos y los esteroides tienen en comun que se pueden considerar
formados por la unién de un nimero entero de unidades pentacarbonadas ramificadas
derivadas del 2-metilbutadieno: ya, en 1887, O. Wallach consideraba que los terpenos
debian estar constituidos a partir de unidades isoprénicas y, algunas decenas de anos

mas tarde (1953), Ruzicka, después de mas de treinta afos consagrado al estudio de
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los terpenos, transformaba esta hipotesis en una regla general cuyo principio ha sido,

después, confirmado experimentalmente. 3’

Clasicamente se han utilizado como antitusivos y expectorantes, antiinflamatorios,

analgésicos, venotonicos, antihemorroidales y adaptégenos. 3

En general para la identificaciéon de estructuras triterpenicas y/o esteroideas se utilizan
métodos como reacciones de decoloracion (Lieberman- Bourchard) donde dan una
coloracion rosada o purpura para saponinas, mientras que para esteroides dan

coloracién verdosa también se usa la cromatografia en capa fina. *
e LIPIDOS

Los lipidos son las grasas y sustancias similares, las cuales se encuentran en las plantas
y los animales, constituyen un grupo muy importante de moléculas organicas con

utilizacién farmacologica y forman una gama heterogénea de funciones quimicas. 3

Los lipidos se agrupan, en principio, sobre la base de sus caracteristicas de solubilidad;
en general, son solubles en solventes organicos como el éter y el cloroformo y son

insolubles en agua. *
Clasificacién de los lipidos:
Los lipidos pueden ser clasificados en cinco grupos de acuerdo a su estructura quimica.

Aceites fijos y grasas: Son esteres de la glicerina con los acidos grasos, los aceites

fijos solidos a temperatura ambiente son cominmente llamados grasas. *

Ceras: Esteres de alcoholes monohidroxilados de alto peso molecular con &cidos

grasos de alto peso molecular. 3

Esteroles: Alcoholes que contienen la estructura tipica del ciclo pentano fenantreno

(esteroideo).

Fosfolipidos: Esteres constituidos por glicerina, acidos grasos, acido fosférico y

algunos compuestos nitrogenados. Los mas importantes de este grupo son las lecitinas.
33

Glucolipidos: Son sustancias aisladas del cerebro y otras fuentes las cuales parten de
la hidrdlisis de acidos grasos, galactosa y de compuestos nitrogenados. Debido a que
el azicar mas comun presente en estos compuestos es la galactosa se les denominan

también galactolipidos. Estos compuestos no tienen aplicacion farmacéutica. 3
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e ENZIMAS

Si bien las enzimas estan contenidas en las drogas vegetales las que tienen usos
terapéuticos son muy pocas, se utiliza enzimas cuando se quiere acelerar un proceso.
En vegetales superiores tienen actividad proteolitica, por lo que se usan en terapéutica,

principalmente:

Las peroxidasas son un grupo de enzimas que oxidan sustratos a expensas del peréxido
de hidrégeno. En las plantas desempenan un papel catalitico en el proceso de

lignificacion del xilema, expresandose también en la epidermis de los 6rganos aéreos.
34

e FLAVONOIDES

Esta familia agrupa varios miles de compuestos (se han descrito mas de 8000
flavonoides diferentes de origen natural; que comparten un esqueleto comun, C6- C3-
C6, en el que dos anillos aromaticos (A 'y B) se encuentran ligados a través de un puente
de 3 atomos de carbono que normalmente, aunque no siempre, forma un heterociclo

(anillo C) dando lugar a una estructura fenilcromano. %'

Los flavonoides son uno de los grupos mas numerosos de metabolitos secundarios de
plantas que juegan papeles relevantes en ecofisiologia vegetal, participando en los
procesos de propagacion y los mecanismos de defensa frente a factores de estrés
bidticos y abidticos. Se encuentran ampliamente distribuidos en la dieta humana y su
consumo se ha relacionado con la prevencion frente a diversas patologias cronicas,

especialmente de tipo cardiovascular. 3'

Los flavonoides son sintetizados a partir de una molécula de fenilalanina y tres de
malonil-CoA. La reaccién bioquimica que da origen a los flavonoides esta controlada por
dos enzimas: la chalcona sintasa y la chalcona flavonona isomerasa. Los flavonoides
son compuestos de bajo peso molecular que comparten una estructura comun el
difenilpirano (C6-C3-C6), que son compuestos con dos anillos fenilos (A y B) ligados a

través de un anillo heterociclico C de pirano. 3

Debido a su mecanismo de accion de estos fitoquimicos se han podido usar en
patolégicas como la diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones virales, ulceras,
asi también se le ha dado un uso como antialérgicos, antitrombdéticos e incluso como
antiinflamatorios. Se ha demostrado que protegen de la fotooxidacion a la Vitamina E
en la membrana celular, inhiben la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)

por lo que evitan la formacion del ateroma y reducen la citotoxicidad de las LDL. ¥
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El efecto relajante vascular de los flavonoides es dependiente del endotelio y se ha
descrito ser Util en diferentes patologias. Hasta este momento, el mecanismo de accion
no es claro, sin embargo, se asocia con la sintesis del éxido nitrico (NO) y a la presencia
de un grupo carbonilo en la posicién 4 y su doble enlace C2-C3; que son requisitos

indispensables para el efecto vasodilatador. 3

Desde un punto de vista farmacoldgico las plantas con flavonoides muestran actividad
antiinflamatoria tanto in vivo como in vitro. Se propusieron diferentes mecanismos para
entender la actividad antiinflamatoria in vivo. Uno de los mas importantes mecanismos
es la inhibicibn de enzimas generadora de eicosanoides como son las enzimas
fosfolipasa Ay, ciclooxigenasa y lipooxigenasas. Produciendo como consecuencia la

reduccion de las concentraciones de prostaglandinas y leucotrienos. *'

La extraccion de los diferentes flavonoides se realiza a partir del material fresco o incluso
seco, siempre y cuando no se altere su composicion. Se utilizan inicialmente disolventes
no polares o ligeramente polares para separar las clorofilas gomas y agliconas de
flavonoides altamente metoxiladas. Los flavonoides, que poseen un gran numero de
grupos hidroxilos insustituidos o azucares, son considerados polares, por lo que son
ligeramente solubles en disolventes polares, como el metanol, etanol, acetona, DMSO
o agua. El filtrado final se concentra y todo el disolvente se remueve. Este proceso es
favorable para la extraccion de la mayoria de los flavonoides, pero no para
antocianidinas o flavonoides de baja polaridad los cuales aparecen en la superficie de

las plantas. 31

Los métodos de valoraciéon clasicos son, sobre todo, colorimétricos o
espectrofotométricos (ej.: medida de la absorbancia después de la reaccion con Ai CI3),
La CLAR ofrece en la actualidad la posibilidad de una valoracién rapida y precisa de

todos los flavonoides presentes en una droga, por ello se utiliza ampliamente. *'
e ALCALOIDES

alcaloide es un compuesto organico de origen natural (normalmente vegetal),
nitrogenado, mas o menos basico, de distribucion restringida y dotado, a bajas dosis, de
marcadas propiedades farmacoldgicas. El agrupamiento de tal conjunto, se confirma por
otra parte mediante reacciones comunes de precipitacion con los «reactivos generales

de alcaloides» (vid e infra). *’

En el vegetal, los alcaloides se encuentran en forma soluble, de sales (citratos, malatos,
tartratos, m-econatos, isobutiratos, benzoatos) o en combinacion con taninos. La

microquimica permite comprobar que los alcaloides se localizan generalmente en tejidos
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periféricos: capas externas de las cortezas de tallo y raiz, tegumento de las semillas,

etc. 3

La basicidad y las acciones antimetaboliticas de la mayoria de estas moléculas imponen
su compartimentacion: normalmente se almacenan en vacuolas celulares, ya sean estas
especificas (en los laticiferos) o no. Normalmente la sintesis de estos alcaloides se
realiza a nivel de determinados lugares (raiz en crecimiento, células especializadas de
los laticiferos, cloroplastos) y posteriormente son transportados a su lugar de

almacenamiento. 3!

Farmacologicamente tiene acciones antitumorales, estimulantes, analgésica y
antiinflamatoria. Estos alcaloides se pueden encontrar distribuidos en los vegetales al

estado libre, como glicosidos o como sales de acidos organicos. *'

La extraccion preliminar puede ser una extraccion «clasica» de los alcaloides o, mas
rapidamente, una maceracion en alcohol; la disolucion alcohdlica se evapora y el residuo
se recoge con agua acidificada; después de filtracion los alcaloides se localizan en el

filtrado. 3

Estas reacciones generales de precipitacion se basan en la capacidad que poseen los
alcaloides de combinarse con metales y metaloides: bismuto, mercurio, tungsteno, yodo,
etc. En la practica, se utiliza la disolucion yodo-yodurada, el tetrayodomercuriato
potasico conocido con el nombre de reactivo de Mayer y el tetrayodobismutato potasico,
mas conocido con el nombre de reactivo de Dragendorff. También es posible utilizar el
reactivo silico-tungstico (mezcla de o6xidos de tungsteno y de silicio) o también
disoluciones de yodo-platinatos alcalinos. La especificidad de estos reactivos no es
absoluta; proteinas, a-pironas, algunas cumarinas e hidroxiflavonas, lignanos y otros
compuestos pueden dar lugar a reacciones falsamente positivas con el reactivo de
Dragendorff. 31

e SAPONINAS

Las saponinas son glucésidos de esteroides o de triterpenoides, llamadas asi por sus
propiedades semejantes a las del jabon: cada molécula esta constituida por un elemento
soluble en lipidos (el esteroide o el triterpenoide) y un elemento soluble en agua (el
azucar), y forman una espuma cuando se las agita en agua.. Existe una gran variedad
de plantas que contienen saponinas en distintas concentraciones, como por ejemplo

la yuca, el ginseng, la quinua, el tribulus terrestris o el quillay, entre otros. *'

Los esteroides (sapondsidos, heterdsidos cardiotonicos, fitosteroides, triterpenos

modificados); carotenos; poliisoprenos. Por el contrario, insistiremos en este punto, en
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las tres secuencias de reacciones fundamentales que justifican la existencia de todos
los terpenos y esteroides: formacion de las unidades reactivas en C5 a partir del acetato,

via mevalonato. 3

Los sapondsidos poseen accién venoténica y antiinflamatoria y los flavonoides accion
diurética, protectora capilar y antiedematosa. Por ello, esta droga esta indicada en la
profilaxis y tratamiento de la insuficiencia venosa originada por calor, piernas cansadas,
varices, edema y hemorroides. Conviene utilizarla conjuntamente por via externa e

interna. 3

Para la identificacion de estructuras esteroideas se utilizan métodos como reacciones
de decoloracién (Lieberman- Bourchard) donde dan una coloracion rosada o purpura
para saponinas, mientras que para esteroides dan coloracion verdosa también se usa

la cromatografia en capa fina. *'
2.3.1.6 Dosis y usos segun la Fitoterapia:

e Segun Doleski % popularmente se usa como elemento antiviral, antibacteriano,
tépico antiséptico, antioxidante, antiinflamatorio, antibacteriano, antifungico,
antitumoral, antiespasmaddico, astringente, diurético, cicatrizacion de heridas,
diurético, analgésico, asi como también antidepresivo y estimulante.

¢ Adicionalmente también ha sido utilizado para el tratamiento del dolor de muelas,
reumatismo, trastornos menstruales, infeccion urinaria y respiratoria. %

e Sise muelen las hojas y con esto se hace una infusion mas concentrada, resulta
un liquido muy usado como enjuagatorio contra la inflamacion de la boca y las
encias.

e Ladecoccion de frutos y hojas es antirreumatica, se usa (10g/L), se toma 2 vaso

al dia por 15 dias, también se usa tintura de los frutos.
2.4 ACEITE ESENCIAL

Los aceites esenciales son sustancias de origen vegetal cuyas mezclas de metabolitos
secundarios volatiles, insolubles en agua, les confieren caracteristicas particulares

segun sus diferentes proporciones. ¥’

Estos aceites se originan en los tejidos secretores de las plantas y, por lo general, son
liquidos a temperatura ambiente, mas ligeros que el agua, de olor fuerte y penetrante

que recuerda su planta de origen, e incoloros o de color amarillo trasltcido. 38
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En tiempos modernos, las propiedades poderosas para curar de los aceites esenciales
fueron redescubiertos en 1937 por un quimico francés, Rene Maurice Gattefosse, quien
curo una mano con quemaduras graves solamente con el aceite de lavanda. Otro
francés contemporaneo, el Dr. Jean Valnet uso aceites esenciales de grado terapéutico
para tratar soldados heridos durante la segunda guerra mundial. EI Dr. Valnet se
convirtio en un lider mundial en el desarrollo de practicas de la aromaterapia. El uso
moderno de aceite esenciales ha seguido creciendo rapidamente mientras cientifico de
la salud y médicos profesionales continuan investigando y validando los numerosos

beneficios de salud y bienestar de los aceites esenciales de grado terapéutico. °

Los aceites esenciales son compuestos formados por varias sustancias organicas
volatiles, que pueden ser alcoholes, acetonas, cetonas, éteres, aldehidos, y que se

producen y almacenan en los canales secretores de las plantas. *’

Normalmente son liquidos a temperatura ambiente, y por su volatilidad, son extraibles
por destilacion en corriente de vapor de agua, aunque existen otros métodos. En general

son los responsables del olor de las plantas. '

Estan ampliamente distribuidos en coniferas (pino, abeto), mirtaceas(eucaliptus),
rutaceas (citrus ssp), compuestas (manzanilla), si bien las plantas son aceites
esenciales se en las familias de las labiadas (menta, lavanda, tomillo, espliego, romero)
y las umbeliferas (anis, enojo). Pueden estar en diferentes 6rganos: Raiz, rizoma,
(jengibre), lefio, (alcanfor), hoja (eucaliptus), fruto(anis), sumidades floridas (F.

Labiatae). *'

La composicion varia con el lugar de origen, también varia con el habitad en que se
desarrolle, (por lo general climas calidos tienen mayor contenido de aceites esenciales),

el momento de la recoleccion, el método de extraccion, etc. 3

Se debe tener en cuenta que algunos aceites esenciales, sobre todo a dosis elevada,
son toxicos, principalmente a nivel del sistema nervioso central. Otros como el de ruda
0 enebro, se considera que poseen propiedades abortivas. Algunos también pueden

ocasionar problemas tépicos, irritacién o alergias. 2°

Ademas de sus propiedades terapéuticas, los aceites esenciales tienen un gran interés

industrial en la industria farmacéutica, en alimentacion y sobre todo en perfumeria.
2.4.1. CLASIFICACION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales se pueden clasificar en base a diferentes criterios: consistencia,

origen y naturaleza quimica de los componentes mayoritarios.
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TABLA N° 1. CLASIFICACION DE ACEITES ESENCIALES

CRITERIO CLASIFICACION CARACTERISTICA
Esencias fluidas Liquidos volatiles a temperatura ambiente
Balsamos Se caracterizan por tener un alto contenido de acido benzoico y cinamico, asi como sus correspondientes esteres. De
Consistencia consistencia mas espesa, son poco volatiles y propensos a sufrir reacciones de polimerizacion. Balsamo de copaiba, el

balsamo del Peru, balsamo de tolu.

Resinas Resinas La colofonia, obtenida por separacion de la oleorresina trementina. Contiene acido acético y derivado.

Oleorresinas La trementina obtenida por incisiéon en los troncos de diversas especies de pinus. Contiene resina (colofonia) y aceite

esencial (esencia de trementina) que se separa por destilacion por arrastre de vapor.

Gomorresinas | Estan compuestas por mezclas e gomas y resinas

Naturales Se obtienen directamente de la planta y no sufren modificaciones fisicas ni quimicas posteriores, debido a su rendimiento
origen tan bajo son muy costosas.
Artificiales Se obtienen a través de procesos de enriquecimiento de la misma esencia con uno o varios de sus componentes, por

ejemplo, la mezcla de esencias de rosa, geranio y jazmin enriquecidas con linalol, o la esencia de anis enriquecida con

etanol.

Sintéticos Son los producidos por la combinacion de sus componentes os cuales son la mayoria de las veces producidos por procesos
de sintesis quimica estos son mas econémicos y por lo tanto son mucho mas utilizados como aromatizantes y saborizantes

(esencias de vainilla, limoén, fresa.etc)

Tipo monoterpenoide Prevalecen Mono terpenos C10. Esencias de albahaca, salvia, menta, etc.
Naturaleza . - . - . — - -
o Tipo sesquiterpenoide Abundan sesquiterpenos c15. Esencia de ciprés, copaiba, pino, etc.
quimica de los
componentes Compuestos oxigenados Ricos en compuestos oxigenados, esteres, alcoholes, aldehidos. Esencia de geranio, jazmin. Lavanda, ylang-ylang.

mayoritarios

Fuente: Pefa R.” Elaboracién y evaluacién de la actividad antiinflamatoria de un gel a base de aceite esencial de Senecio Graveolens Wedd

(Wiskataya) en animales de experimentacion” *°
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2.4.2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DESTACABLES DE LOS ACEITES
ESENCIALES

Las mas importantes son la volatilidad, la inestabilidad ante la luz, del oxigeno,
ante la presencia de oxidantes, reductores, medios con pH extremos, o trazas de
metales que pueden catalizar reacciones de descomposicion, etc. Esta
inestabilidad, que resulta en un problema para la conservacién o formulacién de
las esencias, puede ser un factor interesante cuando se trata de utilizarlas para la
sintesis quimica, pues una molécula reactiva, y solamente es necesario fijar las
condiciones para poder aprovechar esta reactividad quimica de los productos

aromaticos y orientar su transformacion hacia productos deseables. °

Otra propiedad destacable de los constituyentes de una esencia es sus
variabilidades estructurales, lo que permite generar por semisintesis estructuras
novedosas. En cuanto a sus solubilidades, tienen la particularidad de que, si bien
son solubles en medio no polar son mas liposolubles cuanto mayor contenido de
monoterpenos tengan, también suelen tener una alta solubilidad en etanol, lo que
es ampliamente explotado en la elaboracién de fragancias y extractos
hidroalcoholicos para las industrias farmacéuticas y cosméticas. Para estos fines
también suelen aprovecharse sus solubilidades en agua: agua de rosas, de

azahar. 40

Los aceites esenciales refractan la luz polarizada, propiedad que es usada para
su control de pureza, pues tienen por ello un indice de refraccion caracteristico,
en razén de que poseen en su composicidn numerosos productos épticamente
activos. Poseen una densidad normalmente menor que la del agua, excepto
algunas esencias como la del clavo y en general son liquidos (la esencia de palo
santo: Bulnesia sarmietoi, es una excepcion) traslucidos y amarillentos o pardo
amarillento (algunas esencias poseen un color muy particular, como el azul de la

manzanilla alemana (matricaria recutita, o el verde de la bergamota). 4°

2.5. LOS FITOFARMACOS

La organizacion mundial de la salud (OMS), define a los fitofarmacos, como:
productos obtenidos por procesos tecnolégicamente adecuados, empleando
exclusivamente materias primas vegetales, con finalidad profilactica, curativa,

paliativa o para fines de diagnéstico. Se caracteriza por el conocimiento de su
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eficacia y de los riesgos de uso, asi como para la reproducibilidad y la constancia
de su calidad.

En Europa, los fitofarmacos forman parte de los medicamentos oficiales y son
evaluados en cuanto a su eficacia, calidad, seguridad, y normas que deben

cumplir, como los medicamentos convencionales. °

2.5.1 EXIGENCIAS DE CALIDAD, SEGURIDAD Y EFICACIA

En si, la fitoterapia es la ciencia que estudia el uso de las plantas medicinales y
las incorpora en formas farmacéuticas (fitofarmacos), cuya calidad, seguridad y
eficacia estan garantizadas, teniendo en cuenta las caracteristicas de las drogas
vegetales y extractos. La calidad, la seguridad y la eficacia, se determinan a través

de andlisis quimicos, fisicos y microbioldgicos. "°

Algunos elementos a tomar durante el analisis son: caracteristicas organolépticas,
porcentaje de humedad, pH, viscosidad, variacién de peso, llenado de volumen, y

otras (dependiendo de la forma farmacéutica en que se presenten). °

2.5.2 PASOS QUE LLEVAN A LA PRODUCCION DE UN FITOFARMACO

Exigencias de uniformidad

e Autenticacién de la especie empleada: género y especie

e Partes de la planta que son usadas: raiz, corteza, hojas, flores.

e Factores ambientales: clima, altura, fertilidad del suelo, etc.

e Condiciones de la cosecha

¢ Contaminacion de ingredientes herbarios: insectos, hongos, excretas, Pb,
Mn; hg.

e Buenas practicas de manufactura: control de calidad.

e Estandarizacion de los extractos.

Control de calidad °

e Aspectos quimicos y microbiolégicos
e Control del material de envase y empaque
e Controles de proceso

e Controles quimicos, microbiolégicos y organolépticos de producto
terminado.
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e Calidad, seguridad y eficacia: exigencias de calidad (FARMACOPEAS),
seguridad y eficacia (literatura cientifica), necesidad de ensayos clinicos,
evaluaciéon de la informacion (Min. salud), aporte de monografias
(Comision E, ESCOP, OMS), responsabilidad profesional.

2.6. ESTUDIOS FARMACOLOGICOS IN VIVO

2.6.1 ASPECTOS ETICOS A CONSIDERAR PARA EL TRABAJO CON
ANIMALES

En virtud al trato humanitario y mitigar el dolor de los animales utilizados en esta
investigacion, se consideran las “Normas Internacionales en Investigacion
Biomédicas que involucra el uso de animales”. Esta reglamentacion ha sido
elaborada por el consejo de organizaciones internacionales de Ciencias Médicas
en Ginebra 1986. 4!

2.6.1.1 Caracteristicas de los animales de laboratorio

Estos son animales que tienen una calidad genética y ambiental controlada y
asegurada y es capaz de dar una respuesta confiable y reproducible, se debe
considerar para su bienestar las caracteristicas de la especie y sus requerimientos
etolégicos. Los principales factores ambientales que afectan a los animales
pueden ser de diferentes tipos: climaticos, fisicoquimicos, habitacionales,
nutricionales, presencia de microorganismos y parasitos, situacion experimental,
entre otros. 42

Para poder obtener este tipo de animal se deben establecer estrictas medidas y
condiciones bajo las cuales se producen y reproducen los animales en los
bioterios, esto se conoce como barreras, abarca la temperatura, nivel de ruido,
intensidad de la luz, esterilizacién de agua, comida y cama, control microbiolégico,
ropa adecuada para el personal que labora, etc. Estas garantizan las condiciones
tanto genéticas como sanitarias. 2

Las barreras que permiten la separacion del ambiente externo, minimizan el riesgo
de posibles contaminaciones con organismos no deseados o microorganismos

patdgenos. 4?
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2.6.1. 2 Principios éticos especificos que aseguran el bienestar: 4

e Posibilitar el minimo de manipulaciones al animal y las intervenciones en
su entorno, evitando perturbarlo o provocarle reacciones de alerta o
refugio. +

e Ofrecerle un entorno confortable y protegido en cuanto a agentes fisicos,
quimicos y biologicos. 43

e Lograr la seguridad del confinamiento, evitando su escape o fuga, la
penetracion de otros animales, la exposicion a dafios y la ausencia de
peligros. 43

e Las areas de alojamiento de los animales deben ser especificas para este
propésito y responder a los requerimientos establecidos, para la actividad
de que se trate. 43

e Lograr los objetivos del experimento, ensayo o validacién con el minimo de

variables de tiempo y de animales. 4

2.6.1.3 Condiciones ambientales estandarizados y controlados para el

mantenimiento de animales de experimentacion (ratones) 4

MICROAMBIENTE “:

e Los ratones se alojaron en jaulas especialmente disefiadas para facilitar
su bienestar, fueron de plastico (polipropileno, policarbonato, poliestireno
y polisulfano), provistas de tapa de acero inoxidable.

e La altura de las paredes de la caja no fue menor de 12,7 cm.

e Los lechos fueron de viruta de madera (pino blanco), libres de polvillo,
alérgenos y sustancias toxicas.

e El agua usada fue destilada y se suministré libremente al animal, en
bebederos de plastico.

e La alimentacion consto de alimentos estériles traidos del INS (Instituto
Nacional de Salud).

MACROAMBIENTE #:

e El ambiente donde se procedio a la conservacion de los ratones, asi como
las jaulas donde se alojaron contaron con una ventilacion adecuada.
e La iluminacion se distribuyd adecuadamente a través de la sala de

alojamiento y fueron lo suficiente para las practicas de mantenimiento,
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inspeccion y bienestar de estos, sin causarles signos clinicos a los
animales.

e Latemperatura ambiental a la que estuvieron los ratones fue de 20 °C.

e No se utilizé desinfectantes que emanen olores, que sean irritantes y
mucho menos desodorizantes, dentro de los ambientes donde se alojaron

los ratones.

2.6.1.4 Reglamento del comité Institucional de Bioética en Investigacion de la

Universidad Nacional De San Antonio Abad Del Cusco #°

El Comité Institucional de Bioética en Investigacion de la Universidad Nacional de
San Antonio Abad del Cusco, se constituye por la necesidad de instaurar en los
trabajos de investigacion de la universidad los principios y parametros bioéticos
concordantes con la reglamentacion y normatividad nacional e internacional sobre
bioética en investigacion, que impliquen investigacion en seres humanos,
utilizacion de sus datos personales o de muestras biologicas de origen humano,
experimentacion animal, vegetal o empleo de agentes bioldgicos o de organismos
genéticamente modificados, no sélo cumplan los requisitos establecidos en cada
caso por la legislacidon vigente, sino que cuenten también con la autorizacion
expresa emitida por el Comité Institucional de Bioética en orden a la proteccion de
los derechos fundamentales de la persona, el bienestar de los animales y el medio
ambiente y al respeto de los principios y compromisos bioéticos asumidos por la

comunidad cientifica. #°
2.6.1.4.1 FINALIDAD Art 4°

El CBI-UNSAAC tiene como finalidad fundamental salvaguardar: 4°

e El derecho a la vida, a la integridad fisica y psicoldgica, a la salud, a la
intimidad, a la dignidad y al bienestar de la(s) persona(s), que participan
en un proyecto de investigacion como personas de evaluacion. 4°

e La preservacion de la integridad y la salud de los animales en
experimentacion siempre que sea posible y evitar el sufrimiento
innecesario. 4°

e La preservacién y conservacion de los recursos vegetales y material

genético no humano protegido, objetos de investigacion. 4°
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e La preservaciéon y conservacion del medioambiente y ecosistemas en la
investigacion, los cuales no deben tener impactos negativos o ser
minimizados al maximo. 4

e La integracién a redes nacionales e internacionales relacionados a la
bioética en investigacion. 4°

e Los principios para la conducta mas apropiada de los investigadores

respecto al ser humano, la vida humana, no humana (animal y vegetal). 4°
2.7. EL DOLOR

El dolor es un sintoma desagradable, pero ante todo un reflejo y mecanismo de
proteccion, que se activa contra agresiones fisicas, quimicas o mecanicas,
después que ha ocurrido un traumatismo o una lesion tisular. Evita que el uso o el
contacto con la zona afectada, interfiera con los procesos de cicatrizacion,
regeneracion celular o restablecimiento de las funciones perdidas. El dolor es de
tipo variado y origen multiple, por lo tanto, son varios los componentes del mismo
y muy variados los neurotransmisores comprometidos en su intensidad vy

modulacion. 3
2.7.1 MECANISMO DEL DOLOR

El conocimiento de la neuroanatomia y de la neurofisiologia del dolor constituyen
las bases que sustentan su tratamiento racional. De ahi la importancia clinica de
conocer estos procesos en forma general. Los fenédmenos que participan en el

proceso nociceptivo son: 46

e Transduccién: Proceso por el cual el estimulo nocivo periférico se
transforma en un estimulo eléctrico. 4

e Transmision: Propagacién del impulso nervioso hasta los niveles
sensoriales del SNC. 4°

e Modulacion: Capacidad que tienen los sistemas analgésicos endégenos
de modificar la transmisién del impulso nervioso, fundamentalmente
inhibicion en las astas dorsales de la médula, pero aparentemente también
a otros niveles (periférico, por ejemplo). 46

e Percepcidn: Proceso final en que los tres primeros, interactuando con una
serie de otros fendbmenos individuales, crean la experiencia subjetiva y

emocional denominada dolor. 46
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2.7.2. TIPOS DE DOLOR

La clasificacion del dolor resulta util para organizar su abordaje terapéutico. 4’
El dolor se puede clasificar segtin su duracion en el tiempo en agudo o crénico: 4

e El dolor agudo es una sefal biologica esencial de la posibilidad o la
extension de una lesion. Generalmente es de corta duracion, horas, a
veces dias, a nivel efectivo se acompafa de ansiedad. Es util, alerta sobre
la inminencia de una lesién. Ejemplo la artritis infecciosa o microcristalinas
y la osteonecrosis aséptica entre otros. 4

e El dolor crénico se define como el dolor persistente durante 3 a 6 meses,
si bien sus rasgos caracteristicos pueden presentarse antes o después de
este periodo de tiempo. Puede deberse a la cornificacion de un dolor
agudo, a una enfermedad croénica, o a dolores agudos pero recurrentes en
el tiempo, no tiene utilidad bilégica. Se compana de signos vegetativos,
laxitud, alteraciones del suefo, anorexia, adelgazamiento, disminucion de
la libido, y estrefimiento. Ejemplo las periartritis crénicas, la artrosis, la

osteoporosis. 47

Tomando en cuenta la estructura de la neuroanatomia implicada en la patogenia

del dolor se puede dividir en: 4

e Nociceptivo: originado a nivel de receptores nociceptores, es proporcional
al grado de activacion de estos. Pudiendo ser agudo o crénico. 4’

e Neuropatico: por lesion de vias dolorosas periféricas (mas frecuentes) o
centrales. Persiste, aunque no progrese la enfermedad.

e Psicogeno: que es el dolor que no coincide con distribuciéon anatéomica, no

hay patologia organica que lo justifique. 4’
De acuerdo a la topografia hablamos de: 4

e Dolor superficial: se produce por estimulos que actuan sobre la piel y
mucosas 0 sobre las fibras nerviosas que las inervan. Se localizan con
precision. 47

e Dolor visceral(profundo): nace de la visera que contiene pocos
nociceptores, es difuso y mal localizado, tiene importante componente

autonomico incluso el shock. Ejemplo el cdlico hepatico. 4’
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e Dolor referido: que es el dolor profundo percibido en una estructura
distinta de aquella que sufre la injuria. La distribucion sobre la piel de un
segmento neuroldgico se llama dermatoma, la distribucion sobre el
musculo miotoma y en el hueso vy articulacion esclerotoma. 47

e Dolor radicular: debido a la irritacion o compresion de una raiz nerviosa,
producen dolor irradiado a su dermatoma y dolor profundo y dolor profundo

referido a su esclerotoma y miotoma. #’
2.8. LA INFLAMACION
2.8.1. DEFINICION

La inflamacién es un proceso tisular constituido por una serie de fenémenos
moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva frente a agresiones

fisicas, quimicas o biologicas. 2
2.8.2. ETIOLOGIA

Ante una agresion de cualquier etiologia, se desencadena un proceso inflamatorio
mediado por factores humorales y celulares, que intenta limitar y reparar la lesion
producida. La inflamacién localizada es wuna respuesta de proteccion
estrechamente controlada por el organismo en el lugar de la lesion. La pérdida de
este control local o la aparicidon de una respuesta hiperactivada condiciona una
repuesta sistémica que se conoce como sindrome de respuesta inflamatoria

sistémica o SIRS. 48
2.8.3. PROCESO INFLAMATORIO

De forma esquematica podemos dividir la inflamacion en cinco etapas:

1- Liberacién de mediadores. Son moléculas, la mayor parte de ellas, de
estructura elemental que son liberadas o sintetizadas por el mastocito bajo la
actuacion de determinados estimulos. #°

2- Efecto de los mediadores. Una vez liberadas, estas moléculas producen
alteraciones vasculares y efectos quimiotacticos que favorecen la llegada de
moléculas y células inmunes al foco inflamatorio. 4°

3- Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio. Proceden en

su mayor parte de la sangre, pero también de las zonas circundantes al foco. 4°
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4- Regulacioén del proceso inflamatorio. Como la mayor parte de las respuestas
inmunes, el fendmeno inflamatorio también integra una serie de mecanismos
inhibidores tendentes a finalizar o equilibrar el proceso. 4°

5- Reparacion. Fase constituida por fendbmenos que van a determinar la
reparacion total o parcial de los tejidos dafiados por el agente agresor o por la

propia respuesta inflamatoria. 4°

2.8.4. MEDIADORES DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA
Los mediadores quimicos de la inflamacion, son los responsables de los
acontecimientos que desencadenan la inflamacion

e Histamina. Es un mediador ampliamente distribuido por el organismo,
aunque se detecta principalmente en el mastocito y basdfilo. Deriva, por
descarboxilacion, del aminoacido histidina. Actuando sobre los receptores
H1 (histamina 1) de los vasos produce vasodilatacion e incremento de la
permeabilidad. Como veremos posteriormente, cuando la histamina actua
sobre receptores H2 (histamina 2) produce efectos inhibidores o
reguladores de la inflamacion. *°

e Enzimas proteoliticas. De las distintas enzimas proteoliticas liberadas por
el mastocito, quizas la mas interesante sea la kininogenasa que actua
sobre las proteinas procedentes de la sangre y denominadas kininégenos,
produciendo su ruptura en péptidos mas pequefios denominados kininas.
Las kininas inducen vasodilatacion, aumento de la permeabilidad vascular
y estimulan las terminaciones nerviosas del dolor. !

e Factores quimiotacticos. El ECF-A incluye dos tetrapéptidos de
alrededor 500 d. de peso molecular que atraen eosindfilos al foco
inflamatorio, induciendo simultdaneamente la activacion de estas células. El
NCF es una proteina de un peso molecular superior a 750.000 d. con
capacidad de atraer y activar al neutrdfilo. 2

e Heparina. Al inhibir la coagulacién, favorece la llegada al foco inflamatorio
desde la sangre de moléculas y células. Es, ademas, un factor regulador,

por lo que sera estudiado en el apartado correspondiente. 4°
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FIGURA N° 1. Mediadores de la respuesta inflamatoria
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Fuente: Rubin Farber %3
2.8.5. BIOSINTESIS DE LOS MEDIADORES DE LA INFLAMACION

El acido araquiddnico se libera de los fosfolipidos por la activacién de las
fosfolipasas celulares (C, A2 o ambas). Una vez liberado, parte del acido
araquidénico es metabolizado en forma rapida hasta obtener productos
oxigenados por accion de diferentes sistemas enzimaticos como la ciclooxigenasa

o varias lipooxigenasas o familias de citocromo P-450. >
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FIGURA N° 2. Mediadores de la inflamacion derivados del acido araquidonico

[ FOSFOLIPIDOS ]

'| FOSFOLIPASA A2 ]

[ ACIDO ARAQUIDONICO ]

/\

[ VIA LIPOOXIGENASA ] [ VIA CICLOOXIGENASA ]
[ LEUCOTRIENOS J PROSTAGLANDINAS
[ TROMBOXANOS ] PROSTACICLINAS ]

Fuente: Centro de Estudios De Trabajos De Investigacion (CETIS) *°

La via ciclooxigenasa: La sintesis de prostaglandinas ocurre en forma gradual
por un complejo de enzimas microsémicas de distribucion muy amplia. En esta via
de sintesis, la primera enzima es la endoperéxido de prostaglandina, llamada
también ciclooxigenasa. Existen 2 isoformas de la enzima que son reconocidas
por sus iniciales COX-1, COX2.2 La primera se expresa en forma constitutiva
practicamente en todas las células y presenta gran ubicuidad, sin embargo, la
COX2 no aparece en forma constitutiva en las células, pero puede ser inducida
por citocinas, factores de crecimiento y endotoxinas, efecto que es bloqueado por
la administracion de corticosteroides. Las ciclooxigenasas actuan sobre el acido
araquidoénico y provocan 2 acciones diferentes: una que oxigena y produce una
estructura en anillo y forma el endoperéxido ciclico PGG2 y una actividad de

peroxidasa que transforma PGG2 en PGH2. %*

La via de la lipooxigenasa: Las lipooxigenasas catalizan la oxigenacion de
acidos poliédricos hasta originar los hidroxiperéxidos lipidos. El acido
araquidoénico, que contiene varias dobles ligaduras en su configuracion, es su
sustrato, el cual es metabolizado hasta dar diversos productos con el grupo

hidroxi-peroxi en distintas posiciones. Los metabolitos provenientes del acido
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araquidonico reciben el nombre de acidos de hidroxiperoxieicosatetraenoicos
(HPETE). %

2.9. ANALGESIA

Eliminacion de la sensacion de dolor mediante el bloqueo artificial de las vias de
transmision del mismo y/o de los mediadores dolorosos, o por desconexioén de los

centros del dolor. 7

2.9.1 TIPOS DE ANALGESIA
e Analgesia Topica:

La anestesia local topica consiste en la aplicacion directa del agente anestésico
sobre la piel o mucosas, produciendo inhibicion de estimulos dolorosos, tactiles y
térmicos. Un buen anestésico topico es aquel que produce un efecto anestésico
del 100% en un corto periodo de tiempo y que es util sobre piel intacta sin provocar

efectos adversos locales o sistémicos. ¢
e Analgesialocal:

La analgesia local impide la transmisién del potencial de accion a lo largo de los
axones. El mecanismo de accion tipico es el bloqueo de los canales del sodio que
evita la despolarizacion del nervio produciendo analgesia limitada a una zona
concreta del cuerpo. Los anestésicos locales se depositan en las inmediaciones
de los nervios al bloquear mediante agujas (infiltracion subcutanea, bloqueo
regional), catéteres (bloqueo epidural caudal, lumbar o toracico), o de forma topica

(anestesia local de superficie). %
e Analgesia sistémica:

Es la aplicacion de uno o varios farmacos por una via de acceso rapido a la
circulacion sistémica como lo es la endovenosa, con la finalidad de suprimir el

dolor.

1: DOLOR LEVE: Para el tratamiento del dolor leve el paracetamol y los
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son excelentes medicaciones para su

uso por via oral. ¢

2: DOLOR MODERADO: En el dolor moderado, segun haya componente

inflamatorio o no, se utilizaran los diferentes farmacos que se exponen a
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continuacion: metamizol, diclofenaco, codeina, naproxeno. Puede seguir
utilizandose la via oral, pero si no se controla el dolor pasaremos a la via EV

intentando evitar la via intramuscular (IM) por ser dolorosa. %

3: DOLOR INTENSO E INSOPORTABLE: Si el dolor es intenso se puede
administrar metamizol o ketorolaco y si no se controla el dolor se pasara a un
opioide. Si lo que presenta es un dolor insoportable, es perentorio utilizar opioides,
que asociados a metamizol o ketorolaco mejoraran la calidad de la analgesia y

permitiran reducir la dosis del opioide. ¢
2.10. PIEL

La piel es un 6érgano complejo dinamico con muchos tipos de células y estructuras
especializadas que tienen multiples acciones cruciales para la salud y la
supervivencia, la piel es la primera barrera de defensa del organismo y esta
expuesta a multiples agresiones del medioambiente, tales como frio, calor,
humedad, jabones, cosméticos y otros multiples agentes fisicoquimicos entre los
gque destacan los medicamentos de uso topico. La piel es uno de los 6érganos mas

grandes y versatiles que ademas proporciona diversas funciones Unicas:

e Protege a las células mas profundas del ambiente (de la desecacion,
lesiones quimicas, mecanizas, invasion microbiana, micoética, parasitaria y
efectos darinos de la luz ultravioleta). *’

e Regulay ayuda a conservar la temperatura corporal. *’

e Sirve como un 6rgano neurorreceptor en el control de diversos estimulos
ambientales. 7

e Procesa sustancias antigenas que se le presentan. %’

e Proporciona un adorno cosmético con un o6rgano con estructuras

especializadas -pelo, ufias- que también tienen una funcién protectora. *’
2.10.1 ESTRUCTURA HISTOLOGICA DE LA PIEL

La piel esta constituida por tres capas, situada horizontalmente, de superficie a

profundidad: %7

e Epidermis superficie.
e Dermis.

¢ Hipodermis profunda.
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Ademas de otras estructuras (anexos) como: pelo, ufias, glandulas sebaceas,

glandulas sudoriparas apocrinas y glandulas ecrinas.

ILUSTRACION N° 2. Estratificacion de la piel

Fuente: Imagen de la piel [internet]

2.10.2 EPIDERMIS

La epidermis es la parte mas superficial y se encuentra constituida por dos grupos
de células: queratinocitos o células no dendriticas y células dendriticas. Los
queratinocitos a su vez se organizan en capas o estratos, que de la mas superficial

hacia adentro son: %8

» Capa cornea

» Capalacida

» Capa granulosa
» Capa espinosa

+ Capa basal

Dependiendo de las condiciones fisiologicas, la renovacion de la epidermis abarca
un periodo aproximado de 30 dias, desde que se produce la divisiéon celular hasta

llegar al desprendimiento de las células cornificadas. %
2.10.3 DERMIS O CORION

La dermis esta situada por debajo de la epidermis y esta constituida por tejido
conectivo, sustancia fundamental y células. El tejido conectivo a su vez esta
formado por tres tipos de fibras: Colagenas, elasticas y reticulares. Las fibras
colagenas son las mas numerosas, la disposicion y el grosor de las mismas, varia

de acuerdo al nivel en que se encuentran: en la dermis superficial o papilar son
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fibras delgadas, a diferencia de la dermis media y profunda, donde son mas

gruesas y se disponen en haces casi paralelos a la superficie de la epidermis. 58

2.10.4 FACTORES EN LA ABSORCION CUTANEA:

La absorcion cutanea se afecta por muchos factores: *°

1)

2)

3)
4)

5)
6)
7)

8)

La absorcion ocurre por difusién alrededor y a través de células que
constituyen la piel. Hay cierta absorcion a lo largo de los foliculos pilosos
o de los conductos sudoriparos. La colocacién del farmaco no significa
automaticamente que llegue al sitio pretendido de accién terapéutica.
Sustancias como solventes organicos pueden dafar el estrato corneo y
permitir la penetracion facil por dichas sustancias quimicas.

El grosor y permeabilidad de la piel son diferentes en distintas areas.
Aplicando mas cantidad de una sustancia se aumenta la cantidad
absorbida. Sin embrago la absorcion e detiene al saturar la piel. La
absorcion sistémica también se incrementa si la concentracion de una
sustancia es mas elevada y si se expone un area mayor del cuerpo.

La piel enferma es mas permeable que la de lactantes a término y adultos.
La piel enferma no necesariamente es mas permeable que la normal.

La piel ocluida o bien hidratada es mas permeable que piel seca o no
ocluida.

El vehiculo puede afectar la absorcion del farmaco. Se han desarrollado
muchos medicamentos para absorberse de manera dptima con vehiculos

especificos.
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SUPERFICIE DE LA PIEL O El farmaco se difunde fuera del vehiculo
hacia el estrato cérneo

A
ESTRATO CORNEO _/ . . ) )
El farmaco se difunde a través del estrato cérneo
N H
ESTRATO ESPINOZO \ Distribucion del farmaco hacia el estrato espinoso
—
¢ Metabolizado? e — CI

El farmaco se une al receptor y ejerce su efecto
ZONA DE MEMBRANA BASAL

—. O

Distribucién del farmaco hacia la dermis

—

El farmaco se une al receptor y ejerce su efecto

O

¢ Metabolizado? D
—

-

}

GRASA SUBCUTANEA Distribucion del farmaco hacia tejido subcutaneo
O Sangre (aparato circulatorio)

Absorcién sistémica

Fuente: Orkin “Dermatologia”.1994

2.11. DERMATITIS

Inflamacion superficial de la piel, que se caracteriza histolégicamente por edema
epidérmico y clinicamente por la aparicion de vesiculas (cuando es aguda),
enrojecimiento con limites mal definidos, edema, exudacién, descamacion,
formacion de costras, generalmente prurito, y liquenificacion causada por el

rascado y el frotamiento. &

e DERMATITIS DE CONTACTO: Es una inflamacién aguda o crénica de la
piel producida por sustancias que entran en contacto con ciertas
sustancias que producen reacciones toxicas (irritativas) o alérgicas. Segun
sea la patogenia se distingue una forma irritativa y otra alérgica. °

e DERMATITIS DE CONTACTO ALERGICA: Define una reaccién
eccematosa, en general de tipo agudo, como consecuencia del contacto
de un alérgeno con la piel de un individuo previamente sensibilizado.

e DERMATITIS DE CONTACRO IRRITATIVA: Define una reaccion
inflamatoria de la piel desencadenada por “irritantes primarios”, es decir,

todo agente fisico o quimico que aplicado a la piel a una concentracion y/o
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durante un tiempo determinado es capaza de ocasionar una lesién celular
sin que participen mecanismos inmunoldgicos vy, por tanto, sin necesidad

de sensibilizacion previa. &
2.12. CARRAGENINAS

Las carrageninas forman parte de un grupo de polisacaridos sulfatados, que
constituyen la estructura principal de ciertas variedades de algas rojas, de la clase
Rhodophyceae. Estos polimeros son fuertemente anionicos debido a la presencia
de grupos sulfatos, lo cual facilita su interaccion con moléculas cationicas y
anfotéricas, como las proteinas, a su vez, se caracterizan por ser solubles en
agua, formando soluciones de alta viscosidad y/o geles, por lo que son
ampliamente utilizadas en diversos productos dentro de la industria alimentaria "
22_

Los diferentes tipos de carragenina comercial se presentan de dos formas, de
acuerdo al grado de refinacién que éstas tengan en su proceso de elaboracion.
Conforme a lo anterior, se encuentran la carragenina refinada, con un bajo
contenido de impurezas y material celuldsico y la semi-refinada, compuesta de
carragenina y otros materiales de la pared celular. Ambos tipos se utilizan en

diversas aplicaciones industriales, como en productos carnicos, lacteos, y otros.
62

2.12.1. Propiedades de las carrageninas

Las carrageninas son polimeros fuertemente anidnicos, de gran tamano y peso
molecular. Estas caracteristicas, le confieren la capacidad de reaccionar con otras
moléculas a través de diversos mecanismos, entre los que se incluyen los enlaces
idnicos, puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals, para formar estructuras
complejas que usualmente implican cambios en las propiedades fisicas del
sistema en que se aplican. Estas propiedades son aprovechadas ventajosamente
en multiples aplicaciones en la industria alimentaria. %

e Viscosidad. La funcionalidad de las carrageninas en la mayoria de sus
aplicaciones, depende en gran parte de sus propiedades reoldgicas. Estos
polimeros, tienen la propiedad de formar soluciones acuosas de alta
viscosidad, debido a que 12 poseen una estructura macromolecular lineal
y a su naturaleza polielectrolitica. La repulsidon entre los grupos de éster

sulfato cargados negativamente alrededor de las cadenas, hace que la
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molécula permanezca extendida, mientras que su naturaleza hidrofilica,
hace que ésta quede cubierta por moléculas de agua. %

Gelificacion. Las carrageninas forman geles termorreversibles bajo las
condiciones de solvente y ciclos de calentamiento y enfriamiento
apropiados. %

Solubilidad. El proceso de solubilizacién, comprende una hidratacién de
las moléculas de carragenina en funciéon de la concentracion, tipo de
cationes presentes, temperatura del agua y medio de dispersion. %
Estabilidad. La mayor estabilidad de las soluciones de carragenina se
encuentra entre pH 11,0 a 4,5, mientras que el gel es estable entre pH 12,0
a 3,7. Bajos valores de pH junto a la alta temperatura causa la hidrdlisis de
las moléculas de carragenina, lo que a su vez, origina una baja en la
viscosidad y disminucion de la fuerza del gel, sin embargo, una vez
formado el gel no hay hidrdlisis. 2263

Interaccion con proteinas. La capacidad de las carrageninas de
reaccionar con las proteinas, depende de multiples factores, tales como la
concentraciéon de carragenina, tipo de proteina, pH y punto isoeléctrico de

la proteina. ®*

2.13 CREMAS

Son pomadas multifasicas constituidas por dos fases una fase lipofilica y otra

hidrofilica.

2.13.1 CLASIFICACION

a) CREMAS HIDROFOBAS (W/O)

La fase continua o externa es la fase lipofilica debido a la presencia en su

composicién de tensioactivos tipo W/O. %

Emulsion (W/O):

Todas las bases de absorcidon citadas, por incorporacion de agua,
producen emulsion W/O, la utilizacién de este tipo de emulsiones para la
preparacion de cremas refrescantes y/o como vehiculos de medicamentos

topicos o penetrantes. 23
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b) CREMAS HIDROFILAS (O/W):

La fase externa es de naturaleza acuosa debido a la presencia en su composicion
de emulgentes tipo O/W, tales como jabones sddicos o de alcoholes grasos
sulfatados y polisorbatos, a veces combinados en proporciones convenientes con

emulgentes tipo W/O. 2

e Emulsion (O/W)
En casos de piel normal o de ligera resequedad se recomienda el uso de
una emulsion O/W ya que las gotitas oleosas de la preparacién se situan
dentro de la fase acuosa, se absorben rapidamente sin dejar un rastro
oleoso, la parte acuosa se evapora generando un efecto refrescante, la

fase oleosa engrasa la piel y son solo levemente oclusivas. 23
2.14. FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS

Tanto los antiinflamatorios esteroidales como los no esteroidales (AINES), estan
ligados a sus poderes inhibitorios en diferentes pasos en la cascada del acido

araquidonico.

2.14.1. LOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEQOS (AINEs)

Son un grupo de farmacos ampliamente empleados gracias a sus propiedades
antiinflamatorias, analgésicas, antipiréticas e inhibidoras de la funcion plaquetaria.
En cuanto a su mecanismo de accién, actuan inhibiendo la ciclooxigenasa (COX),
provocando a su vez la inhibicién de la biosintesis de prostaglandinas; existen dos
formas distintas de COX (COX-1'Y COX-2), ambas son inhibidas por los AINEs,
pero codificadas por distintos genes, la COX-1 por un gen localizado en el
cromosoma 9y la COX-2 por un gen ubicado en el cromosoma 1. Los inhibidores
COX-2 selectivos, actuan uniéndose a estructuras caracteristicas que estan
ausentes en COX-1, la posiciéon 120 de ambas isoformas poseen arginina que
estan ausentes en COX-1 no especificos, bloqueando de esta manera al sustrato
natural de estas enzimas (acido araquidénico) por otra parte la posicion 523 de
COX-1 posee isoleucina y COX-2 valina, manifestandose en esta ultima un
receptaculo lateral, al que solo se pueden unir agentes selectivos COX-2. La COX-
1es la forma no inducible (constitutiva — mantiene la funcién normal de las células),
posee una secuencia mas corta de aminoacidos y favorece la produccion de

prostaciclina, que tiene efecto antitrombogenico y efecto citoprotector sobre la
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mucosa gastrica. La inhibicion de esta isoenzima (COX-1) esta asociada con la
presencia de efectos colaterales, en especial irritacion de la mucosa gastrica y
efectos téxicos a nivel renal. La forma inducible (COX-2) es sintetizada cuando los
macréfagos y otras células antinflamatorias son activadas en respuesta a
mediadores inflamatorios, recientemente se ha demostrado ser constitutiva en
algunos érganos como pulmon, cerebro y rifiones; la COX-2, en el rindn, posee
funcién hemodinamica, como balance hidroelectrolitico renal, entonces, tanto los
inhibidores de COX-2 como los AINEs no selectivos tradicionales, estan asociados
a cierta toxicidad renal (hiperkalemia y retencién de agua). En otros tejidos, donde
su produccion es exagerada, su inhibicion es necesaria para que los AINEs
ejerzan su actividad antinflamatoria. Compuestos como piroxicam, fenoxicam,
diclofenaco sédico y acido acetilsalicilico inhiben la quimiotaxis de los leucocitos

polimorfonucleares. &

Las acciones farmacologicas de los antinflamatorios no esteroideos (AINEs) son:
2.14.1.1. Efecto analgésico:

El mecanismo de accién de los AINEs es en consecuencia directa de la inhibicion
de la sintesis de prostaglandinas. Aunque se observa que muchos AINES son mas
efectivos como analgésicos y menos poder antiinflamatorio, o por el contrario
presentar un poder antiinflamatorio y carecen de actividad analgésica; o
predominar ambas acciones. La capacidad de tener la actividad analgésica y/ o
antinflamatoria depende de la selectividad del medicamento para inhibir la

actividad del COX, y por ende la inhibicién de la sintesis de las prostaglandinas.
65

2.14.1.2. Efecto antipirético:

Un signo comun de los procesos febriles es la liberacién de las citosinas
interleucina (IL-1, IL-6), factor de necrosis tumoral alfa, producidas por los
leucocitos y otros tipos de células en respuesta a los agentes invasores, que al
liberarse actian como pirdgenos enddgenos primarios. Estas citosinas

incrementan la sintesis de prostanglandinas (PGE2) en el area hipotalamica. °
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2.14.1.3. Efecto sobre la funcion plaquetaria:

Dismuyendo la agregacion plaquetaria por inhibicién de la ciclooxigenasa.

2.14.1.4. Efectos antinflamatorios y antirreumaticos:

Es especialmente beneficioso en el tratamiento de enfermedades musculo

esqueléticas, como artritis reumatoides, artrosis, etc., por inhibicion de la sintesis

de prostaglandinas. %

2.14.2. FARMACO PATRON

2.14.2.1. DICLOFENACO

El diclofenaco es el primero de una serie de derivados del acido fenilacetico que

se desarrollaron como agentes antiinflamatorios. 8

a)

b)

c)

Propiedades farmacolodgicas. El diclofenaco posee actividad analgésica,
antipirética y antiinflamatoria; es un inhibidor de la ciclooxigenasa y su
potencia es sustancialmente mayor que la de la indometacina, el
naproxeno o varios otros agentes, Ademas el diclofenaco parece reducir
las concentraciones intracelulares de araquidonato libre en los leucocitos,
tal vez mediante la alteracién de la liberacion o captacion del acido graso.
8

Usos terapéuticos. El diclofenaco esta aprobado para el tratamiento
sintomatico prolongado de la artritis reumatoidea, a la osteoartritis y la
espondilitis anquilosante. Puede ser util para el tratamiento breve de
lesiones musculoesqueleticas agudas, hombro doloroso agudo (tendinitis
bicipal y bursitis subdeltoidea), dolor posquirdrgico y dismenorrea. &
Propiedades farmacocinéticas y metabolismo. La cantidad de
diclofenaco que penetra la piel depende de la dosis total y del estado de
hidratacion de la piel (la piel hidratada es mas permeable que la piel seca);
asimismo es proporcional al tiempo en que el producto es mantenido sobre
la piel y a la extension de la zona tratada. La absorcion transdérmica es de
aproximadamente el 6% de la dosis en comparacion a los comprimidos.
Difunde ampliamente por los tejidos, sufre metabolizacion hepatica y su
excrecion y la de sus metabolitos es principalmente urinaria. Las

concentraciones plasmaticas maximas que se obtienen a partir de la
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d)

formulacion de uso externo son aproximadamente 100 veces menores que
las obtenidas a partir de la forma oral comprimidos. 8

Preparados, via de administracion y dosis. La dosis se ajustara segun
criterio médico a las caracteristicas del cuadro clinico. Como posologia se
aconseja a adultos y nifios mayores de 12 afos, la aplicacién de 3 6 4
veces por dia. 8

Efectos téxicos. Se ha descripto ocasionalmente dermatitis de contacto
alérgica o no alérgica, con signos y sintomas de prurito, eritema, edema,
enrojecimiento cutaneo, erupciones cutaneas tales como exantema
bulloso o papular, vesiculas o descamacion; parestesias, contracciones
musculares involuntarias. 8

Generalmente la absorcion sistémica del diclofenaco tépico es baja
comparada con la administracion oral y por lo tanto los efectos adversos
sistémicos son menores en frecuencia. Sin embargo, cuando es aplicado
sobre grandes superficies de piel y/o durante periodos prolongados, existe
la posibilidad de efectos adversos a nivel gastrointestinales, se han
observado hemorragia y ulceraciéon o perforacién de la pared intestinal.
Otras respuestas indeseables del diclofenaco incluyen efectos sobre el
SNC, reacciones alérgicas, retencion hidrica y, rara vez, deterioro de
funcion renal, la droga no se recomienda en nifios, mujeres embarazadas

0 que amamantan. 8
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CAPITULO Il



3.1. MATERIALES Y METODOS

3.1.1. Material

a) Material botanico:

Parte aérea de la planta (aceite esencial) de Schinus molle “molle”

(hojas).

b) Material biologico:

Para el estudio: se utilizaron ratones albinos de la cepa balb/c entre 2

y 3 meses de edad, procedentes del Centro Nacional de Productos

Bioldgicos Bioterio del Instituto Nacional de Salud, Lima-Peru.

a) Material de campo:

b) Materiales de laboratorio:

Bolsas de polietileno.
Tijeras podadoras
Etanol de 96
Altimetro

Cuadernos de apunte

Camara

Baguetas

Embudos

Goteros

Gradillas

Matraces

Morteros y pilones
Papel indicador
Papel filtro

Pipetas

Probetas

Tubos de ensayo
Vasos de precipitado
Guantes quirargicos
Picnometro

Lapiz marcador

Termoémetros
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e Jeringas 1cc

e Bafio maria.

e Destilador de agua
c) Instrumentos de laboratorio:

e Balanza analitica sensible al 0.001g.

e Pletismometro Digital LE7500 (76-0220)

e Equipo de Hot Plate LE7406 (76-0113)

¢ Cromatografo de gases

e Micropipeta

e Refractémetro digital AR200

e Polarometro Atago AP-300

e Agitador Vortex

e Bioterio MG-BIOTERIO-2, Marca ORCHID-Modelo SMCO01
d) Reactivos de laboratorio

e Carragenina 1%

e Cloruro de sodio 0.9%

e Agua destilada

e Bencina

e Metanol

o Eter etilico

e Hexano

e Eter de petréleo

e Benceno

e Acetona

e Tween 80

e Acetato de etilo
e) farmaco patron empleado

e Diclofenaco 1% (Voltaren - cremigel)
f) Insumos para preparacién de la crema

e Alcohol Cetilico

e Cera De Abeja

e Propilenglicol

e Lauril sulfato de Sodio

e Nipagin
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e Nipasol

e Agua Destilada
e Aceite Mineral
e Acido Estearico
e Alcohol Cetilico
e Glicerina

e K(OH)

e Tween 80

e Cera Lanette

e Agua Destilada

e Trietanolamina

3.2. DISENO METODOLOGICO
3.2.1. DISENO EXPERIMENTAL

Presenta un disefio cronolégico en grupos de experimentacion con la crema base
de aceite esencial de Schinus molle “molle” a diferentes concentraciones con el
objeto de analizar efecto analgésico mediante el método de Hot Plate en 4 series

cronoldgicas y la inflamacion con carragenina al 1% en una serie cronoldgica.

El estudio es prospectivo porque permite la observacion de los efectos producidos
(efecto analgésico y antiinflamatorio) a partir de los factores (aplicacion del aceite

esencial de Schinus molle “molle”) a los que se les trata de buscar los efectos.

3.2.2. TIPO DE ESTUDIO

El presente trabajo es un estudio de investigacion experimental porque se
manipulara deliberadamente una variable (independiente) la dosis del aceite
esencial de Schinus molle “molle” con el objeto de analizar el efecto o causa sobre
otras (dependiente) el efecto analgésico y antiinflamatorio en los animales de

experimentacion.
El estudio es descriptivo y observacional.

El estudio es cuantitativo porque se describira y experimentara las variables de
estudio (efecto analgésico y antiinflamatario) a partir de la aplicacion del aceite

esencial de Schinus molle “molle” a los que se les trata de buscar los efectos.
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a) PARA LA DETERMINACION DE LA DOSIS ANALGESICA:

Se distribuyd en 4 grupos y 1 grupo control (con medicamento control y sin aceite
esencial).

G: grupo de 5 sujetos (animales de experimentacion).

X: tratamiento, estimulo o condicién experimental (presencia de algun nivel de la

variable independiente).
O: medicién a los sujetos de un grupo.

-: ausencia de estimulo (grupos controles).

G1 X1 o1
G2 X2 02
G3 X3 03
G4 X4 04
G5 - 05
Donde:

G1, G2, G3, G4 Y G5= Distintos grupos de 5 sujetos de experimentacion.
X1= crema al 1 % de aceite esencial de Schinus molle “molle”.

X2= crema al 2.5 % de aceite esencial de Schinus molle “molle”.

X3= crema al 5% de aceite esencial de Schinus molle “molle”.

X4= administracion de medicamento control: diclofenaco 1% (Voltaren-cremigel)

- = ausencia de estimulo (la crema sin aceite esencial).
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O1= Salto o lamida de las patas del ratdbn mediante el método de HOT PLATE tras
la aplicacién de la crema al 1% de aceite esencial de Schinus molle “molle”
0O2= Salto o lamida de las patas del ratdbn mediante el método de HOT PLATE tras
la aplicacién de la crema al 2.5% de aceite esencial de Schinus molle “molle”
03= Salto o lamida de las patas del ratén mediante el método de HOT PLATE tras
la aplicacién de la crema al 5% de aceite esencial de Schinus molle “molle”
O4= Salto o lamida de las patas del ratén mediante el método de HOT PLATE tras
la aplicacion de la crema patrén diclofenaco 1% (Voltaren-cremigel).
O5= Salto o lamida de las patas del ratén mediante el método de HOT PLATE la
aplicacion de la crema sin aceite esencial (placebo).

b) PARA LA DETERMINACION DE LA DOSIS ANTIINFLAMATORIA: se

realizé en cuatro grupos y 1 grupo control (con medicamento control y sin

aceite esencial).
G: grupo de 5 sujetos (animales de experimentacion).

X: tratamiento, estimulo o condicién experimental (presencia de algun nivel de la

variable independiente).
O: una medicion a los sujetos de un grupo.

-: ausencia de estimulo (grupos controles).

G1 X1 o1
G2 X2 02
G3 X3 03
G4 X4 04
G5 - 05
Donde:

G1, G2, G3, G4 Y G5= Distintos grupos de 5 sujetos de experimentacion.
X1= crema al 1 % de aceite esencial de Schinus molle “molle”

X2= crema al 2.5 % de aceite esencial de Schinus molle “molle”

X3= crema al 5 % de aceite esencial de Schinus molle “molle”

X4= administracion de medicamento control: diclofenaco 1% (Voltaren-cremigel)

- = ausencia de estimulo (la crema sin aceite esencial).
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O1= Edema plantar con carragenina tras la aplicacion de la crema al 1% de aceite
esencial de Schinus molle “molle”

0O2= Edema plantar con carragenina tras la aplicacion de la crema al 2.5 % de
aceite esencial de Schinus molle “molle”

0O3= Edema plantar con carragenina tras la aplicaciéon de la crema al 5 % de aceite
esencial de Schinus molle “molle”

O4= Edema plantar con carragenina tras la administracion de medicamento
control: diclofenaco 1% (Voltaren-cremigel).

O5= Edema plantar con carragenina tras la aplicacién de la crema sin aceite

esencial (placebo).

3.2.3. MUESTRA

e Se utilizé ratones albinos, distribuidos en 5 grupos de 5 ratones, escogidos

al azar, para la determinacion de la dosis analgésica y antiinflamatoria. 27

3.2.4. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

a) criterios de inclusion

e Delaplanta
Se incluyeron las hojas enteras de la planta Schinus molle “molle”.
e De los ratones albinos

Se incluyd los ratones albinos de la cepa balb/c con un peso promedio
de 20 a 30g, procedentes del Centro Nacional de Productos Bioldgicos

Bioterio del Instituto Nacional de Salud, Lima-Peru.

b) Criterios de exclusion

e Delaplanta

No se incluyd partes aéreas de la planta que estuviera dafada y/o
maltratada, marchita u hojas secas, ni las contaminadas con hongos o

las hojas que hayan enmohecido en el proceso de secado.
e Delos ratones albinos

Se descartd el uso de ratones enfermos y aquellos que no tenian un

peso promedio entre 20 y 30g.
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3.2.5. VARIABLES IMPLICADAS

Variable independiente:

Concentracion de la crema:

Definicion conceptual: cantidad de principio activo presente en un
preparado farmacéutico.

Definicion operacional:

NATURALEZA: Cuantitativa

MEDICION: Directa

ESCALA DE MEDICION: Razén

INDICADOR: Dosis del aceite esencial

EXPRESION FINAL: % (peso/peso)

Variable dependiente:

Efecto analgésico en los animales de experimentacion

Definicion conceptual: El efecto analgésico de una droga es la
manifestacién de la accion farmacolégica a la disminucién del dolor, puede
ser apreciado mediante aparatos sencillos. '°

Definicién operacional:

NATURALEZA: Cuantitativo

MEDICION: Directa

ESCALA DE MEDICION: Nominal

INDICADOR: Salto o lamida de las patas del ratén

EXPRESION FINAL: % del maximo efecto posible (MPE o % de
antinocicepcion)

Efecto antiinflamatorio en los animales de experimentacién

Definicion conceptual: Es la manifestacion de una droga frente a la
modificacion de la respuesta inflamatoria por parte del huésped. ®
Definicion operacional:

NATURALEZA: Cuantitativo

MEDICION: Directa

ESCALA DE MEDICION: Nominal

INDICADOR: Edema plantar inducido por carragenina

EXPRESION FINAL: %Inhibicién aguda
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3.2.5.1. VARIABLES NO IMPLICADAS

Variables intervinientes:

e De la planta en estudio:

TABLA N° 2. VARIABLES INTERVINIENTES DE LA PLANTA EN ESTUDIO

la tierra con relacion a nivel del
mar. (SOPENA, 1965)

VARIABLE Definicion CONCEPTUAL PARAMETRO
CONSIDERADO

Altitud de | Altura en todas sus acepciones, | Altitud de la ciudad del

recoleccion especialmente la de un punto en | Cusco 3300 m.s.n.m.

Coordenadas UTM de la
provincia de Calca.

Longitud: O71°57'28.01"
Latitud: S13°16'7.39"

PH del suelo Representa el logaritmo de la
unidad dividida por la
concentracion de iones de
hidrogeno de una solucion
(BARCELO, 1982)

Acido

Alcalino

Temperatura de | Grado de calor de un cuerpo
secado manifestado por la posibilidad de
transmitir calor a otros que se
encuentran en grado inferior.
(BARCELO, 1982)

Temperatura ambiente 15
a 20°c

Fuente: Elaboracion propia

e De los sujetos de experimentacion:

VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION
OPERACIONAL
Edad Tiempo que ha vivido el animal Meses
Peso Fuerza con que la tierra atrae a los | Gramos
cuerpos, depende de la masa del
cuerpo y de la aceleracién de la
gravedad en el lugar que se trata.

Fuente: Elaboracién propia
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3.2.6. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

TABLA N° 3. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLES DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL
CONCEPTUAL NATURALEZA | MEDICION | ESCALA DE | INDICADORES EXPRESION
MEDICION FINAL
INDEPENDIENTE Concentracion Cantidad de | Cuantitativa Directa La razén Dosis del aceite esencial | % (Peso/peso)
de la crema principio activo
presente en un
preparado
farmacéutico.
DEPENDIENTE Efecto Es la manifestacion | Cuantitativa Directa Salto del ratén o % del maximo
analgésico de la accion Nominal lamida de las patas efecto posible
farmacoldgica a la delanteras. (MPE o % de
disminucion de Ordinal antinocicepcion):
dolor. Tiempo de dosificacion | 7% MPE =
de la crema. 100 x [(L2 - L1)/
(T1-L1)]
Dénde: L1 =
latencia basal, L2 =
latencia postdroga,
T1 = tiempo de
corte.
Efecto Es la manifestacion | Cuantitativa Directa Nominal Edema plantar inducido | %Inhibicién
antiinflamatorio | de una droga frente por carragenina. aguda=((problema-
a la modificacion de Ordinal Tiempo de dosificaciéon | patrén)/problema)

Fuente: Elaboracién propia

la respuesta
inflamatoria por
parte del huésped.

de la crema

x 100
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3.3. PROCEDIMIENTO

El trabajo de investigacion se realizé en la Universidad Nacional de San Antonio Abad del

Cusco, Facultad de Ciencias de la Salud, escuela profesional de Farmacia y Bioquimica,

en los laboratorios de Tecnologia Farmacéutica y el Bioterio.

3.3.1. METODO DE PLACA CALIENTE (HOT-PLATE)

Este es un modelo de dolor somatico clasico, test nocivo de calor-inducido que ha

demostrado proveer un buen indice de actividad antinociceptiva de drogas en humanos.

Este ensayo mide dolor agudo que es debido a la activacion de nociceptores centrales en

el tejido danado, el punto de término es el salto o lamida de las patas y manos del raton

lo cual responde a un reflejo mediado por estructuras supra espinales. °

Descripcion del método:

1.

Los animales fueron colocados sobre una placa caliente a 55 + 1° C, que mantiene
la temperatura mediante una bomba circuladora-calefactora controlada
digitalmente, la latencia del signo de dolor (lamida de ambas patas delanteras o
salto fuera de la superficie caliente) sera registrada mediante un cronémetro.
Se determind el tiempo de respuesta basal al estimulo nociceptivo térmico (55-60°
C) Se realizaron 3 mediciones con un intervalo de 15 minutos para la
determinacion de la latencia basal y se establecera la latencia basal como el
promedio de las tres medidas.
Se calculé un valor de tiempo de permanencia maxima permitida (valor de cut off),
segun la siguiente formula.

ECUACION N° 1. Tiempo de cut off

latencia basal. 10
4.5

cut of f =

A continuacién, se administro el farmaco en estudio y se determind, en el momento
de efecto maximo (previamente determinado) el tiempo que el animal tardaba en
lamer ambas patas delanteras o saltar fuera de la superficie caliente

En ausencia de respuesta, y para evitar dafio tisular en el animal, se le retiro del
hot plate cuando transcurria un tiempo igual al cut off.

Se determind la analgesia mediante la férmula: % del maximo efecto posible (MPE

0 % de antinocicepcion).
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ECUACION N° 2. Porcentaje del Maximo Efecto Posible

(L2 —L1)

Fuente: Bannon A., Malmberg A.” Models of Nocicepton: Hot-Plate, Tail-lick and Formalin
Test in Rodents” ®
Donde: L1 = latencia basal, L2 = latencia postdroga, T1 = tiempo de corte.

FLUJOGRAMA N° 1. Determinacion del efecto analgésico. Método de Hot Plate

El animal fue
cuidadosamente
inmovilizado

l

Se determino del
tiempo basal al

estimulo
Se calculo el
Se determino el / tiempo de
p;omeg!o. de las permanencia
m<|e |IC|:)ne§ \ maxima (valor
para la latencia de cut off)

basal

Se administro
el farmaco en
estudio

!

Se determind el efecto
maximo mediante el
salto o lamida de las
patas delanteras

I

Se determind la
analgesia mediante
la férmula: %MPE

Fuente: Elaboracién propia
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3.3.2. METODO DE EDEMA PLANTAR INDUCIDO POR CARRAGENINA.
DETERMINACION EFECTO ANTIINFLAMATORIO © ¢

El edema plantar causado por la aplicacion de carragenina, fue elaborado por Winter et

al. Siendo modificado posteriormente por Sugishita et al. (1981).

El método de edema plantar inducido por carragenina consiste en la administracion
subcutanea de una solucién de carragenina (un mucopolisacarido sulfatado extraido del
alga marina Chondus crispus a nivel de la aponeurosis plantar de la rata, provocando una
reaccion de caracter inflamatorio mediada por la liberacion de diversos factores del
complemento que estan implicados en la amplificacién de la respuesta. %6

Una hora después de la administraciéon de la sustancia problema, la histamina y la
serotonina tienen un papel principal como mediadores. Aproximadamente de una hora y
media a dos horas y media después de la inyeccion de carragenina, intervienen en las
cininas como mediadores. La ultima fase esta mediada por prostaglandinas (PGE1, PGE2
y PGF2). La respuesta vascular maxima ocurre a las cuatro horas de la administracién y
coincide con la fase mediada por las prostaglandinas. La inflamacion sera medida con el

Pletismometro digital LE 7500 equipo que sera utilizado en nuestro estudio.

1. Se permitié a los animales aclimatarse durante 1 semana en jaulas de fondo
sélido. Se uso6 virutas de madera en la parte inferior de las jaulas porque
proporcionan una superficie mas blanda. Los animales se aclimataron bajo
condiciones estandar de iluminacion y temperatura con alimentos y agua para
eliminar los efectos del estrés.

2. Se hizo la medicién del volumen inicial de la pata derecha posterior de los ratones
en estudio, utilizando el pletismometro digital.

3. Se limpio la superficie plantar de la almohadilla de pie con alcohol de 70% y se
inyecto la solucion (100 pl de carragenina).

4. Media hora después de la aplicacién de la carragenina 1%, la crema con aceite
esencial de Schinus molle “molle” y el estandar farmacolégico se administraron
por via topica.

5. Se hizo la medicién del volumen final de la pata derecha posterior (edema)
utilizando el pletismometro digital a las 1, 2, 3 y 4 horas después de la aplicacion
de la crema con aceite esencial de Schinus molle “molle” a las concentraciones
de 1%, 2.5% y 5%, patrén y el grupo control.

6. Se determind el porcentaje de inhibicién aguda (% Inhibicion aguda) mediante la

formula:
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ECUACION N° 3. Porcentaje de Inhibicién aguda

problema — patrén

problema X100

%Inhibicién aguda =

7. Se procedi6 al sacrificio de los animales.

FLUJOGRAMA N° 2. Determinacion del efecto antiinflamatorio. Método del edema
plantar inducido por Carragenina

Fuente: Elaboracion propia
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3.3.3. ESTUDIOS PRELIMINARES

3.3.3.1. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD DE Schinus molle
‘MOLLE"

Método gravimétrico: Pérdida de peso por calentamiento. 2!

Fundamento: Basado en la pérdida de peso por el calentamiento a una temperatura de
50 a 100°C hasta obtener un peso constante. Por diferencia de pesos se hallé la humedad

y luego se determiné el porcentaje de humedad,
Procedimiento:

a. Se peso aproximadamente 5 gramos de la planta fresca y se traspasé a una placa
de Petri previamente tarada.

b. Se coloco en la estufa a una temperatura de 70°C.

c. Se retird de la estufa luego de 8 horas, se dejé enfriar para después pesar.
Calculos:

ECUACION N° 4. Formula del porcentaje de humedad

%H = (P1=P2) 100
T TP

Donde:
%H: porcentaje de humedad.
P1: peso de la muestra fresca.

P2: peso de la muestra seca.

3.3.3.2. OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle “MOLLE”

e Recoleccion de la muestra: La recoleccion de la especie vegetal fue realizada en
el departamento de Cusco - provincia de Calca (Coordenadas UTM: Longitud:
071°57'28.01", Latitud: S13°16'7.39") en su estado silvestre, en bolsas de
polietileno, agregandole 10 ml de etanol al 70 % para la estabilizacién de los
principios activos, se utilizé las hojas de la especie en estudio sanas, limpias y sin
insectos. La planta se recolecto los dias de sol, sin estar humedas y cuando el
rocio se evaporo.

e Seleccién de la muestra: se realizé antes del proceso de secado y para esto se
selecciond las hojas de la especie en estudio, se separaron las hojas partidas,
marchitas o secas, malogradas, las hojas que tengan la presencia de bichos,
hongos o algunas plagas que puedan evidenciarse.

e Secado y estabilizacion de la muestra.

63



e Colocar 240 gr de muestra seca en el matraz con el disolvente organico.

¢ Obtencion del aceite esencial por destilacion simple.

FLUJOGRAMA N° 3. Recoleccion, secado y obtencion del aceite de Schinus molle

“Molle”

Recoleccion de la
muestra (las hojas, de
Schinus molle “molle”)

|

Seleccion de la
muestra (las hojas de
Schinus molle “molle”)

!

Secado y estabilizacion
de la muestra (las hojas
de Schinus molle
“molle”)

l

Colocar la muestra
seca en el matraz
con el solvente
organico

!

Obtencion de
aceite esencial de
Schinus molle

Fuente: Elaboracion propia.
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3.3.3.3. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE EXTRACCION DEL ACEITE
ESENCIAL DE Schinus molle “MOLLE” 87

Se utilizé 1kg de hojas secas de Schinus molle “molle”, obteniendo al final un total de 20
mL de aceite esencial. El porcentaje de extraccion por arrastre de vapor, se calculé con

la siguiente formula.

ECUACION N° 5. porcentaje de extraccion del aceite esencial

VAE(mL)

%RAE = T@X

100

Donde:
VAE: volumen del aceite esencial obtenido en mililitros &’
Pm: peso de la muestra a destilar en gramos ¢’

Determinacion del porcentaje de extraccion del aceite esencial de Schinus molle “molle”
3.3.3.4. CARACTERIZACION FiSICA DEL ACEITE ESENCIAL
3.3.3.4.1. Preparacién de la muestra

Es un matraz Erlenmeyer se adiciono aceite esencial de Schinus molle “molle”, en una
calidad no mayor al 66% del volumen total del matraz. Posteriormente se adiciono sulfato
de magnesio recién desecado, neutro, igual a mas o menos el 10% del peso de aceite
esencial, se agito vigorosamente y luego se filtr6. (Norma Técnica Peruana: NTP ISO-

279:2011) 8. La muestra preparada fue utilizada para los andlisis respectivos.
3.3.3.4.2. Densidad por el método picnémetrico

La densidad y densidad relativa fueron determinados segun la Norma Técnica Peruana:
(NTP 319.079:1974). ©°

Para la determinacién de la densidad se procedio a pesar el picnédmetro vacio y anotar el
peso (p), utilizando una balanza analitica. Luego se peso el picndmetro conteniendo agua
destilada a aproximadamente 20°C. La densidad relativa P,,, en gr/ml, se calcul6 con la

siguiente formula:
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ECUACION N° 6. Formula de la densidad por el método picnémetrico

P,_P
pao = 0,99718
P,

Dénde: P es el peso en (g) del picndmetro vacio; P1 el peso en (g) del picnédmetro lleno
con agua destilada a 20°C; P2 el peso en (g) del picnémetro lleno con aceite esencial a
20°C

3.3.3.4.3. indice de refraccion

Para el analisis se usé un refractometro digital AR200, cuyo principio es la relacion de
aire, sustancia medida a 20°C. a la muestra preparada se le verifico la accion del agente
desecador por una serie de modificaciones del indice de refraccion, después de cada
desecado. (Norma Técnica Peruana: NTP-ISO 280:2011). 7

3.3.3.4.4. Poder rotatorio

La determinacion del poder rotatorio especifico se realizdé con un Polarometro Atago AP-
300. Sobre el aceite esencial diluido en metanol 99%. El poder rotatorio especifico de un
aceite esencial, es el angulo sobre el cual rotaria el plano de polarizacién de la luz si este
atravesara un espesor de 1dm de una solucion convencional de un aceite esencial que
contuviera un gramo de sustancia activa por mililitro. Se expresa en grados y minutos, a
una temperatura conocida, generalmente 20°C, y en relaciéon a una longitud de onda de
luz sefialada. (Norma Técnica Peruana: NTP 319.076:1974). 7

Esta dado por la siguiente expresion:

ECUACION N° 7. Formula del poder rotatorio
_ AXV
b LxP

20°C

Donde: A es el angulo de rotacion observado (en grados); L es el espesor atravesado (en

dm); V es el volumen de la solucion (en mL); P es el peso de la sustancia disuelta (en g).
3.3.3.4.5. Solubilidad en etanol

Primero se realizé las diluciones de etanol de 96° hasta 40°; asi mismo se preparara la
solucion testigo que nos dara el grado de opalescencia segun la Norma Técnica Mexicana
NMX-K_081-1976. 72
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A una probeta se transfirid6 1mL de muestra y posteriormente se agregara etanol de 40° a
96° GlI, hasta un volumen maximo de 20 mL, se agitara constantemente con un agitador
Vortex. Obtenida la dilucion translucida, se anotara el volumen V de etanol que sera
utilizado. Si hubiese turbidez antes de haber agregado los 20 mL de etanol, se anotara el
volumen V’ con el que apareci6 la turbidez y eventualmente el volumen V” con el cual

desapareceria.

3.3.3.4.7. Pruebas de solubilidad en Etanol a diferentes concentraciones

TABLA N° 4. PRUEBAS DE LA SOLUBILIDAD DEL ACEITE ESENCIAL A
DIFERENTES CONCENTRACIONES

Etanol al 40%
Etanol al 55%
Etanol al 70%
Etanol al 85%
Etanol al 96%
Fuente: Elaboracion propia

3.3.3.4.8. Solubilidad en solventes organicos

Agua destilada Cloroformo
Metanol Eter etilico
Acetona Hexano
Eter de petréleo Benceno

Fuente: Elaboracion propia

3.3.3.5 ANALISIS POR CROMATOGRAFIA

3.3.3.5.1 DETERMINACION DE LOS COMPONENTES POR CROMATOGRAFIA DE
GASES

En una fiola se adiciono 10 pyL de aceite esencial; aforandose con 10mL de
metanol después de homogenizar; se trasvaso a un vial de 1.5 mL para el analisis.
La composicidon quimica del aceite se determind por un cromatégrafo de gases. El
detector trabajara a un rango de masas de hasta 800 uma, las temperaturas de
inicio y final seran de 200°C y 280 °C respectivamente. Se utilizé una columna
Angilent HP-5MS 5%fenil metil siloxano (30 m x 0.25 mm de diametro x espesor
0.5 ym). Helio que fue usado como gas portador con un flujo de 1ml/min a volumen
constante. Presion 8,23 psi. La inyeccion fue realizada en un inyector del tipo “Split
splittles” a 280 °C, 1 ul de solucion de aceite esencial en metanol sera inyectado

y analizado. La temperatura del horno CG fue programada inicialmente a 60 °C y
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luego hasta una temperatura final de 280 °C a razon de 5°C/min. La identificacion
de los compuestos se realizé con un sistema computarizado de datos MSD Chem
Station; mediante el uso combinado de las bases de datos NIST1L y Flavor2L;

pertenecientes a este sistema. °

FLUJOGRAMA N° 4. Determinacion de los componentes por Cromatografia de Gases

homogenizar

Fuente: Elaboracién propia.
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3.3.3.6.

PRE FORMULACION DE LA CREMA:

Formulacion 1: Crema agua en aceite (W/O)

INSUMO NOMBRE INCI CANTIDAD (100 g)
Alcohol Cetilico Cetyl alcohol 15 gr
Cera De Abeja Cera Alba 1gr
Propilenglicol Propylene glicol 10gr
Lauril sulfato de sodio Sodium Laureth Sulfate 2gr
Parabenos | Nipagin Methylparaben 0.05gr
Nipasol Propylparaben 0.022 gr
Agua Destilada Water (Agua) CS.P

Formulacion 2: Crema aceite en agua (O/W)

Fuente: Narro J. “Sistema de laboratorios para el desarrollo y la innovacion” ™

INSUMO NOMBRE INCI CANTIDAD

% g
Acido estearico Estearic Acid 15-20% 15-20g
Alcali (KOH) Potassium hydroxide 0.7% 0.7g
Glicerina Glycerin 8% 89
Agua Water 76.3% 76.39
Metilparabeno Methylparaben c.S.p C.S.p
Propilparabeno Propylparaben C.s.p. C.S.p.

Formulaciéon 3: Crema aceite en agua (O/W)

Fuente: Narro J. “Sistema de laboratorios para el desarrollo y la innovacion”

INSUMO NOMBRE INCI CANTIDAD

% g
Cera Lanette Sodium cetearyl sulfate | 37.5g 37.59
Tween 80 - 7.5% 7.5g
Glicerina Glycerin 7.5% 7.59
Metilparabeno Methylparaben 0.225% 0.225¢g
Propilparabeno Propylparaben 0.225% 0.225¢g
Agua Destilada Water C.S.p C.S.p

Fuente: Narro J. “Sistema de laboratorios para el desarrollo y la innovacion” 3

69



COMPONENTES DE LAS
FORMULAS

FUNCIONES

Alcohol Cetilico

Agente co-emulsionante, da consistencia,
es emoliente y da estabilidad a las
emulsiones.

Cera De Abeja

Propiedad emoliente, ademas de textura
plastica y elastica dando consistencia a
las emulsiones.

Propilenglicol

Agente humectante

Lauril sulfato de sodio

Tensioactivo y espumante

Acido estearico

Agente emulgente, da dureza y a la vez
tiene propiedades emolientes.

Alcali (KOH) Alcali con propiedades saponificantes
Glicerina Agente humectante.

Cera Lanette Da consistencia y estabilidad.

Tween 80 Co-emulsionante de aceite en agua

Agua Destilada

Poder disolvente

Metilparabeno

Propiedad fungicida y bactericida

Propilparabeno

Propiedad fungicida y bactericida

Fuente: Narro J. “Sistema de laboratorios para el desarrollo y la innovacion” "
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FLUJOGRAMA N° 5. Elaboracién de la crema con aceite esencial de Schinus molle “molle” (formula N°1)

Cera De Abeja

Alcohol Homogenizar
Cetilico mediante
agitacion

constante- T: 70 ‘ SOLUCION
Propilenglicol °c A

Lauril sulfato
de sodio Incorporar el aceite
esencial de Schinus

[ SOLUCION B J

PRUEBAS
FISICOQUIMICAS

J

PRUEBAS
MICROBIOLOGICAS

Agua
Destilada

PRUEBAS
ORGANOLEPTICAS

FUENTE: Elaboracién propia
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3.3.3.7. CONTROL DE CALIDAD

En toda la industria fabricante de productos cosméticos debe existir un, independiente de
los departamentos de produccién, destinado a garantizar la calidad de los productos,
desde el inicio de su elaboracidn, hasta que se encuentre listo para el expendio, mediante
ensayos fisicoquimicos, microbiolégicos y farmacologicos que exigen cada tipo de

preparado.

3.3.3.7.1. CONTROL DE CALIDAD PARA CREMAS

Los parametros a ser evaluados en los productos sometidos dependen de las

caracteristicas del producto en estudio y de los componentes usados en su formulacion.

3.3.3.7.2. EVALUACION ORGANOLEPTICA

Proporcionan parametros que permiten evaluar inmediatamente el estado en que se
encuentra la muestra en estudio por medio de analisis comparativos, con el objetivo de
verificar alteraciones como: separacion de fases, precipitacion y turbiedad permitiendo el
reconocimiento primario del producto. Se debe utilizar una muestra de referencia,
recientemente elaborada, o una muestra del producto, almacenada a temperatura

adecuada, para evitar modificaciones en las propiedades organolépticas. "

Las caracteristicas organolépticas determinan los parametros de aceptacion del producto

por el consumidor, de un modo general se evaluan:

e Aspecto
e Color
e Olor

e Sensacion al tacto

3.3.3.7.3. EVALUACION FISICOQUIMICA

Es importante para estudiar alteraciones en la estructura de la formulacién que no son
comunmente perceptibles a simple vista. Estos analisis pueden indicar problemas de
estabilidad entre los ingredientes o resultado del proceso de fabricacion. Los analisis

fisico-quimicos sugeridos son: 7
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e Valor del pH

Es importante recordar que el pH es una medida de acidez o alcalinidad, indica la
concentracion de iones hidronio presentes en determinadas sustancias. Los métodos

utilizados para la verificacion del valor de pH de la muestra son: 7

Determinacién calorimétrica: por medio de indicadores universales, escalas

preparadas con soluciones buffers e indicadores. Presenta baja sensibilidad. Pequefias

variaciones de acidez o basicidad en las formulaciones son dificilmente observadas. ™

Determinaciones potencio _métricas: se utiliza el PH metro (peachemetro) y la

determinacion es medida por la diferencia de potencial entre dos electrodos inmersos en

la muestra de estudio.
e Densidad

Es representada por la relacién entre la masa de una sustancia y el volumen que ocupa
y, generalmente para los liquidos, es determinada empleandose picnometro o
densimetro. En el caso de liquidos o semisdlidos este parametro puede indicar la

incorporacion de aire o la perdida de ingredientes volatiles. ™

e Observacién microscopica

Se utilizé un microscopio. para observar la presencia de cristales liquidos se depositd una
pelicula fina de cada sistema en el portaobjeto. Para determinar la presencia de gotas

secundarias se observo con luz ordinaria la dilucion 1:10 de cada sistema. 7°

e Medicion del HLB

Los agentes tensioactivos son moléculas que poseen una parte lipdfila y otra hidrdfila, la
escala mas utilizada para medir la relacién entre la parte hidréfila y la lipdfila de un
tensioactivo es el HLB (hydrophilic-lipofhilic balance) o equilibrio hidréfilo-lipdfilo. La
escala de HLB es una medida de la hidrofilia del tensioactivo; los valores mas altos

corresponden a tensioactivos mas polares, y los mas bajos a compuestos menos polares.

Los aceites y ceras, que constituyen la fase oleosa de las emulsiones, tienen diferentes
requerimientos de HLB para formar una emulsion O/A o A/O. estos valores se conocen
como HLB requerido (HLBR) por la fase oleosa y sirven como criterio de seleccion del
emulgente. El (HLBr) de una mezcla de excipientes se calcula utilizando la siguiente

ecuacion.

HLBg(fase oleosa)=2Xa HLBRA
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e Estabilidad fisica

Para determinar la estabilidad fisica se aplicaron los siguientes métodos, en todos los

casos se realizaron por triplicado:

Centrifugacion

La prueba de centrifugacién produce estrés en la muestra simulando un aumento en la
fuerza de gravedad, aumentando la movilidad de las particulas y anticipando posibles
inestabilidades. Estas podran ser observadas en forma de precipitacion, separacion de
fases, formacion de escamas (caking), coalescencia entre otras. La muestra es
centrifugada en temperatura, tiempo y velocidad estandares. En seguida se evalua

visualmente la muestra. ™

Se utilizd una centrifuga Gelectronic G-42, se centrifugaron 5 g de cada emulsién durante

30 minutos a 2500 rpm.

e [Estrés térmico

Se realizaron almacenamientos consecutivos durante 48 horas a cada una de las
siguientes temperaturas: 40 + 2 °C, 5 £+ 2 °C y 40 + 2 °C. Al finalizar el ensayo se
observaron las muestras a simple vista con el fin de detectar separacion de fases, y con
microscopio polarizante para detectar posibles cambios en las caracteristicas liquido-

cristalinas. 7®

e Estabilidad fisica a 40 °C

Los sistemas se almacenaron durante 1 mes a 40 £+ 2 °C. Luego se observo visualmente
para detectar separacién de fases y con microscopio polarizante para detectar posibles

cambios en las caracteristicas liquido-cristalinas. "

e Extensibilidad

El estudio del area de extensibilidad proporciona una medida de umbral de deformacion
del sistema y guarda estrecha relacion con la apariencia de formulaciones semisdlidas.
Un semisdlido no debe ser ni poco extensible (muy viscoso), ni demasiado extensible
(muy fluido) ya que seria muy desagradable a la hora de su aplicacién e incomodo para
el usuario, por lo que se requiere que este en un término medio y que con el tiempo se

mantenga estable. 7’

74



3.3.3.7.4. EVALUACION MICROBIOLOGICA:

La evaluacion microbioldgica permite verificar si la eleccion del sistema conservante es
adecuada, o si la incidencia de interacciones entre los componentes de la formulacion

podra afectarle la eficacia. ™

1: Preparacion de la muestra ®

e Se tomd 0.25 mL de Tween 20 y se mezcld con 100 mL de TSB (caseina soja) se
agito hasta obtener una dilucion homogénea.

e Se tomo6 10mL de la muestra y se agregara 90mL de diluyente caseina soja +
Tween. Se procedid a agitar 25 veces para obtener una mezcla homogénea la
cual es la dilucion 10". Con una pipeta estéril se tomé 1 mL de la dilucion obtenida
la cual se agregd en un tubo que contenia 9 mL de caldo caseina soja. Asi se
obtendra una dilucion 102. De esta se tomé 1 mL con una pipeta estéril se agregd
en un tubo que contiene 9 mL de caldo Caso obteniéndose la dilucion 1073,

e Se tomd 0.25 mL de Tween 20 y se mezclé con 100 mL de caldo lactosado
(caseina soja), se agito hasta obtener una dilucién homogénea.

e Se tomo6 10 mL de la muestra y se agregd 90 mL de caldo lactosado y se realizd

las demas disoluciones (107',102,10°%).

Esquema 1. Preparacion de la muestra para el analisis microbiologico

1 mL 1 mL
SOLUCION A ( &>
| || = I D
o I 101 2
0.25 mL de Tween 20 10 mL 10
(neutralizante)+100 mL muestra+90 mL 9 mL 9mL
TSB (diluyente) \ solucion A diluyente diluyente
1 mL 1 mL
SOLUCION B (

' Y a U

& =< & J J

10 102
0.25 mL de Tween 10 mL 9 mL
i m
20(neutrallzante)+1'00 mL muestra+90 mL Siluvente 9.mL
Caldo lactosado (diluyente) solucion B y diluyente

Fuente: Elaboracion propia segun USP 37 78
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2: Presencia de aerobios mesofilos viables 78
Método: Recuento en la placa por siembra en todo el medio.

Procedimiento:

e Se pipeteo 1 mL de cada una de las diluciones realizadas en el caldo caso (1073,
102, 10") en placas Petri por triplicado.

e Luego se anadio en cada una de las placas 15 mL de agar caso (Templado a 44
-46 °C).

e Se mezcld el inéculo con el medio fundido, mediante movimiento de vaivén:
moviendo la placa de arriba abajo, de derecha a izquierda en una sola direccion.
Se roto la placa en el sentido de las agujas del reloj y en sentido contrario a las
agujas del reloj.

e Seincubo las placas invertidas a 37°C durante 24 -48 horas.

e Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se realizé la lectura de las placas.

e Se expresO el numero de microorganismos aerobios mesofilos por gramo de
muestra (ufc/g mL), multiplicando el numero de colonias por la dilucién

correspondiente.

Esquema 2.Recuento de microorganismos Aerobios mesoéfilos

101
vj_ 10 10°
/
,” \
[
Muestra 10mL + //
caldo TSB 90 mL / \

1mL
§ § §

) \ Agar
Cada muestra se (- J AR ) .
hizo por - - AR J caso
triplicado
N i
N

Incubar a 37°C 24h

Recuento de microorganismos

Fuente: Elaboracién propia segun USP 37 78
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3: Recuento de hongos y levaduras @
Método: Siembra por difusion
Procedimiento:

e Se tomd 1 mL de cada una de las diluciones realizadas en caldo caso y se colocé
en cada placa Petri, enseguida se afiadié a cada placa Petri 15 mL o 20 mL de
agar Sabouraud, a no mas de 45°C, se preparo tres placas por dilucion.

e Seincubo las placas invertidas a una temperatura de 20 °C a 25°C durante 5a 7
dias.

e Transcurrido el tiempo de incubacién, se realiza el conteo, se seleccioné las
placas correspondientes a una dilucion que muestre el mayor nimero de colonias,
pero no menos de 100 colonias.

e Se expresa el numero de hongos y levaduras por gramo o mL de muestra (ufc/g

o mL), multiplicando el numero de colonias por la dilucién correspondiente.

Esquema 3. Recuento de Hongos y Levaduras

101
‘Tj 10 103
/
/ \\
/ \
Muestra 10mL + ‘/ \
caldo TSB 90 mL / \\
1mL 1mL 1mL
Cada muestra se
. \ | | Agar
hizo por ¢ ) Lok J i )
triplicado : : ; sabouraud
T —~ —

Incubar a 25°C 5-7dias

Recuento de microorganismos

Fuente: Elaboracién propia segun USP 37 78
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4: Recuento de escherichia coli ”®
Método: recuento de placa por siembra en todo el medio.

Procedimiento:

1. Luego de haber sido inoculado por 24 horas a 37C° las diluciones realizadas en

caldo lactosado, se realizd la siembra de cada dilucién (10,10 2 10-*) mediante

un asa de siembra por estrias hasta agotamiento en placas que contenian agar

Mac Conkey, cada dilucién se trabajo por triplicado.

Se incubo las placas invertidas a 37 °C durante 24-72 horas.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacioén, se realizé el conteo de las placas

correspondientes a una dilucién que presentan entre 30 y 300 colonias.

Esquema 4.Recuento de escherichia coli

Muestra + caldo 90LmL

1.0mL 1.0mL

—h W? l |
ke i
@@@
S

SEE

Incubar a 25 °C

Fuente: Elaboracion propia segun USP 37 78
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5: Recuento de Pseudomona Aureginosa ®
Método: recuento de placa por siembra en todo el medio.
Procedimiento:

1. Luego de haber sido inoculado por 24 horas a 37C° las diluciones realizadas en
caldo lactosado, se realizd la siembra de cada dilucién (10,10 2 10-*) mediante
un asa de siembra por estrias hasta agotamiento en placas que contenian agar
manitol salado, cada dilucién se trabajo por triplicado.

Se incubaron las placas invertidas a 37 °C durante 24-72 horas.
Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se realizara el conteo de las placas.
No debe presentar crecimiento de colonias, las lecturas se deben realizar a las 24

y 48 horas.

Esquema 5.Recuento de Pseudomona Aureginosa

Muestra + caldo 90LmL

1.0mL 1.0mL

el lw.g
%

@@@
S=lS S
=

Incubar a 37 °C

Fuente: Elaboracion propia segun USP 37 78
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6: Recuento de Staphylococcus aureus 7®

Método: recuento de placa por siembra en todo el medio.

Procedimiento:

1.

Luego de haber sido inoculado por 24 horas a 37C° las diluciones realizadas en
caldo lactosado, se realizd la siembra de cada dilucién (10,10 2 10-*) mediante
un asa de siembra por estrias hasta agotamiento en placas que contenian agar
manitol salado, cada dilucién se trabajo por triplicado.

Se incubo las placas invertidas a 37 °C durante 24-72 horas.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se realizé el conteo de las placas.
No debe presentar crecimiento de colonias, las lecturas se deben realizar a las 24

y 48 horas.

Identificacion de Staphylococcus aureus (coagulasa positiva):

Una vez realizada el recuento, se aisldé algunas colonias caracteristicas (color
amarillo), repicando en agar Chapman.

Se incubo las placas a 37 °C por 24 horas.

Se tomaron algunas colonias caracteristicas de color amarillo para realizar la
coloracién de Gram (cocos gram positivos en racimos) y la prueba de la catalasa,
la cual debe ser positiva.

Dichas colonias se repicaron en agar manitol salado y agar sangre.

Se incubaron las placas a 37 °C durante 24-48 horas.

Culminado el tiempo de incubacion, se tomd en cuenta las colonias presuntivas
de S. aureus (aquellas que haran virar del medio de cultivo a amarillo en agar
manitol salado y presentaron B-hemolisis en agar sangre) para realizar la prueba

de la coagulasa, la cual debe ser positiva para la confirmacion de S. aureus
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Esquema 6.Recuento e identificacion de Staphylococcus aureus

Muestra + caldo 90LmL

/

1.0mL 1.0mL

el lw.,
b’

@@@
Sl
SlSa S

!

Incubar a 37 °C- 24h

Fuente: Elaboracion propia segun USP 37 78

e Limites microbianos establecidos segun la USP 37

Las especificaciones segun la USP 37 para la determinacion de Limites Microbianos y

Microorganismos patégenos en Productos No Estériles se indican en la Tabla N° 5 que

esta a continuacion:
TABLA N° 5. LIMITES MICROBIANOS SEGUN USP 37

Microorganismo Especificaciones segun USP 37
Aerobios mesofilos viables <103

Hongos y levaduras <102

Escherichia coli No se admite

Pseudomona Aureginosa No se admite

Staphylococcus aureus No se admite

Fuente: USP 37 78

3.3.3.8. ANALISIS DE DATOS
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En el analisis descriptivo de los datos se utilizd el programa estadistico SPSS 25 y
programas estadisticos de tendencia central y de dispersion como la media, desviacion

estandar y los porcentajes.

Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos
Técnicas pararecoleccion de datos:

» Observacion en el laboratorio de la formacién de edema en la pata izquierda
posterior de los animales de experimentacion para obtener el porcentaje de
inhibicion del proceso inflamatorio en la prueba in vivo del edema inducido por
carragenina al 1%.

» Observacion en el laboratorio del el salto o lamida de las patas y manos del ratén
lo cual responde a un reflejo mediado por estructuras supra espinales, para
obtener el porcentaje de maximo efecto posible

» Observacion en el laboratorio para la prueba de solubilidad y analisis fitoquimico

cualitativo del aceite esencial de Schinus molle “molle”.
Instrumentos de recoleccion de datos:

» Se utilizé la ficha de recoleccion de datos para la evaluacion del efecto analgésico
de la crema con aceite esencial de Schinus molle “molle”. (Anexo N°7)

» Se utilizé la ficha de recoleccion de datos para la evaluacién del efecto
antiinflamatorio de la crema con aceite esencial de Schinus molle “molle”. (Anexo
N°8)

» Espectrofotometria de masas para la identificacion de los componentes del aceite

esencial de Schinus molle “molle”.
TECNICAS PARA EL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos fueron procesados de acuerdo a métodos estadisticos
establecidos para la comparacion de medias obtenidas en los grupos de experimentacion

segun el tratamiento.
PRUEBA DE NORMALIDAD.

Esta prueba se utilizara para comprobar la hipétesis de normalidad, necesaria para que

el resultado de analisis sea fiable para el ANOVA.

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)
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El analisis de varianza (ANOVA) para un factor o de una via sirve para comparar

promedios de varios grupos de una variable cuantitativa.

Esta técnica tiene como objetivo principal determinar de qué manera influye el factor
(tratamiento) en la variable respuesta (eficacia de la crema a base de aceite esencial de

Schinus molle “molle”).

Para este fin se plantea el modelo estadistico para un solo factor:
Yi=p+Tite€i i=1,2,.....,a y j=1,2,3,.....n
Donde:

Yi: es la variable respuesta

M: media general

Ti:es el efecto del tratamiento

€. es el error aleatorio

En nuestro caso a=5y n=5

A partir de este modelo estadistico, nos planteamos una hipétesis de la comparacion
multiple de medias, para tal efecto en este modelo los efectos del tratamiento T se define

usualmente como desviaciones con respecto a la media general (u).

Entonces nos interesa probar la igualdad de las medias de los tratamientos; es decir; hay

que observar la hipotesis siguiente:
Ho: 1= M2=...= Ha

Ha: pi# y;para cualquier i#j
Equivalente

Ho: el factor (tratamiento) no influye significativamente en la variable respuesta (eficacia

de la crema con aceite esencial)

Ha: el factor (tratamiento) influye significativamente en la variable respuesta (eficacia de

la crema con aceite esencial)

En el Analisis de Varianza (ANOVA) el punto critico o nivel critico (sig. < 0.05), juega un
papel muy importante en la hipotesis. Si sig.< 0.05 se rechaza la hipétesis nula, por lo

tanto, se acepta la hipotesis alterna.
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Los datos experimentales se presentaran como la Media + error estandar de la Media
(E.S.M) del porcentaje de inhibicion. el analisis se complementa usando ANOVA de una
via seguido de analisis de Dunnet para evaluar la significancia de las diferencias de los

tratamientos frente al control, para evaluar diferencias entre tratamientos.
PRUEBA DE TUKEY

El test HSD (Honestly-significant-difference) de Tukey es un test de comparaciones
multiples. Permite comparar las medias de los t niveles de un factor después de haber
rechazado la Hipétesis nula de igualdad de medias mediante la técnica ANOVA. Es, por
o tanto, un test que trata de perfilar, trata de especificar, una Hipotesis alternativa genérica

como la de cualquiera de los test ANOVA.
PRUEBA DE LEVENE

Esta prueba se utilizd para corroborar que las medias obtenidas de las formaciones de
los edemas de cada grupo de experimentacion son significativamente diferentes y poder

determinar que concentracion es mas efectiva, por lo que esta prueba nos indica:
Ho: las varianzas en cada grupo son homogéneas

Ha: las varianzas en cada grupo son heterogéneas

PRUEBA DE GAMES HOWELL

Esta prueba se utilizé para realizar comparaciones multiples entre los grupos de estudio
y saber si existe diferencia significativa entre todos los grupos comprobando si cada grupo
tiene un comportamiento diferente con respecto al efecto inhibitorio del proceso de

inflamacion y el efecto antinocicepcion.
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FLUJOGRAMA N° 6. Evaluacion de la actividad Analgésica y Antiinflamatoria de una crema a base de aceite esencial de Schinus molle “Molle”
en animales de experimentacion”

Fuente: Elaboracién propia

85



CAPITULO IV



ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD DE LAS HOJAS DE
Schinus molle “MOLLE”

TABLA N° 6. PORCENTAJE DE HUMEDAD DE LAS HOJAS DE Schinus molle

"MOLLE"

MUESTRAS NUMERO DE MUESTRAS

M1 M2 M3
Peso de la muestra fresca g 5g 59 59
Peso de la muestra seca g 1149 0.75 0.9
Porcentaje de humedad % 78 85 82
Promedio del porcentaje de 81.67%
humedad%

Fuente: Elaboracion propia segun los datos experimentales

Andlisis y discusion de resultados

El porcentaje de humedad de las hojas de Schinus molle “molle” de acuerdo al método
gravimétrico es de 81.67% (prueba realizada por triplicado) valor que refleja un alto
contenido de agua en las hojas y demuestra su propension a la contaminaciéon por

bacterias y especialmente hongos. 3" 7°

Segun el estudio de Lopez R. y Caso N. “Rendimiento y composicion quimica de aceites
esenciales de Eucalyptus archeri y Schinus molle - Valle del Mantaro- 2015” 8 que
presenta un porcentaje de humedad de 93.610%. El cual es mayor al porcentaje obtenido
en nuestra planta de, 81.67%, que podria ser un valor que puede determinar cierta

diferencia entre la especie por la ubicacion geografica y época de recoleccion. 3

El porcentaje de humedad nos permite tener las consideraciones necesarias para el
proceso de secado de la muestra, estabilizando la muestra en estudio, para interrumpir
los procesos enzimaticos y de degradacion de los metabolitos evitando el desarrollo de
bacterias, hongos y putrefaccion, procesos de oxidacion que llevarian a inestabilidad de

dichos metabolitos.
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4.2 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL
DE Schinus molle “MOLLE”"

TABLA N° 7. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE EXTRACCION DEL ACEITE
ESENCIAL DE Schinus molle “MOLLE”

PESO HOJAS SECAS ACEITE EXTRAIDO % DE EXTRACCION DEL
ACEITE ESENCIAL.
VAE(mL)
%RAE = ————x100
Pm(g)
204 gr. 4.1 mL 2
195gr 3.9mL 2
202 gr 4.1 mL 1.98
204 gr 4.0 mL 1.96
195 gr 3.9mL 2
20 mL 1.99%

Fuente: Elaboracion propia segun los datos experimentales

Andlisis y discusion de resultados

El porcentaje de extraccion permite calcular la cantidad de muestra seca necesaria para
obtener el aceite esencial y asi poder determinar la cantidad necesaria para realizar los

diferentes ensayos en el trabajo de investigacion.

Segun Moncada F. “Determinacion de la composicién y actividad antimicrobiana del
aceite esencial de Schinus molle L. “molle” de Arequipa y Moquegua contra klebsiella
pneumoniae, Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus” 8" determina un porcentaje de
extraccion de 1.18% del aceite esencial de los frutos Schinus molle “molle”, para nuestra
investigacion el porcentaje de extraccion fue de 1.99 % siendo este mas elevado, sin
embargo, esto puedo verse afectado por distintos parametros entre ellos que la obtencion
del aceite esencial para nuestra investigacion fue en base a hojas de Schinus molle

“molle”.
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4.3 CARACTERIZACION FiSICA DEL ACEITE ESENCIAL

4.3.1. DENSIDAD POR EL METODO PICNOMETRICO DEL ACEITE ESENCIAL DE
Schinus molle “MOLLE”

Densidad 20°C Método picnémetrico
0.8693g/ml

Fuente: Elaboracion propia segun los datos experimentales

Andlisis y discusion de resultados

El método picndmetro, esta incluido dentro de las exigencias de las normas ISO, para la

determinacion de la densidad.

Si comparamos el valor obtenido en el estudio realizado por Lépez R. y Caso N.
“‘Rendimiento y Composicion Quimica de Aceites Esenciales de Eucalyptus archeri y
Schinus molle - Valle del Mantaro- 2015” 8 el cual también realiza estudios fisicoquimicos
a esta misma especie en el que se obtiene un valor para la densidad igual 0.838 g/mL. y
por otro lado se tiene el estudio realizado por Ramirez R., Soto R. “Efecto antibacteriano
del aceite esencial de las hojas de molle (Schinus molle) frente a cepas de escherichia
coli” in vitro. Lima -2018” 8 quien obtuvo un resultado para la densidad de 0.9165 g/mL,
lo que nos indica una escasa variacion en los resultados obtenidos de 0.8693g/mL que
podria deberse a factores externos como la técnica de manipulacién, condiciones

climaticas y geograficas de la recoleccion de la planta etc.

Siendo este el caso decimos que nuestro resultado es 6ptimo pues se encuentra dentro
de los valores estandar para aceites esenciales referidos por Bandoni Arnaldo (2000) “°,
que indica “casi todas las esencias poseen una densidad menor que el agua (densidad <

1); algunas excepciones son las esencias de clavo, canela, ajo y gaulteria”

Asi mismo Orturio S.; Manuel F. (2006) 8, dice que “la mayoria de los aceites esenciales,
al estar compuestos fundamentalmente por terpenos y derivados, compuestos organicos
con atomos ligeros (C, H, O) formando cadenas y anillos, tienen una densidad menor que
el agua, pero hay algunos aceites esenciales con densidad mayor, como los de

almendras amargas, mostaza, canela, perejil o clavo de olor”. &

Entonces podemos deducir mediante los resultados obtenidos que el aceite obtenido por
destilacion simple cumple con lo establecido, siendo estas de calidad y pureza, asi mismo
se observa una minima diferencia que puede deberse a la técnica y las condiciones

ambientales.
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4.3.2. INDICE DE REFRACCION DEL ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle
“MOLLE”

Se obtuvo el siguiente resultado:

INDICE DE REFRACCION 1, 7052

Fuente: Elaboracion propia segun los datos experimentales

Andlisis y discusion de resultados

En el estudio realizado por Ramirez R., Soto R. “Efecto antibacteriano del aceite esencial
de las hojas de molle (Schinus molle) frente a cepas de escherichia coli” in vitro. Lima -

2018” 82 obtuvo un valor de 1,477; para la misma especie.

El libro “Curso de analisis farmacéutico” nos indica que “el indice de refraccion es una
cantidad importante al establecer la identidad de los compuestos organicos puros, asi
como también de envejecimiento o ranciamiento; si no se dispone de un modelo o patron
autentico, hay que compararlo con un valor aportado por los textos de la materia, por

ejemplo, los indices de tablas y farmacopeas”. 8

El indice de refraccion tiene como aplicacion ser usado como criterio de pureza.
Monografias para muchos liquidos, de la USP, especifican los intervalos dentro de los
cuales se ha de mantener el indice de refraccion de una muestra para que esté de
acuerdo con los requerimientos oficiales. Estas especificaciones son de ayuda en la

deteccion de adulteraciones de mezclas complejas, tales como aceites esenciales. 78

El indice de refraccion asi mismo es caracteristico dentro de ciertos limites para cada
aceite por lo que es un indicador de pureza del aceite; este valor esta relacionado con el
grado de saturacion, con la razén cis/trans de los dobles enlaces y puede estar
influenciado, por los diferentes aceites esenciales. Los aceites esenciales poseen un
indice de refraccion elevado, con un promedio de 1.5 y generalmente presentan actividad

oOptica. 8°

Por ende, los resultados entre ambos estudios demuestran una diferencia insignificante,
estos resultados podrian ser influenciados por la concentracion de los componentes del
aceite esencial en estudio y esta prueba también nos estaria confirmando la alta calidad

y pureza del aceite en estudio.
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4.3.3. PODER ROTATORIO DEL ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle “MOLLE”

Se obtuvo el siguiente resultado:

PODER ROTATORIO 0,403°

Fuente: Elaboracién propia segun datos experimentales

Andlisis y discusion de resultados

Comparando con el estudio de Tineo F. “Estudio experimental y modelamiento
matematico para el proceso de extraccion por lotes por arrastre con vapor de agua del

aceite esencial libre del Schinus molle. Lima -2012” *2; que obtuvo un valor de 4,924°.

Entonces podriamos decir que nuestros resultados podrian estar influenciados por los
componentes mayoritarios del aceite esencial de Schinus molle “molle”, como también el
meétodo y las condiciones ambientales a las cuales se obtuvo el aceite. Mas este resultado
se encuentra dentro de los valores establecidos para aceites esenciales en diferentes
especies por la farmacopea americana "® y podriamos decir que esto influye dentro de la
pureza del aceite en estudio, ademas es muy dificil determinar mediante este
procedimiento si el aceite estda mezclado con otros productos puesto que los valores
cambiaran apenas se desvié la luz polarizada por efecto de otras sustancias en la muestra

a trabajar.

4.3.4. PRUEBAS DE SOLUBILIDAD DEL ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle
“MOLLE”

Para las pruebas de solubilidad del aceite esencial de Schinus molle “molle” se usaron

diferentes solventes de diferente polaridad obteniéndose los siguientes resultados.

91



TABLA N° 8. PRUEBAS DE SOLUBILIDAD DEL ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle

“MOLLE”

SOLVENTES Aceite esencial de Schinus molle
“molle”

Agua destilada -
Metanol -
Etanol al 40% -
Etanol al 55% -
Etanol al 70% -
Etanol al 85% + +
Etanol al 96% + +
Acetona +++
Eter etilico ++ +
Eter de petréleo ++ 4+
Cloroformo ++ +
Hexano + +
Benceno + +

Fuente: Elaboracion propia segun datos experimentales

LEYENDA:

SIGNO ++ + + + + -
SIGNIFICADO | Totalmente Parcialmente | Muy poco Insoluble

soluble soluble soluble

Fuente: Elaboracion segun la informacion recopilada de Kuklinski C. 2000 y
Bruneton J. 2001. 3" 7°

Andlisis y discusién de resultados

La solubilidad de las esencias en alcohol da una idea de su contenido en monoterpenos,
cuanto mayor sea la solubilidad, menor sera el contenido de estos en la esencia, o mayor

sera su contenido de compuestos oxigenados, como alcoholes o fenoles. 4°

En la tabla N° 8, se puede apreciar que el aceite esencial de Schinus molle “molle” es
parcialmente soluble en etanol al 85° y 96°, lo que nos indica la presencia mayoritaria de
compuestos oxigenados; haciendo una comparacion con el estudio realizado por Tineo
F. “Estudio experimental y modelamiento matematico para el proceso de extraccién por
lotes por arrastre con vapor de agua del aceite esencial libre del Schinus molle. Lima -
2012” %2; quien obtuvo un valor similar ya que encontré solubilidad entre el aceite en

estudio y los siguientes solventes: Etanol al 90%, cloroformo, éter, Benceno, n-hexano.

Entonces podriamos deducir que nuestro aceite es rico en monoterpenos oxigenados, por

otro lado, nos indica el grado de pureza de nuestro aceite esencial.

92



Los aceites esenciales son solubles en alcoholes de alto grado y en disolventes organicos

habituales, como éter o cloroformo. 2

Se observa que nuestro aceite esencial es insoluble en agua destilada y metanol,

parcialmente soluble en hexano y benceno, y totalmente soluble en acetona, éter etilico,

éter de petréleo y cloroformo.

Se puede decir que segun estos resultados el aceite esencial de Schinus molle “molle” es

muy soluble en solventes organicos.

4.4. IDENTIFICACION DE LOS COMPONENTES POR CROMATOGRAFIA DE

GASES DEL ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle “MOLLE”"

La identificacion por el método de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se llevé

a cabo comparando los tiempos de retencidn del analito y el espectro UV-Vis.

GRAFICO N° 1. PERFIL CROMATOGRAFICO — DETECTOR ESPECTROMETRO DE

MASAS DEL ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle “MOLLE”

MUESTRA: ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle “molle”
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Fuente: HPLC UNSAAC
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TABLA N° 9. DATOS DE LA CROMATOGRAFIA DEL ACEITE ESENCIAL DE Schinus

molle “MOLLE"

NUMERO DE | TIEMPO DE | NOMBRE DEL | %COINCIDENCIA
PICO RETENCION (MIN) | COMPUESTO (Qual)
2 7.3945 Alfa-Pineno 96

3 7.8216 Campheno 98

5 8.6039 Beta-pineno 97

6 8.7942 Beta — mirceno 95

7 9.3439 Alfa-felandreno 90

9 10.0417 d-limoneno 97

10 10.0882 b-felandreno 91

17 21.8607 Cariofileno 99

23 23.9116 Biciclogermacreno 91

Fuente: Elaboracion propia: reporte de datos biblioteca NIST1.L, del equipo de CG-EM
Andlisis y discusién de resultados

Para la elaboracién de la tabla N°9 se tomé en cuenta la coincidencia a partir del 90%, en
relacion de componentes en concordancia con la Biblioteca NIST11.L brindada por el
laboratorio de cromatografia y espectrofotometria de la Universidad Nacional de San

Antonio Abad del Cusco, la que se obtuvo de la base de datos del equipo de CG-EM.

En el grafico N° 1, se observa el cromatograma del aceite esencial de Schinus molle
“molle”; en el tiempo de retencion 7.3945, se identifico el pico N°2 eluido que corresponde
al a-Pineno, pueden observarse asimismo otros picos importantes, que corresponden a
los compuestos que estdan en mayor proporcion en el aceite esencial de Schinus molle

“molle”.

Como se ve en los resultados obtenidos en las dos bases de datos, podemos observar
coincidencia de componentes con iguales concentraciones y tiempos de retencién, lo que

se confirma en el cromatograma brindado por el equipo de CG-EM.

En el estudio realizado por Cortez A. “Identificacion de metabolitos secundarios en hojas
de Schinus molle (molle) procedente del caserio de Huanimba-Cajabamba. Trujillo — Peru
2018” '°. Encontroé en el analisis cualitativo del extracto etandlico de las hojas de Schinus
molle “molle” la presencia de metabolitos secundarios: flavonoides, taninos, fenoles,
resina, lactonas, cumarinas, azucares reductores, saponinas, glucdsidos cardioténicos,
catequinas, triterpenos y esteroides. En nuestros resultados se encontrd la principal
presencia de terpenos, monoterpenos y sesquiterpenos, esta variacion es debido a que
la muestra usada fue aceite esencial y en el estudio realizado por Cortez se usé extracto
etandlico.
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La espectrofotometria de gases demostré la presencia de terpenos, entre ellos se
encontraron en un contenido relativo al mirceno, pineno y felandreno, los que tiene

evidencia cientifica sobre la inflamacioén y analgesia.

El beta- mirceno, es un carbohidrato monoterpenico linear que resulta como el principal
componente del aceite esencial de Schinus molle “molle”, siendo el 5.46 % de su
la via de

composicion. El mirceno actia como antiinflamatorio interfiriendo en

sefializacion inflamatoria de las prostaglandinas.

El pineno es el terpeno mas ampliamente distribuido en la naturaleza. Tienen una
ampliamente actividad antibidtica, incluso frente a patdégenos resistentes a los
antibioticos. Una de las mayores actividades terapéuticas que tiene es la de
antiinflamatorio, interfiriendo la via de senalizacién inflamatoria de las prostaglandinas de

manera similar al mirceno. 8 8

El aceite esencial de Schinus molle “molle”; es rico en monoterpenos en especial del alfa-
pineno., que se demostr6 mediante la cromatografia de gases con aplicacién de
cromatografia de masas el que arrojo un resultado para este quimiotipo de 11.4157,
seguido de Campheno (7.3984), Beta-Pineno (1.3619) ademas, el reporte de
cromatografia revelo la presencia del monoterpeno mirceno en una cantidad de 5.4609
esta cantidad es relativamente baja.

TABLA N° 10. COMPONENTES EN MAYOR PROPORCION DEL ACEITE ESENCIAL
DE Schinus molle “MOLLE” CG-EM

NUMERO | Tiempo De Porcentaje NOMBRE DEL GRUPO AL
DE PICO | Retencion (%) COMPUESTO QUE

(Min) PERTENECE
2 7.3945 11.4157 Alfa-Pineno Terpeno
3 7.8216 7.3984 Campheno Terpeno
5 8.6039 1.3619 Beta-Pineno Monoterpeno
6 8.7942 5.4609 Beta — Mirceno Monoterpeno
7 9.3439 19.1723 Alfa-felandreno Monoterpeno
9 10.0417 8.3268 d-Limoneno Terpeno
10 10.0882 5.3353 b-felandreno Monoterpeno
17 21.8607 3.5943 Cariofileno Sesquiterpeno
23 23.9116 4.6992 Biciclogermacreno | Sesquiterpeno

Fuente: Elaboracion propia: reporte de datos biblioteca NIST1L, del equipo de CG-EM
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Andlisis y discusion de resultados

En el analisis de aceite esencial de Schinus molle “molle”, mostro una composicion

predominate de terpenos.

En el trabajo realizado por Taylor A. “Evaluacion del efecto Analgésico y Antiinflamatorio
y sedante del extracto de diclorometano extraido del Schinus molle. USA.2016” %, donde
encontré6 mediante cromatografia dos compuestos constituyentes isomasticadieno y
Masticatrienonato concluyendo que uno de ellos contribuye al efecto analgésico o
antiinflamatorio, en nuestros resultados no se encontraron dichos componentes debido a
que se uso aceite esencial y no un extracto.

En el trabajo realizado por Steider P. “Composicion quimica del aceite esencial de
Schinus molle y sus actividades biologicas”. Rev. Cubana Farm. 2015” ™ en cuyo trabajo
separo 19 sustancias entre las que se encontré el biciclogermacreno (20.5%), beta-
cariofileno (19.7%) y espatulenol (19.2%). El biciclogermacreno presente en el aceite
esencial de Schinus molle, actia como un potencial agente antiinflamatorio, antioxidante,
protector de la mucosa gastrica, anestésico local, anti-acné y anticancerigeno, en
nuestros resultados podemos encontrar la presencia de biclogermacreno en un
porcentaje de 4.69%, este porcentaje es menor lo cual puede deberse a la region donde

fue recolectada la planta.

En el estudio realizado por Tineo F. “Estudio experimental y modelamiento matematico
para el proceso de extraccion por lotes por arrastre con vapor de agua del aceite esencial
libre del Schinus molle. Lima-2012” 32 que encontré principalmente : alfa- felandreno
32,73%, beta- mirceno 23,33%, beta-felandreno 11,38%, D- limoneno 11,34%, m-cimeno
3,88%, a-pineno 2,93% y en otro estudio realizado por Lépez R. y Caso N. “Rendimiento
y composicion quimica de aceites esenciales de Eucalyptus archeri y Schinus molle -
Valle del Mantaro- 2015” 8° se encontré6 como componentes mayoritarios en el aceite
esencial de Schinus molle “molle”; B-mirceno (30,1%), a- felandreno (26,4%), B-pineno
(13,5%), a-pineno (11,9%), limoneno (9,9%) y B-felandreno (5,7%).

Si hacemos las comparaciones de estos estudios con los resultados obtenidos, se
observa como componente mayoritario en nuestro estudio al Alfa-felandreno con un
porcentaje de 19.17%, este porcentaje tiene una diferencia significativa, por el entorno en
el cual se recolecto la planta, las estaciones y métodos de extraccién, es asi que se
observa la principal presencia de terpenos en abundancia como también en los otros
estudios, entonces podemos decir que nuestro estudio es de un alta calidad y pureza y

es apto para realizar los estudios terapéuticos.
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4.5 PREFORMULACION Y ENSAYOS DE FORMULACION

TABLA N° 11. ENSAYOS DE PREFORMULACION

FORMULA N°1 (W/O)

FORMULA N°2 (O/W)

FORMULA N°3 (O/W)

Alcohol cetilico

Acido estearico

Cera Lanette

Schinus molle “molle”

Schinus molle “molle”

Cera de abeja Alcali (KOH) Tween 80

Propilenglicol Glicerina Glicerina

Lauril sulfato de sodio Agua Metilparabeno

Nipagin Metilparabeno Propilparabeno

Nipasol Propilparabeno Agua Destilada

Agua destilada - -

Aceite  esencial de | Aceite  esencial de | Aceite  esencial de

Schinus molle “molle”

Fuente: Narro J. “Sistema de laboratorios para el desarrollo y la innovacion” ™
Andlisis y discusion de resultados

Para la determinaciéon de la forma farmacéutica se evalud las caracteristicas de
preparaciones semisolidas teniendo como referencia, el aspecto final, facilidad de

fabricacion, estabilidad, costos entre otros.

Se realizé la eleccion de la forma farmacéutica mediante el proceso de pre formulacion,
con ayuda bibliografica dentro del ambito de formulaciones magistrales. Asi mismo la
eleccion de la forma farmacéutica se dio por ser mas compatible con el aceite esencial,
lo que nos ayudaria durante el proceso de acoplamiento, del principio activo (aceite

esencial de Schinus molle “molle”).

Teniendo en cuenta los tipos de emulsiones, la formula N°1 es agua en aceite (W/O), por
lo que el medio de dispersion es el aceite. Florez J. , indica que la absorcion puede

facilitarse mezclando drogas con sustancias grasas y friccionarlas con la piel.

Las formulas N°2 y N°3 son de tipo aceite en agua O/W estas tienden a ser no grasas, y
se eliminan facilmente de la piel, se usan externamente para producir un efecto
refrescante, siendo su medio de dispersién el agua, no permitiendo una buena acoplacion
al aceite esencial de Schinus molle “molle”. Viendo las formas farmacéuticas a escoger y

viendo nuestro principio activo se escogio la crema W/O (Formula N°1).

Dentro de la etapa de pre-formulacion y formulacién se tomé en cuenta los procedimientos
de buenas practicas de fabricacion, para tener un estricto control y usando los excipientes
con calidad necesaria para garantizar su accion terapéutica, asi como la vida util de la

crema elaborada durante el proceso experimental.

Por otro lado la eleccion de los excipientes nos ayuddé a determinar nuestra forma

farmacéutica adecuada, como también, otorgaron su estabilidad, compatibilidad entre
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ellos, asi mismo fue conveniente anadir un humectante para evitar su desecamiento por
evaporacion de agua 8, por lo que se eligio al propilenglicol por los beneficios brindados
y observados durante el proceso de pre formulacién; por otro lado en el proceso de pre
formulacion se observaron incompatibilidades con las formulas N°2 y N°3 con los
componentes del aceite esencial donde se observé mala fluidez; también se observo la
oxidacion del producto final de estas formulas esto atribuido a la presencia de terpenos y
en especial a sus derivados alfa y beta pinenos en contacto con el oxigenos del medio
ambiente . La férmula N° 1 fue la que mejor compatibilidad tuvo con el aceite esencial

de Schinus molle “molle, siendo elegida para el estudio.

La eleccion de los excipientes nos da ciertas ventajas ya que nuestra parte oleosa nos
permitira una fase continua con la piel (Qque es de naturaleza lipidica) que facilitara el
ingreso de nuestro principio activo y por otro lado la fase acuosa nos proporcioné mayor
estabilidad a la formacion de micelas de aceite esencial suspendidas en la formulacion '
por consiguiente, los excipientes elegidos mejoraron el aspecto y estabilidad del producto
final. Lo que se termind por envasar en pote de polietileno de alta densidad, rigido,

resistente de color denso y menos duro y que esta recomendado por la USP 37.

4.5.1. RESULTADOS DEL CONTROL FISICOQUIMICO DE LA PREFORMULACION Y
ENSAYOS DE FORMULACION

TABLA N° 12. RESULTADOS DEL CONTROL FISICOQUIMICO DE LAS
PREFORMULACIONES

40C°

fases

PARAMETROS FORMULA N°1 FORMULA N°2 FORMULA N°3
pH 6.5 6 6
Densidad 0.9909 g/mL 1.7045 g/mL 1.7047g/mL
Extensibilidad 49,639 cm? 20,67 cm? 35.84 cm?
HLB 8.07 13.33 11.515
Centrifugacion estable Separacion de estable
fases
Estrés térmico estable Separacion de Separacion de
fases fases
Estabilidad fisica a | estable Separacion de Separacion de

fases

Fuente: Elaboracion propia segun datos experimentales

Andlisis y discusion de resultados

Se realizaron 3 formulaciones para poder determinar los componentes y las
concentraciones, quedando como formulacion final la Formula N°1 demostrando

caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas aceptables, el cual permite una buena
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incorporacion del aceite esencial de Schinus molle “molle”, dando humectacion a la piel,

evitando el resecamiento y con una elaboracion rapida.

Haciendo una comparacion con los estudios realizados por Malpartida S. denominado
"Evaluacion del cumplimiento de los parametros organolépticos, fisicoquimicos y
microbiolégicos en cremas y geles elaborados a base de baba de caracol expendidos en
casas o centros naturistas de la ciudad de Cusco-2013" %2 en la que realiza el control de
calidad de cremas y geles a base de baba de caracol encontrando valores de pH entre
4.5y 8.5. En sus ensayos determina el pH con un limite minimo de 6 y maximo de 7. En
nuestro estudio se obtuvo un pH de 6.5, 6 y 6 para las formulaciones 1, 2 y 3
respectivamente. Comparando nuestros resultados podemos decir que las formulaciones

a distintas concentraciones se encuentran dentro del rango establecido para el pH.

La mayoria de los terpenos son acidos débiles con un pKa aproximadamente de 5. Desde
el punto de vista farmacocinético esto significa que necesitan un medio a pH ligeramente
acido para que el equilibrio quimico se desplace a su forma no ionizada y puedan
atravesar las membranas biologicas %. Los triterpenoides pueden atravesar las
membranas como por ejemplo la BHE y por lo tanto absorberse tanto por via topica como
oral, alcanzado con relativa facilidad concentraciones detectables en el LCR de los
ratones en estudio %. Si tenemos en cuenta que nuestro aceite esencial este compuesto
principalmente por terpenos, podemos decir que existe una buena absorcion, gracias al

PH, de la crema formulada.

La densidad realizada por el método del picnédmetro muestra que la formulaciéon 2 y 3 no
se encuentran dentro del rango establecido por la USP 37(De 0.9 a 1.01 g/mL), dando un
resultado de 1.7045 g/mL y 1.7047g/mL respectivamente, sin embargo, la Formulacion
N° 1 tiene una densidad de 0.9909 encontrandose dentro del rango establecido por la
USP 37.

Respecto al area de extensibilidad se obtuvo para la Formulacion N° 1 (49,639 cm2),
Formulacion N° 2 (20,67 cm2) y formulacion N° 3 (35.84 cm2). Teniendo como referencia
un valor de 40-90 cm? segun la USP 37, usando el método del porta objeto con pesas
continuas de 50, 100, 200, 500 gr, mismas que fueron puestas durante 1 minuto %, en
los que vemos que la Formulacion N°1 esta dentro del parametro establecido segun la
USP 37, y las Formulas N°2 y N°3 no se encuentran dentro de los parametros, esto
podria ser por la incompatibilidad de los componentes de la formulacion a la presencia
del aceite esencial Schinus molle “molle”, por lo que podemos decir que la Formulacion

N° 1 cumple con los parametros de extensibilidad.
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La formulacion N°1 observado al microscopio éptico con luz ordinaria y un aumento de
100 %, mostro una fase interna homogénea en cuanto al tamafio de los glébulos de la
fase oleosa; mientras que las Formulas N° 2 y N° 3, el tamafio de los glébulos de la fase

interna presentaron mayor diametro, por lo que muestra una menor estabilidad.

Cuando se utilizan tensioactivos con un HLB similar al HLB de la fase oleosa. se obtienen
emulsiones con glébulos pequefios de fase interna, baja viscosidad y una gran

estabilidad. %

Los resultados muestran un HLB de 8.07, para la Formulacién N° 1, siendo este bajo con
respecto al requerido °°; pero la presencia de cristales liquidos y de gotas secundarias,
contribuyeron a la estabilidad, sin embargo la Formulacién N°2 y N°3 presentaron un HBL

de 13.3 y 11.51 respectivamente, adecuado para una formulacién estable.

Los resultados obtenidos en la tabla N° 12 muestran que las Formulas N°2 y N°3
mostraron separacion de fases en los ensayos de estabilidad realizados (Centrifugacion,
Estrés térmico y Estabilidad fisica a 40C°) pese a que tuvieron un HLB adecuado. Sin
embargo, la Formula N°1 resulta ser estable a los ensayos de estabilidad fisica, pese a
que presento un HLB bajo con respecto al requerido, siendo la formulacion N°1 la que

cumple con los parametros optimos y la férmula elegida para las demas pruebas.

4.6. FORMULACION A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ACEITE ESENCIAL
DE Schinus molle “MOLLE"

TABLA N° 13. FORMULACION A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ACEITE
ESENCIAL DE Schinus molle “MOLLE”

EXCIPIENTES FORMULA N° 1
CREMA CREMA CREMA CREMA CREMA
CON CON CON CON CON
ACEITE ACEITE ACEITE ACEITE ACEITE
ESENCIAL | ESENCIAL | ESENCIAL | ESENCIAL | ESENCIAL
AL 1% AL 2.5% AL 5% AL 10% AL 20%
Alcohol cetilico | 159 15¢g 15¢g 15¢g 15¢g
Cera de abeja | 1g 1g 1g 19 19
Propilenglicol | 10g 10g 10g 10g 10g
Lauril  sulfato | 2g 29 29 29 29
de sodio
Aceite 1 ml 2.5ml 5ml 10 ml 20 ml
esencial de
molle
Nipagin 0.05¢g 0.05¢g 0.05¢g 0.05¢g 0.05¢g
Nipasol 0.022g 0.022g 0.022g 0.022g 0.022g
Agua destilada | c.s.p C.S.p C.S.p C.S.p C.S.p

Fuente: Elaboracion propia segun los datos experimentales
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Andlisis y discusion de resultados

Para la elaboracion de la forma farmacéutica se tomé en cuenta diferentes estudios sobre
formulacion para asi poder obtener una crema optima que no interfiera en la evaluacion
del efecto analgésico y antiinflamatorio, asi mismo se uso libros y material bibliografico.
Para esta parte se describidé un analisis descriptivo que nos ayudo a la determinacién de

nuestros componentes.

Los aceites esenciales no son utilizados en una forma farmacéutica definida y con una
dosis precisa 3'. Hay que tener en cuenta no obstante que algunas esencias pueden ser
muy peligrosas si no son manipuladas con un criterio profesional, en la forma, la dosis y
circunstancias apropiadas 3'. Por lo que las concentraciones elegidas para ser
incorporadas fueron de 1%, 2.5% y 5%, de tal manera que se pueda evitar una toxicidad
dérmica, asimismo se formuld la crema al 10% y 20 %, para evaluar la estabilidad que

presenta encontrandose que estas tienden a perder la viscosidad adecuada.

El aceite esencial de Schinus molle “molle” se incorporé de manera adecuada, a las
formulaciones elegidas de 1%, 2.5% y 5% presentando mejores caracteristicas
organolépticas y con un olor caracteristico al aceite esencial de Schinus molle “molle”, de
color blanco y de muy buena consistencia en comparacion a las formulaciones de 10% y

20%, que no presentaron buenas caracteristicas.

Se considera que el aceite obtenido debié favorecer la posterior incorporacién en una
forma farmacéutica (crema W/O) y a su vez garantiza que los activos presentes en el
aceite se mantuvieran y no precipitaran en la formulacion, para esto se realizaron
revisiones bibliograficas sobre los excipientes utilizados y se encontré que los excipientes
no muestran incompatibilidad con los metabolitos secundarios encontrados (terpenos,

monoterpenos, sesquiterpenos).

Los parabenos son incompatibles con polisorbato 80, bentoina, tricilicato de magnesio,
talco, goma tragacanto, alginato de sodio, sorbitol, atropina. Por lo que no presenta
incompatibilidad con ninguno de los componentes de la formulacion %. Asi mismo se

acompaid de humectantes como el propilenglicol.

Los factores que estan asociados con la absorcién de los medicamentos tras la absorcién
topica son: la barrera cutanea, barrera natural para la penetracion de estos preparados,
el estrato corneo en cantidades importantes. También depende de la preparacion tépica
que favorecen su difusion, el tipo de piel en relacion al contenido de agua, el PH del lugar
de aplicacion, el espesor y la vasodilatacion facilitan la difusion y penetracion °’. Todos

estos factores fueron corregidos de acuerdo a la formulacién de la crema en estudio, para
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ello se utilizdé propilenglicol como humectante y para ayudar con la circulacion cutanea

local y se froto la zona a aplicar durante un minuto.

4.6.1. RESULTADOS DE LA EVALUACION ORGANOLEPTICA DE LA CREMA
ELABORADA DEL ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle “MOLLE”

TABLA N° 14. RESULTADOS DE LA EVALUACION ORGANOLEPTICA

PARAMETROS FORMULA N°1
CREMA CON CREMA CON CREMA CON
ACEITE ACEITE ACEITE
ESENCIAL AL ESENCIAL AL ESENCIAL AL
1% 2.5% 5%

Aspecto Semisolido Semisolido Semisolido
homogéneo - homogéneo - homogéneo -
uniforme uniforme uniforme

Color Blanco Blanco Blanco

Olor A aceite esencial | A aceite esencial | A aceite esencial
de molle de molle de molle

Sensacion al Refrescante Refrescante Refrescante

tacto

Consistencia Buena Buena Buena

Compatibilidad de | Si Si Si

excipientes

Fuente: Elaboracion propia segun los datos experimentales

Andlisis y discusién de resultados

El objetivo de este ensayo es de averiguar si realmente la formula elaborada tiene una

Optima calidad.

La agencia nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA), nos dice que los parametros a ser
evaluados en los productos sometidos a pruebas de estabilidad deben ser definidos por
el formulador e independiente de las caracteristicas del producto en estudio y de los

componentes utilizados en la formulacion.

En la tabla N°14 se observa la crema formulada a diferentes concentraciones, la cual
presento caracteristicas organolépticas adecuadas con un aspecto semisolido
homogéneo- uniforme, de color blanco, con olor caracteristico al aceite esencial de
Schinus molle “molle” de buena consistencia y que al aplicar sobre la piel tiene una

sensacion refrescante.
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4.6.2. RESULTADOS DE LA EVALUACION FISICO-QUIMICA DE LA CREMA
ELABORADA DEL ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle “MOLLE”

TABLA N° 15. PARAMETROS FISICOQUIMICOS PARA CREMAS

pH DENSIDAD EXTENSIBILIDAD
De6a7 De 0.9 a2 1.01 g/mL 99.26 cm2
FUENTE: Malpartida S. %2

TABLA N° 16. RESULTADOS DEL CONTROL FISICOQUIMICO DE LA CREMA
TOPICA A DISTINTAS CONCENTRACIONES

FORMULA N° 1
PARAMETROS CREMA CON CREMA CON CREMA CON
ACEITE ACEITE ACEITE
ESENCIAL AL 1% | ESENCIAL AL ESENCIAL AL 5%
2.5%
pH 6.5 6.5 6.5
densidad 0.9905 g/mL 0.9902 g/mL 0.9874 g/mL
HLB 8.7 8,7 8,7
Centrifugacion estable Estable estable
Estrés térmico estable Estable estable
Estabilidad fisica a | estable Estable estable
40C°

Fuente: elaboracién propia segun los datos experimentales
Analisis y discusion de resultados

En el disefio de una crema es importante seleccionar la formulacion con las
caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas para su administracion, es decir con
extensibilidad y textura apropiadas. Es indispensable asegurarse que la preparacion se
estéticamente aceptable y facil de usar. La Formula N°1, evaluada a distintas
concentraciones presentaron una buena consistencia, necesaria para garantizar una

adecuada aplicacion y permanencia en el sitio de accion.

En las preparaciones tépicas el PH debe ser neutro o débilmente acido, lo mas parecido
a de la piel, el pH de todas las concentraciones de la crema presenté un valor de 6.5, lo

anterior garantiza que la crema no provoque irritacion al momento de la aplicacion.

En el estudio realizado por Mujica V. "Formulacién de un producto Cosmético con
propiedades antiarrugas a partir del aceite de semilla de Merey" * en el que obtiene para

su formulacién una densidad de 1,2468 g/ml, lo que nos permite corroborar el analisis
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precedente a las muestras de nuestro estudio, en el cual obtuvimos una densidad de
0.9905 g/mL, para la formulacion al 1%, 0.9902 g/mL para la formulacion al 2.5% y 0.9874
g/mL para la formulacion al 5%.

TABLA N° 17. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE EXTENSIBILIDAD DE LA CREMA
TOPICA A DISTINTAS CONCENTRACIONES

EXTENSIBILIDIAD A DIFERENTES PESOS
MUESTRA 50 gr 100 gr 200 gr 500 gr
Crema base 712cm? | 746 cm? | 76.7cm? | 85.5cm?

Crema con |73.3cm? | 76.4cm? | 81.4cm? | 87.6 cm?
aceite esencial
al 1%

Crema con|751cm? |77.6cm? | 82.4cm? | 88.6 cm?
aceite esencial
al 2.5%

Crema con|77.9cm? | 80.4cm? | 87.3cm? | 91.3cm?
aceite esencial
al 5%

Fuente: Elaboracién propia segun los datos experimentales

GRAFICO N° 2. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE EXTENSIBILIDAD DE LA CREMA
TOPICA A DISTINTAS CONCENTRACIONES
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Fuente: Elaboracién propia segun los datos experimentales
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Andlisis y discusion de resultados

En la tabla N° 17 se observa que la forma farmacéutica a diferentes concentraciones,
sometidos a pesos de 50, 100, 200 y 500 gr en intervalos de un minuto, presentan valores
de extensibilidad aceptables, siendo el limite maximo 99.26 cm?.

En nuestro estudio se observa que la extensibilidad a 500 gr de la crema base tiene 85.5
cm2, la crema con aceite esencial de Schinus molle “molle” al 1% tiene 87.6 cm2, la crema
con aceite esencial de Schinus molle “molle” al 2.5% tiene 88.6 cm2, la crema con aceite
esencial de Schinus molle “molle” al 5% tiene 91.3 cm2, siendo mayor que la crema base,
pero que no exceden los limites de aceptacion siendo un maximo de 99.26 cm2 el area
de aceptacion.

Se concluyd que la crema posee caracteristicas fisicoquimicas (extensibilidad) éptimas
para una crema.

En el estudio realizado por Omonte A. “Actividad antioxidante de la crema elaborada a
base de los compuestos fendlicos aislados de las flores de Mutisia acuminata R&P
"chinchilcoma". Ayacucho, 2013” '%°, La extensibilidad bajo 500 g de peso ejercido fue: al
1%, con mayor extensibilidad (91.1 cm2), seguida de la crema al 2% (90,3 cm2) y
finalmente la de 5% (86,1 cm2) Ligeramente mayor que la crema base (84,3 cm2).

En nuestro estudio se observa que la extensibilidad a 500 gr de la crema base tiene 85.5
cm2, la crema con aceite esencial de Schinus molle “molle “al 1% tiene 87.6 cm2, la crema
con aceite esencial de Schinus molle “molle” al 2.5% tiene 88.6 cm2, la crema con aceite
esencial de Schinus molle “molle” al 5% tiene 91.3 cm2, estos resultados son mayores
que la crema base, pero no exceden los limites de aceptacion siendo un maximo de 99.26
cm2 el area de aceptacion.

Se concluye que la crema posee caracteristicas fisicoquimicas (extensibilidad) optimas
para una crema.

En el estudio por Pérez, T. “Comportamiento reoldgico y extensibilidad de una formulacion
semisdlida a partir del extracto acuoso de Rhizophora mangle L.” 7" .La extensibilidad
proporciona una medida del umbral de deformacion del sistema y guarda estrecha
relacion con la apariencia de formulaciones semisdlidas, donde indica que no deben ser
poco extensibles ni demasiado extensibles ya que seria desagradable en la aplicacion
por lo tanto incémodo para el usuario, por lo que se requiere que estén en punto medio y
que tenga estabilidad en el tiempo. 77

En el estudio realizado por Signorelli, L. Isla, M. “Elaboraciéon de una crema para uso
topico a base de Urtica dioica L. Revista de la Facultad de Farmacia; 2005; 47 (2)" '°' se

observd que la extensibilidad es inversamente proporcional a la consistencia dé las
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muestras y aproximadamente proporcional al peso aplicado (a mayor peso, mayor
extensibilidad), lo cual sugiere que sélo una medicién seria suficiente para caracterizarlas.
Respecto al area de extensibilidad, todas las concentraciones se mantuvieron dentro del
limite establecido, donde a mayor concentracién de aceite esencial de Schinus molle
“molle” mayor sera la extensibilidad. Este parametro y la densidad adecuada permite una
buena incorporacion del aceite esencial, dando humectacién a la piel, evitando el

resecamiento y con una elaboracién rapida.

4.6.3. RESULTADOS DE LA EVALUACION MICROBIOLOGICA DE LA CREMA
ELABORADA DEL ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle “MOLLE”"

Las cremas topicas a las concentraciones de 1%, 2.5% y 5% fueron sometidas a pruebas
microbioldgicas necesarias para cumplir con los requisitos establecidos por Unites States
Pharmacopeia (USP 37). 7

TABLA N° 18. RESULTADOS DE CONTROL MICROBIOLOGICO DE LA CREMA

TOPICA
CRITERIOS CREMAS | MICROORGANISMO RESULTADOS
e Criterio imperativo e Pseudomona e Ausente
Aureginosa
e Criterio indicativo | Al 1% e Staphylococcus aureus |e Ausente
de higiene e Coliformes fecales (E. |e Ausente
coli)
e Criterio de alerta o o Mesofilos Aerobios e <10° UFC
limite critico
e Hongos y levaduras e <102 UFC
e Criterio imperativo e Pseudomona e Ausente
Aureginosa
e Criterio indicativo e Staphylococcus aureus [e¢ Ausente
de higiene Al2.5% |e Coliformes fecales (E.|e Ausente
coli)
e Criterio de alerta o o Mesofilos Aerobios e <10° UFC
limite critico
e Hongosy levaduras e <10? UFC
e Criterio imperativo e Pseudomona e Ausente
Aureginosa
e Criterio indicativo e Staphylococcus aureus [e¢ Ausente
de higiene e Coliformes fecales (E. |e Ausente
Al 5% coli)
e Criterio de alerta o e Mesofilos Aerobios e <10° UFC
limite critico
e Hongos y levaduras e <102 UFC

Fuente: Elaboracion propia segun los datos experimentales y USP 37 78
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Andlisis y discusion de resultados

La crema topica al 1%, 2.5% y 5% formulado a base del aceite esencial de Schinus molle
“molle”, fueron evaluados de acuerdo a los criterios imperativo, indicativo y criterios de
alerta; en la tabla N° 18 se ve que todos los criterios evaluados en el analisis se
encontraban dentro de los limites permisibles establecidos por la Unites States
Pharmacopeia (USP 37) 8. Estos resultados indican que las cremas tépicas al 1%, 2.5%
y 5% se encuentran libre de contaminacion por microorganismos patdégenos, calificando
al producto “crema tépica” sin deficiencia y apto para la realizacién de los diferentes

ensayos de la investigacion.

4.7 RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL EFECTO ANALGESICO POR EL
METODO DE HOT PLATE
Para la evaluacion del efecto analgésico de la crema con aceite esencial de Schinus molle

“molle”, se uso el test nocivo de calor-inducido hot plate que mide dolor agudo debido a
la activacion de nociceptores centrales en el tejido dafado, el punto de término es el salto

o lamida de las patas y manos del raton.
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TABLA N° 19. MEDICION DEL TIEMPO DE NOCICEPCION DEL DOLOR DESPUES
DE LA ADMINISTRACION DE LA CREMA CON ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle
“‘“MOLLE"” A DIFERENTES CONCENTRACIONES A LOS GRUPOS EXPERIMENTALES

Latencia (tiempo)

Promedio | Tiempo | Primer |Segundo |Tercer |Cuarto
GRUPOS DE (latencia |decut |estimulo |estimulo | estimulo | 3stimulo

EXPERIMENTACION | N (ratén) basal) off 15min 30 min |45 min |60 min
R1 15.08 33.51 19.47 24.50 18.41 17.50
R2 16.89 37.53 22.37 28.31 23.66 20.81
R3 17.55 39.00 25.43 29.51 24.10 23.42
R4 15.78 35.07 21.78 27.04 20.96 18.73
GRUPO N°1 ACEITE | R5 16.89| 37.53| 21.73| 25.09| 19.95| 17.64
ESENCIAL 1% PROMEDIO 16.44 36.53 22.16 26.89 21.42 19.62
R1 17.45 38.78 25.03 31.72 27.41 20.87
R2 15.97 35.49 26.57 30.69 29.40 20.56
R3 16.76 37.24 26.57 29.56 27.43 23.78
R4 16.34 36.31 27.17 30.45 25.70 16.89
GRUPO N°2 ACEITE | R5 15.89| 35.31 26.17 29.26 23.79 19.56
ESENCIAL 2.5% PROMEDIO 16.48 36.63 26.30 30.34 26.75 20.33
R1 17.68 39.29 33.40 36.99 32.09 29.68
R2 15.78 35.07 29.06 32.47 31.04 27.76
R3 16.56 36.80 29.61 33.62 3241 25.89
R4 15.16 33.69 24.51 31.16 24.97 21.78
GRUPO N°3 ACEITE | R5 16.87| 37.49 29.06 33.11 27.65 24.89
ESENCIAL 5% PROMEDIO 16.41 36.47 29.13 33.47 29.63 26.00
R1 16.87 37.49 30.09 36.82 32.22 28.67
R2 15.68 34.84 28.34 33.69 30.32 24.98
GRUPO N°4 R3 16.47 36.60 34.06 36.23 29.86 26.87
PATRON R4 17.39| 38.64| 28.45| 37.01| 34.16| 27.78
1222{7%7_52?28_ R5 15.79 35.09 30.82 34.64 30.25 28.09
CREMIGEL) PROMEDIO 16.44 36.53 30.35 35.68 31.36 27.28
R1 16.78 37.29 17.24 16.27 17.24 17.78
R2 16.81 37.36 16.94 17.96 16.45 16.56
GRUPO N°5 R3 16.41 36.47 15.92 15.81 15.36 15.02
CONTROL - CREMA | R4 15.95| 35.44| 1534| 15.84| 16.16| 16.78
SIN ACEITE RS 15.47| 34.38| 1515| 16.88| 15.47| 16.04
ESENCIAL PROMEDIO 16.28 36.19 16.12 16.55 16.14 16.44

Fuente: Elaboracion propia segun los datos experimentales

Andlisis y discusion de resultados
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En la tabla N° 19 se puede observar el tiempo de antinocicepcion obtenidos

experimentalmente mediante el método de Hot plate de cada grupo de experimentacion.

El dolor agudo es producido por un dafio tisular importante y su duracion depende del
lapso estimado como suficiente para que los tejidos sanen y generalmente desparece
cuando la afeccion que lo origina llega a término. Constituye un mecanismo fisiolégico de
alarma para limitar el dafio e iniciar los procesos de reparacion. Su curso temporal es

propio de la lesion que lo origing. 12

Las estructuras periféricas comprometidas en el desencadenamiento del dolor son las
terminales nerviosas sensibles a estimulos nocivos o nociceptores, pertenecientes a las
fibras sensoriales especializadas de los tejidos periféricos llamadas Ad y C, activadas
solo por estimulos nocivos mecanicos, térmicos o quimicos. Estas fibras conducen el
estimulo eléctrico a una gran velocidad hasta el ganglio sensorial craneal y hasta llegar

al asta dorsal de la médula. %6

El receptor VR1 (vanilloide), responde a la estimulacion térmica dolorosa cuando éste es
estimulado repetidamente, generando una corriente i6nica de sodio en el terminal
axonico, lo que provoca una hipersensibilidad en el receptor provocando cambios en las
moléculas receptoras o en los canales de sodio en el terminal axénico sensibilizando las
fibras del dolor (Stander et al., 2005) . La activacién del receptor VR1 induce la
formacion de eicosanoides y la liberacion de otros mediadores inflamatorios en los
terminales, modulando asi la sefalizacion nociceptiva en las terminaciones cutaneas por
efecto hiperalgésico (Southall et al., 2003) %4, La prostaglandina E2 (PGE2) es la principal
prostaglandina (PG) presente en la piel, y aumenta la liberacion de sustancia P por parte
de las neuronas sensitivas por activacion del receptor VR1 (Stander et al., 2005) "% que

por otra parte es modulado también por receptores opioides periféricos.

La latencia de la respuesta es el tiempo que transcurre desde el inicio del estimulo
periférico, transduccion de éste en un estimulo eléctrico que es conducido por las fibras
Ad (mielinizadas) y C (no mielinizadas) desde la periferia hasta el SNC y se mide en
segundos. Las fibras Ad tipo | se activan a temperaturas comprendidas entre los 42 a
44°C, a diferencia de las de Ad tipo I, que son sensibles a temperaturas mayores de 52°C
103, Esta latencia es la suma de una serie de latencias fisiologica, fisica y del

comportamiento o reaccion del animal.

Para que los AINEs puedan producir sus efectos terapéuticos deben concentrarse en el

sitio apropiado y asi lograr el paso a través de las membranas bioldgicas '%°. La capacidad
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de una sustancia para atravesar membranas bioldgicas es uno de los aspectos
fundamentales dentro de las caracteristicas farmacocinéticas de una droga, ya que le
permite acceder al sitio de accién y asi, generar el efecto biolégico (terapéutico o téxico).
Las propiedades fisicoquimicas como la constante de disociacién pKA, el coeficiente de
particion o reparto (Log P), y sus propiedades estéricas y electrénicas, tienen un impacto
decisivo en la velocidad de absorcion, transporte de una droga y su afinidad por el
receptor. 1%

Para que una sustancia presente efecto analgésico in vivo, ésta debe ser capaz de
atravesar membranas bioldgicas y este paso es favorecido cuando se presenta al estado
no ionizado. ElI pKA de una sustancia representa el log negativo de la constante de
disociacion segun la variacion del pH del medio donde ella se encuentre. Dependiendo
de la naturaleza de un compuesto, cuando este se distribuye en una mezcla de liquidos
inmiscibles, como por ejemplo el sistema octanol-agua, se produce un reparto de las
fracciones ionizadas y no ionizadas en ambos liquidos, de la siguiente manera: la fraccién
ionizada permanecera en la fase acuosa en su mayor parte, y bajo condiciones normales

solamente la fraccion no ionizada de dicho compuesto penetrara la fase organica. '’

El conocimiento del grado de lipofilia de una determinada sustancia permite relacionar
algunas propiedades biolégicas como la unién a enzima receptor, absorcion, distribucion,

metabolismo, penetracion al SNC, unién a proteina plasmatica y la unién a tejidos. 1%

4.7.1 PRUEBAS ESTADISTICAS PARA LA EVALUACION DEL EFECTO
ANALGESICO DE LA CREMA ELABORADA CON ACEITE ESENCIAL DE Schinus
molle “MOLLE”"

TABLA N° 20. PRUEBA DE NORMALIDAD PARA PROBAR SI LAS MEDICIONES SE
APROXIMAN A UNA DISTRIBUCION NORMAL

Pruebas de normalidad
Crema con Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
aceite esencial Estadistico gl Sig. Estadistico | gl Sig.
de molle
efecto | Crema al 1% ,203 5 | ,200° ,945 5 ] ,699
Crema al 2.5% ,187 5 | ,200° ,954 5 | ,768
Crema al 5% 272 5 | ,200 913 5 | ,488
Patron ,248 5 | ,200° ,888 5 | ,346
diclofenaco 1 %
(Voltaren-
cremigel)
control 223 5 | ,200° ,875 5 | ,285
*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors

Fuente: Elaboracion propia segun los datos obtenidos del SPSS 25

Andlisis y discusién de resultados
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La prueba que se utilizd para verificar la normalidad de los datos en cada grupo fue la de
Kolmogorov-Smimov y Shapiro-Wilk para confirmar la normalidad y probar si las
mediciones se aproximan a una distribucién normal esto debido a que esta ultima se

utiliza muestras pequenas (menores de 50 casos por grupo)
La hipdtesis planteada.

Ho: los datos provienen de una poblacion normal.

Ha: Los datos no provienen de una poblacion normal.

Como el sig > 0.05 para todos los casos se acepta la hipotesis nula, afirmando asi que
cada muestra de cada grupo proviene de una distribucién normal. Como el analisis de
normalidad nos indica que dichos datos son normales podemos aplicar la prueba
paramétrica analisis de varianzas de un factor (ANOVA) para comparar los grupos en

nuestro experimento.

TABLA N° 21. ANOVA PARA PROBAR S| EXISTE DIFERENCIA DE MEDIAS ENTRE

LOS GRUPOS
ANOVA

EFECTO ANALGESICO

Suma de gl Media F Sig.

cuadrados cuadratica
Entre grupos 1124,530 4 281,132 | 107,739 ,000
Dentro de 52,187 20 2,609
grupos
Total 1176,717 24

Fuente: Elaboracion propia segun los datos obtenidos del SPSS 25
Analisis y discusion de resultados

En la Tabla N°21 se observa los resultados del analisis de varianza de un factor, que nos
proporciona un nivel de confianza al 95%, para ver si las diferentes concentraciones de
la crema elaborada con aceite esencial de Schinus molle “molle”, aplicados por via topica

tienen diferencia con respecto al efecto analgésico.

Las hipotesis planteadas para ANOVA son las siguientes:
Ho: el efecto analgésico es igual en todos los grupos

Ha: el efecto analgésico no es igual en todos los grupos

Como el sig = 0.000 < 0.05 se rechaza la hipotesis nula, entonces afirmamos que existe
diferencias significativas en el efecto analgésico de cada grupo de experimentacién con
la crema elaborada del aceite esencial de Schinus molle “molle”, a diferentes

concentraciones.
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TABLA N° 22. DETERMINACION DE HOMOGENEIDAD ENTRE LOS GRUPOS —
PRUEBA DE TUKEY

TRATAMIENTO

HSD Tukey
Crema con aceite N Subconjunto para alfa = 0.05
esencial de molle 1 2 3 4

Grupo control 16,5520
Crema al 1%
Crema al 2.5%
Crema al 5%
Patron diclofenaco 1%
(Voltaren- cremigel)
Sig. 1,000 1,000 1,000 ,234
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Fuente: Elaboracion propia segun los datos obtenidos del SPSS 25

26,8900

30,3360

33,4700
35,6780

ajgoajo|om

Andlisis y discusién de resultados

Para determinar la homogeneidad de los grupos se utilizo la prueba de Tukey en la que
se muestra que el grupo patron diclofenaco 1% (Voltaren - cremigel) y la crema con aceite
esencial al 5% se encuentra en el cuarto subconjunto, demostrando un mayor efecto
analgésico no homogéneo al de los demas grupos de experimentacién, asimismo se
observa que los subconjuntos 2 y 3, presentan diferencias estadisticamente significativas.
El grupo control presenta diferencias estadisticamente significativas, formando un solo
subconjunto.

TABLA N° 23. PRUEBA DE LEVENE PARA PROBAR LA HOMOGENEIDAD DE
VARIANZAS DE LAS MEDICIONES DE LOS GRUPOS

Estadistico gl1 gl2 Sig.

de Levene
1,270 4 20 ,315

Fuente: Elaboracion propia segun los datos obtenidos del SPSS 25

Andlisis y discusién de resultados

Para corroborar que las medias obtenidas del efecto analgésico de cada grupo de
experimentacion son significativamente diferentes y asi poder determinar que

concentracién es la mas efectiva por lo que esta prueba nos indica:
Ho: Las varianzas en cada grupo son homogeneas.
Ha: Las varianzas en cada grupo son heterogéneos

Como el sig= 0.314>0.05 aceptamos la hipotesis nula y concluimos que las varianzas en

cada grupo son homogéneas.
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TABLA N° 24. GAMES HOWELL — COMPARACIONES MULTIPLES PARA VER S| EXISTEN DIFERENCIAS MULTIPLES

Games-Howell Variable dependiente Efecto Analgésico

(I) Crema con aceite (J) Crema con aceite Diferencia de Desv. Error Sig. Intervalo de confianza al 95%

esencial de molle esencial de molle medias (I-J) Limite inferior Limite superior

Crema al 1% crema al 2.5% -3,44600 1,04089 ,087 -7,4360 ,5440
crema al 5% -6,58000" 1,35525 ,008 -11,2629 -1,8971
Patron diclofenaco 1% -8,78800" 1,14604 ,001 -12,8748 -4,7012
(Voltaren-cremigel)
control 10,33800" 1,02671 ,001 6,3410 14,3350

Crema al 2.5% crema al 1% 3,44600 1,04089 ,087 -,5440 7,4360
crema al 5% -3,13400 1,06518 ,133 -7,2386 ,9706
Patron diclofenaco 1% -5,34200" , 78187 ,002 -8,1386 -2,5454
(Voltaren-cremigel)
control 13,78400 ,59333 ,000 11,7307 15,8373

Crema al 5% crema al 1% 6,58000° 1,35525 ,008 1,8971 11,2629
crema al 2.5% 3,13400 1,06518 ,133 -,9706 7,2386
Patron diclofenaco 1% -2,20800 1,16815 ,400 -6,3920 1,9760
(Voltaren-cremigel)
control 16,91800" 1,05132 ,000 12,8046 21,0314

Patron Voltaren crema al 1% 8,78800° 1,14604 ,001 4,7012 12,8748
crema al 2.5% 5,34200" , 78187 ,002 2,5454 8,1386
crema al 5% 2,20800 1,16815 ,400 -1,9760 6,3920
control 19,12600" ,76288 ,000 16,3586 21,8934

Grupo control crema al 1% -10,33800" 1,02671 ,001 -14,3350 -6,3410
crema al 2.5% -13,78400° ,59333 ,000 -15,8373 -11,7307
crema al 5% -16,91800" 1,05132 ,000 -21,0314 -12,8046
Patron diclofenaco 1% -19,12600° ,76288 ,000 -21,8934 -16,3586
(Voltaren-cremigel)

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Elaboracién propia segun los datos obtenidos del SPSS 25
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Andlisis y discusion de resultados

Segun la prueba de comparacion multiple de Games-Howell para varianzas diferentes,
nos permitié corroborar que las medias del efecto analgésico, son significativamente

diferentes y que la crema elaborada al 5% se asemeja mas al farmaco patrén

Por lo tanto, se concluye que la crema elaborada al 5% de aceite esencial de Schinus
molle “molle”, aplicado por via tépica tuvo un mejor efecto, en comparacion con las otras

cremas formuladas.

GRAFICO N° 3. TIEMPO DE RESPUESTA NOCICEPTIVA EN RELACION AL
TRATAMIENTO
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Fuente: Elaboracién propia segun los datos experimentales
Analisis y discusion de resultados

El grafico N°3, muestra el tiempo de la activacion de nociceptores centrales en el tejido
danado, el cual fue medido con el salto o lamida de las patas y manos del ratén, se
encontré un valor de 35.68s para la crema patron diclofenaco 1% (Voltaren-cremigel), siendo
este el tiempo maximo de efecto, seguido por la crema al 5% de Schinus molle “molle”,
con un tiempo de 33.47, seguido de la crema al 2.5% de Schinus molle “molle” con un

tiempo de 30.34, y la crema al 1% de Schinus molle “molle”, 26,89 s.

Podemos decir entonces que existe una diferencia significativa en cuanto al tiempo de
latencia de actividad anti-nociceptiva, si comparamos con el grupo control que tuvo un

tiempo de 16.55 s.
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TABLA N° 25. PRUEBA INTERSUJETOS

Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: EFECTO ANALGESICO
Origen Tipo Il de gl Media F Sig.

suma de cuadratica

cuadrados
Modelo corregido 3575,842° 19 188,202 43,190 ,000
Interseccion 63086,369 1 63086,369 | 14477,406 ,000
CONCENTRACION 2850,046 4 712,511 163,511 ,000
TIEMPO 556,474 3 185,491 42,568 ,000
CONCENTRACION 169,322 12 14,110 3,238 ,001
* TIEMPO
Error 348,606 80 4,358
Total 67010,817 100
Total corregido 3924,448 99
a. R al cuadrado = .911 (R al cuadrado ajustada = .890)

Fuente: Elaboracion propia segun los datos obtenidos del SPSS 25

Andlisis y discusién de resultados

Esta prueba nos permite comparar dos factores en funcién de la variable dependiente (el
efecto analgésico), al observar el cuadro con la prueba intersujetos, observamos que la
concentracion y el tiempo se encuentran por debajo de 0.05, lo que nos indica que el
efecto analgésico del aceite esencial de Schinus molle “molle”, depende de los factores

del tiempo y la concentracion de la crema.

4.7.2 PORCENTAJE DE MAXIMO EFECTO POSIBLE (%MEP)

TABLA N° 26. PORCENTAJE DEL MAXIMO EFECTO POSIBLE (MEP) EN CADA
GRUPO DE ESTUDIO

%MEP = 100x 22— 1D

, (T1—L1)
CONCENTRACIONDE LACREMA | 15MIN |30 MIN |45MIN | 60 MIN
CREMA ELABORADA AL 1% 28.46 52.02 2478 15.84
CREMA ELABORADA AL 2.5% 48.75 68.77 50.95 19.11
CREMA ELABORADA AL 5% 63.41 85.06 65.92 47 81
PATRON DICLOFENACO 1% 69.24 95.74 74.26 53.94
(VOLTAREN-CREMIGEL)

Fuente: Elaboracion propia segun los datos experimentales
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GRAFICO N° 4. PORCENTAJE DEL MAXIMO EFECTO POSIBLE (MEP)
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Fuente: Elaboracion propia segun los datos experimentales

Andlisis y discusién de resultados

De acuerdo al porcentaje de maximo efecto posible (%MEP) calculado la crema elaborada
con aceite esencial de Schinus molle “molle” al 5% presenta valores de 63.41%, 85.06%,
65.92, 47.81%, a los tiempos de 15, 30, 45 y 60 minutos respectivamente, presentando
un efecto maximo a los 30 minutos para después presentar una disminucion progresiva

del porcentaje de maximo efecto posible (%MEP).

La crema patrén diclofenaco 1% (Voltaren-cremigel) presentd un porcentaje de maximo
efecto posible (MEP) de 69.24%, 95.74%, 74.26%, 53.94% a los tiempos de 15, 30, 45
,60 minutos respectivamente, siendo el que tuvo mayor porcentaje de maximo efecto
posible (MEP)

Al comparar los resultados de las cremas elaboradas al 1% y 2.5%, podemos decir que
el porcentaje de maximo efecto posible (%MEP), que presentan ambas estan por debajo

del porcentaje de la crema patron.

El estimulo térmico de la prueba de Hot Plate esta focalizado tanto en la piel del animal,
activando nociceptores ubicados en las capas superficiales de la piel como también en

estructuras centrales. '8

Stander '® ha demostrado que los AINES no suben el umbral del dolor en los modelos
térmicos en ratones, sin embargo, normalizarian la respuesta exagerada producida por la

injuria térmica tisular y el mecanismo inflamatorio.
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Se puede postular que debido a la condicién de liposolubilidad de nuestro aceite esencial
de Schinus molle “molle”, este atravesaria facilmente la barrera la piel del animal, este
hecho también se refuerza por lo descrito por Paduch et al. (2007) ', que afirma que
compuestos terpenoides apolares son utilizados con éxito en la cosmética para promover
la absorcion de otras sustancias a través de la piel. La explicacion de este hallazgo se
basa en que provocarian alteraciones reversibles en la capa lipidica del estrato corneo,

facilitando asi su absorcion.

Arrau S., ® encontr6 en su estudio que las diferencias en la capacidad antinociceptiva de
las muestras de su estudio, podrian estar relacionadas con la capacidad inhibitoria de las
COXs y adicionalmente por la inhibicién de los receptores periféricos. Podemos postular
entonces que la capacidad analgésica de nuestro aceite esta relacionada con la

capacidad de inhibir las COXs.

Se puede decir que la crema elaborada con aceite esencial de Schinus molle “molle” al
5% presenta similar efecto que la crema patrén diclofenaco 1% (Voltaren-cremigel), Si
tenemos en cuenta el estudio realizado por Steider P. denominado “Composicion quimica
del aceite esencial de Schinus molle y sus actividades biolégicas 2015” '* donde encontrd
el metabolito terpeno denominado biciclogermacreno en una proporcion de (20.5%), el
cual es agente potencial antiinflamatorio, antioxidante, protector de la mucosa gastrica,
anestésico local anti-acné y anticancerigeno, si tenemos en cuenta nuestro analisis por
cromatografia de gases, encontramos el mismo componente en una proporcion de
(4.7%), lo que nos puede indicar que nuestro aceite esencial si presenta el efecto

analgésico debido a este metabolito.

En el estudio realizado por Takaki |. “Efecto antiinflamatorio y antinocicepcion del aceite
esencial de Rosmarinus officinalis en animales de experimentacion” % encontré en su
estudio la presencia de diferentes compuestos quimicos presentes en el aceite esencial
tales como linalol (14,15%), mirceno (36,37%) y 1,8-cineol (32%), en donde concluyen
que estos pueden ser responsables de los efectos antinociceptivos, siendo el mirceno
un monoterpeno que ha mostrado efectos antinociceptivos significativos en la placa
caliente (Hot plate) y pruebas de retorcimiento inducidas por acido acético, ademas
demostraron que los efectos antiinflamatorios y antinociceptivos de su aceite esencial
podrian ser parcialmente relacionado con la inhibicidn de la sintesis de prostaglandinas o

a la liberacion de otros mediadores endogenos.
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En el estudio realizado por Pergentino de Sousa D. “Actividad analgésica de los
componentes de aceites esenciales” ''° demuestra que las moléculas bioactivas como B-
mirceno, a-y B-pineno, y (+) - limoneno que contienen atomos de C y H en sus estructuras
quimicas, han mostrado actividad farmacolégica en diversos modelos de dolor y por
diferentes vias de administracion, los datos muestran que la mayoria de las clases
quimicas de compuestos que se encuentran en los aceites esenciales son efectivos en
modelos de dolor. Deben actuar por diferentes mecanismos de accién que merecen mas
investigacion. Las perspectivas de futuro para el desarrollo de nuevos analgésicos

derivados de medicamentos esenciales.

Se puede concluir que la crema al 5% comparado con los resultados de la crema patron
presenta un %MEP similar al patron, presentando un efecto antinociceptivo significativo.
haciéndonos suponer que a mayor tiempo de aplicado el tratamiento seguira presentando
analgesia por lo que se elige la crema al 5% del aceite esencial de Schinus molle “molle”,

como la que mas se aproxima a la crema patrén.

4.8 EVALUACION DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO DE LA CREMA CON ACEITE
ESENCIAL DE Schinus molle “MOLLE”
Para la evaluacion del efecto antiinflamatorio de la crema con aceite esencial de Schinus

molle “molle”, el méximo efecto de la carragenina al 1% (agente inflamatorio) se obtiene
al minuto de ser administrada, por lo que la evaluacién de los grupos sera a partir de este

momento mediante la observacion de la formaciéon de edema.
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TABLA N° 27. MEDICION DEL VOLUMEN PLANTAR ANTES Y DESPUES DE LA
ADMINISTRACION DE LA CARRAGENINA 1%, OBTENCION DE LA DISMINUCION
FINAL DEL VOLUMEN DE EDEMA PLANTAR DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES.

R1 0.25 0.55 0.49 0.48 0.44 0.41
R2 0.23 0.56 0.48 0.46 0.44 0.42
R3 0.22 0.54 0.49 0.45 0.42 0.4
R4 0.19 0.59 0.5 0.46 0.44 0.42
R5 0.2 0.57 0.54 0.5 0.48 0.46
PROMEDIO 0.22 0.56 0.50 0.47 0.44 0.42
R1 0.20 0.54 0.48 0.38 0.36 0.33
R2 0.18 0.57 0.49 0.38 0.35 0.3
R3 0.22 0.58 0.45 0.43 0.38 0.34
R4 0.20 0.55 0.43 0.38 0.32 0.29
R5 0.18 0.55 0.38 0.35 0.31 0.28
PROMEDIO 0.20 0.56 0.45 0.38 0.34 0.31
R1 0.17 0.56 0.48 0.37 0.32 0.2
R2 0.18 0.52 0.40 0.36 0.26 0.24
R3 0.18 0.55 0.34 0.3 0.27 0.25
R4 0.23 0.55 0.4 0.34 0.3 0.24
R5 0.18 0.54 0.38 0.32 0.26 0.21
PROMEDIO 0.19 0.54 0.40 0.34 0.28 0.22
R1 0.18 0.57 0.38 0.26 0.21 0.19
R2 0.2 0.58 0.34 0.29 0.25 0.20
R3 0.18 0.52 0.32 0.28 0.22 0.21
R4 0.19 0.51 0.35 0.24 0.20 0.19
R5 0.17 0.58 0.36 0.24 0.22 0.18
PROMEDIO 0.19 0.55 0.35 0.26 0.22 0.19
R1 0.18 0.58 0.58 0.57 0.57 0.56
R2 0.23 0.57 0.57 0.57 0.57 0.56
R3 0.25 0.52 0.52 0.51 0.51 0.51
R4 0.21 0.59 0.58 0.58 0.58 0.57
R5 0.22 0.53 0.53 0.52 0.52 0.52
PROMEDIO 0.22 0.56 0.56 0.55 0.55 0.54

Fuente: Elaboracion propia segun los datos experimentales.

Analisis y discusioén de resultados

En la tabla N° 27 se puede observar el volumen plantar sin carragenina obtenidos

experimentalmente (pata posterior derecha) y volumen plantar con carragenina (pata

posterior derecha) de cada uno de los ratones, asi como también las formaciones del

edema plantar de cada grupo de experimentacion.
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Se observa la formacién de edema plantar con carragenina al 1% con un valor promedio
0.56 lo que muestra un grado de irritacion elevada, provocando un edema agudo y
demostrando la permeabilidad vascular y la inflamacion en la pata posterior derecha de

los animales de experimentacion.

La inflamacion es la respuesta, del sistema inmunoloégico de un organismo, al dafo
causado a sus células por cualquier agresor de naturaleza bioldgica, quimica y fisica o
mecanica. En ella participan numerosas células del sistema inmunitario y mediadores, se
suele acompanar por enrojecimiento, calor tumefaccion y dolor. Si bien el desarrollo del
proceso inflamatorio representa una funcion de primer orden en la defensa del cuerpo, en
ocasiones transcurre hacia una situacion crénica que suele ser dafina, en donde el
agente inflamatorio persiste por la incapacidad de un sistema inmunitario deficiente. Al
persistir este proceso puede ocurrir la perdida de la funcién del 6rgano afectado y dar

lugar a enfermedades degenerativas. °

Los AINES constituyen un grupo farmacolégico muy heterogéneo que tienen en comun
su mecanismo de accion, caracterizado por inhibir la sintesis de PG, las cuales se liberan
cuando hay daro tisular y estan presentes en los exudados inflamatorios, ejerciendo asi
un papel tanto en la sensibilizacion de los nociceptores, como en la mediacion de
procesos de inflamacioén, fiebre e interferencia en los mecanismos de agregacion

plaquetaria. "

GRAFICO N° 5. PROMEDIO DEL VOLUMEN DE EDEMA PLANTAR
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Fuente: Elaboracion propia segun los datos experimentales
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Andlisis y discusion de resultados

El grafico N° 5 nos muestra la formacion del volumen del edema plantar desde el inicio
de la administracion de la carragenina hasta las 4 horas, el cual es indicado en el
protocolo; el edema a cabo de las 4 horas para la carragenina 1% se encontré un
resultado de 0.54 siendo este el edema maximo, lo que indicaria una respuesta local
evidenciada, este seguido de la crema a una concentracion de 1%, que demuestra que
no hubo una inhibicién antiinflamatoria optima, luego esta la crema a una concentracion
al 2.5%, y a la concentracion de 5% que fue el que menor volumen de edematizacién tuvo
en comparacion al farmaco patron diclofenaco 1% (Voltaren-cremigel) en la que se
observa una minima formaciéon de edema plantar; los resultados obtenidos demuestran
la accion inflamatoria de la carragenina al 1% que provoco un edema agudo en las pata

posterior derecha de los ratones tratados.

Haciendo una comparacion con el estudio realizado por Zeng Yuequin M. denominado
“Aislamiento de dos triterpenoides y una biflavanona con actividad Antiinflamatoria de los
frutos de Schinus molle” % donde se encontraron que los Triterpenos 1y 2 son los mas
activos, inhibiendo el edema en 39% a y 48% respectivamente. Por otro lado, los
triterpenos 1y 2 inhiben el neutrdfilo de infiltracion en un 57% y 50 % respectivamente se
demuestra que la planta en estudio tiene un buen efecto antiinflamatorio. En nuestro
estudio una concentracién de 5% fue el que menor volumen de edematizacion tuvo en
comparacion al farmaco patron diclofenaco 1% (Voltaren-cremigel) en la que se observa

una minima formacion de edema plantar.
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TABLA N° 28. ANALISIS DESCRIPTIVO DEL VOLUMEN DE LOS EDEMAS DE CADA
GRUPO EN ESTUDIO

TRATAMIENTO | N Media | Desviacion Error 95% del intervalo Minimo | Maximo
estandar estandar | de confianza para
la media
Limite Limite
inferior | superior
Crema con 5 ,4220 ,02280 ,01020 ,3937 ,4503 ,40 ,46
aceite esencial
al 1%
Crema con 5 ,3080 ,02588 ,01158 ,2759 ,3401 ,28 34
aceite esencial
al 2.5%
Crema con 5 ,2240 ,02074 ,00927 ,1983 ,2497 ,20 ,25
aceite esencial
al 5%
Grupo patrén 5 ,1860 ,00894 ,00400 ,(1749 ,1971 ,18 ,20
diclofenaco 1%
(Voltaren-
cremigel)
Grupo control 5 ,5440 ,02702 ,01208 ,5105 5775 ,51 57
Total 25 ,3368 ,13573 ,02715 ,2808 ,3928 ,18 57

Fuente: Elaboracion propia segun los datos obtenidos del SPSS 25

Andlisis y discusién de resultados

En cuanto a la disminucion del edema respecto al tiempo frente a los tratamientos a

distintas concentraciones, se observa que el grupo de la crema con aceite esencial al 1%

fue quien demostré menor porcentaje de disminucion de edema plantar, lo que indica que

no tiene buena inhibicidn antiinflamatoria, a diferencia de la crema con aceite esencial al

5% que fue el grupo que demostré mayor porcentaje de disminucién de edema plantar

respecto al tiempo y con un buen efecto inhibitorio de inflamacion.
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GRAFICO N° 6. DISMINUCION DEL EDEMA PLANTAR (mL) EN RELACION AL
TRATAMIENTO

0,60

Media disminucion de edema plantar

crema cona ceite  crema con aceite  crema con aceite grupo patron grupo control
esencial al 1% esencial al 2.5% esencial al 5% "voltaren”

concentracion

Fuente: Elaboracion propia segun los datos experimentales
Analisis y discusion de resultados

En el grafico N° 6 nos muestra la media del edema plantar al cabo al cabo de las 4 horas
que indica la técnica, en el estudio realizado por Martel J. ?° denominado “Efecto
citoprotector del aceite de molle (Schinus molle)” en lesiones gastricas inducidas con
etanol en ratas”. En el cual el aceite esencial de molle (Schinus molle) extraido, a dosis
0,15 ul tiene efecto citoprotector en lesiones gastricas inducidas con etanol en ratas, sobre
todo con citoproteccién de cada 8 horas. Evidenciando una menor inflamacion a nivel de

la mucosa gastrica.

En nuestro estudio se encontrd un resultado de 0.54 para la carragenina al 1% siendo
este el edema maximo, lo que indicaria una respuesta local evidenciada, este seguido de
la crema a una concentracion de 1%, que demuestra que no hubo una inhibicién
antiinflamatoria optima, luego estd la crema a una concentracion al 2.5%, y a la
concentracién de 5% que fue el que menor volumen de edematizacién tuvo en

comparacion al farmaco patron diclofenaco 1% (Voltaren-cremigel).
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4.8.1 PRUEBAS ESTADISTICAS PARA LA EVALUACION DEL EFECTO
ANTIINFLAMATORIO DE LA CREMA CON ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle
“MOLLE"” A DIFERENTES CONCENTRACIONES.

TABLA N° 29. PRUEBA DE NORMALIDAD PARA PROBAR SI LAS MEDICIONES SE
APROXIMAN A UNA DISTRIBUCION NORMAL

PRUEBAS DE NORMALIDAD

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
TRATAMIENTO Estadistico | gl | Sig. | Estadistico | gl | Sig.
crema con 335 5 ,069 ,860 51,228
aceite esencial
al 1%
] crema con 221 5 | ,200 915 | 5 | ,501
DISMINUCION | aceite esencial
DE EDEMA al 2.5%
PLANTAR crema con 180 | 5 | ,200° 952 | 5 | 754
aceite esencial
al 5%
grupo patrén ,349 5 ,046 771 5 1 ,046
diclofenaco 1%
(Voltaren-
cremigel)
grupo control 323 5 ,096 ,840 51| ,166

*. Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Fuente: Elaboracion propia segun los datos obtenidos del SPSS 25

Andlisis y discusién de resultados

La prueba que se utilizd para verificar la normalidad de los datos en cada grupo, fue la
Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para confirmar la normalidad y probar si las
mediciones se aproximan a una distribucion normal; esto debido a que esta ultima utiliza

muestras pequenas (menores de 50 casos por grupo).
Ho: los datos provienen de una poblacion normal.
Ha: los datos no provienen de una poblacién normal.

Como el sig.>0.05 para todos los casos se acepta la hipétesis nula, afirmando asi que

cada muestra de cada grupo proviene de una distribucion normal.

Como el andlisis de la normalidad nos indica que dichos datos son normales, podemos
aplicar la prueba paramétrica analisis de varianzas de un factor (ANOVA) para comprar

los grupos en nuestro experimento.
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TABLA N° 30. ANOVA PARA PROBAR SI EXISTEN DIFERENCIAS DE MEDIAS
ENTRE LOS GRUPOS

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 432 4 ,108 222,440 ,000
Dentro de ,010 20 ,000
grupos
Total 442 24

Fuente: Elaboracién propia segun los datos obtenidos del SPSS 25
Andlisis y discusién de resultados

En la tabla N°30 se observa los resultados del analisis de varianza de un factor, que nos
proporciona el nivel de confianza al 95% para ver si las diferentes concentraciones de la
crema con aceite esencial de Schinus molle “molle” aplicado por via tépica tienen
diferencia con respecto a su efecto antiinflamatorio. Las hipotesis planteadas para

ANOVA son las siguientes:
Ho: el efecto antiinflamatorio es igual en todos los grupos.
Ha: el efecto antiinflamatorio no es igual en todos los grupos.

Como el sig.<0.05 se rechaza la hipdtesis nula, entonces afirmamos que existen
diferencias significativas en el efecto antiinflamatorio de cada grupo de experimentacion

con la crema con aceite esencial de Schinus molle “molle “a diferentes concentraciones.

TABLA N° 31. DETERMINACION DE HOMOGENEIDAD ENTRE GRUPOS- PRUEBA

DE TUKEY

DISMINUCION DE VOLUMEN DE EDEMA PLANTAR (mL)

HSD Tukey?
TRATAMIENTO N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4

Grupo Patrén 5 ,1860
diclofenaco 1%
(Voltaren-cremigel)
Crema con aceite 5 ,2240
esencial al 5%
Crema con aceite 5 ,3080
esencial al 2.5%
Crema con aceite 5 ,4220
esencial al 1%
Grupo control 5 ,5440
Sig. ,085 1,000 1,000 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media armoénica = 5.000.

Fuente: Elaboracion propia segun los datos obtenidos del SPSS 25
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Andlisis y discusion de resultados

Para la determinacion de la homogeneidad de los grupos se utilizé la prueba de Tukey en
la que se muestra que el grupo patrén diclofenaco 1% (Voltaren-cremigel) se encuentra
en el primer subconjunto demostrando un mayor efecto antiinflamatorio, asi como también
podemos ubicar en este subconjunto a la crema con aceite esencial al 5% el cual indica
que no presenta diferencias significativas, lo cual no son homogéneos al de los demas
grupos de experimentacion , asi mismo se observan que los subconjuntos 2, 3, presentan

diferencias significativas estadisticamente.

El grupo control presenta diferencias estadisticamente significativas, formando un solo

subconjunto.

Se puede visualizar a simple vista que el grupo de la crema con aceite esencial al 5% es
el que mejor resultado obtuvo frente al edema plantar, después de la crema patron
diclofenaco 1% (Voltaren-cremigel)

TABLA N° 32. PRUEBA DE LEVENE PARA PROBAR LA HOMOGENEIDAD DE
VARIANZAS DE LAS MEDICIONES DE LOS GRUPOS

Estadistico de gll gl2 Sig.
Levene

2,121 4 20 ,116
Fuente: Elaboracion propia segun los datos obtenidos del SPSS 25

Andlisis e discusion de resultados

Para corroborar que las medias obtenidas de las formaciones de edema plantar de cada
grupo de experimentacion son significativamente diferentes y asi poder determinar que

concentracion es mas efectiva, por lo que esta prueba nos indica:
Ho: las varianzas en cada grupo son homogéneos.
Ha: las varianzas en cada grupo son heterogéneos.

Como el sig.= 0.116 >0.05 aceptamos la hipotesis nula, entonces concluimos que las

varianzas en cada grupo son homogéneas.
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TABLA N° 33. PRUEBA DE GAMES HOWELL- COMPARACIONES MULTIPLES PARA VER SI EXISTE DIFERENCIA SIGNIFICATIVA

(I) Tratamiento (J) Tratamiento Diferencia de Error estandar Sig. Intervalo de confianza al 95%
medias (I-J) Limite inferior Limite superior
crema con aceite esencial crema con aceite esencial al 2.5% ,11400" ,01543 ,001 ,0605 ,1675
al 1% crema con aceite esencial al 5% ,19800" ,01378 ,000 ,1503 ,2457
grupo patrén diclofenaco 1% ,23600° ,01095 ,000 ,1927 ,2793
(Voltaren-cremigel)
grupo control -,12200" ,01581 ,000 -,1770 -,0670
crema con aceite esencial crema con aceite esencial al 1% -,11400" ,01543 ,001 -,1675 -,0605
al 2.5% crema con aceite esencial al 5% ,08400" ,01483 ,004 ,0322 ,1358
grupo patrén diclofenaco 1% ,12200" ,01225 ,001 ,0726 1714
(Voltaren-cremigel)
grupo control -,23600" ,01673 ,000 -,2938 -,1782
crema con aceite esencial crema con aceite esencial al 1% -,19800" ,01378 ,000 -,2457 -,1503
al 5% crema con aceite esencial al 2.5% -,08400" ,01483 ,004 -,1358 -,0322
grupo patrén diclofenaco 1% ,03800 ,01010 ,056 -,0012 0772
(Voltaren-cremigel)
grupo control -,32000" ,01523 ,000 -,3735 -,2665
grupo patréon "voltaren" crema con aceite esencial al 1% -,23600" ,01095 ,000 -,2793 -,1927
crema con aceite esencial al 2.5% -,12200° ,01225 ,001 -,1714 -,0726
crema con aceite esencial al 5% -,03800 ,01010 ,056 -,0772 ,0012
grupo control -,35800" ,01273 ,000 -,4096 -,3064
grupo control crema con aceite esencial al 1% ,12200° ,01581 ,000 ,0670 L1770
crema con aceite esencial al 2.5% ,23600" ,01673 ,000 ,1782 ,2938
crema con aceite esencial al 5% ,32000" ,01523 ,000 ,2665 3735
grupo patrén diclofenaco 1% ,35800" ,01273 ,000 ,3064 ,4096

(Voltaren-cremigel)

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Elaboracién propia segun los datos obtenidos del SPSS 25
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Andlisis y discusién de resultados

Segun la prueba de comparacién multiple de Games Howell para varianzas
diferentes, nos permitio corroborar que las medias de los edemas plantares (efecto
antiinflamatorio) son significativamente diferentes y que la crema con aceite
esencial de Schinus molle “molle” a la concentracion de 5% obtuvo una menor
formacion de edema plantar a las 4 horas (mejor efecto antiinflamatorio) y es el

que mas se asemeja al farmaco patron diclofenaco 1% (Voltaren-cremigel).

Por lo tanto, se concluye que la crema con aceite esencial de Schinus molle “molle”
a la concentracion de 5% aplicado por via tépica obtuvo un mejor efecto
antiinflamatorio en comparacién con las demas formulaciones.

4.8.2 PORCENTAJE DE INHIBICION INFLAMATORIA

TABLA N° 34. PORCENTAJE DE INHIBICION

PORCENTAJE DE INHIBICION
problema — patrén
X100

%]Inhibicién aguda = problema

TRATAMIENTO 1H 2H 3H 4H
GRUPO N°1 CREMA
CON ACEITE ESENCIAL
1% 16.57 24.10 31.93 37.42

GRUPO N°2 CREMA
CON ACEITE ESENCIAL
2.5% 26.04 43.37 55.42 65.64

GRUPO N°3 CREMA
CON ACEITE ESENCIAL
5% 37.28 54.82 71.69 88.96

GRUPO N°4 PATRON
(VOLTAREN) 50.89 76.51 89.16 96.93

GRUPO N°5 CONTROL
( CARRAGENINA 1%) - - 0 0
Fuente: Elaboracién propia segun los datos experimentales

Andlisis y discusion de resultados

De acuerdo a la evaluaciéon farmacolégica en la tabla N° 34, se demuestra el
porcentaje de inhibicién de las cremas a diferentes concentraciones, se observa

que la crema con aceite esencial de Schinus molle “molle” a la concentracion de
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5% obtuvo un mejor efecto a diferencia del resto de las concentraciones, ya que
su valor obtenido fue de 88.96%, siendo el mas cercano al farmaco patrén que fue

el diclofenaco 1% (Voltaren-cremigel).
GRAFICO N° 7. PORCENTAJE DE INHIBICION
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Fuente: Elaboracion propia segun los datos experimentales

Analisis y discusioén de resultados

En el grafico N° 7 se puede observar que a medida que aumenta la concentracion
de la crema con aceite esencial de Schinus molle “molle” mayor es el porcentaje
de inhibicion de inflamacion, la crema con aceite esencial a la concentraciéon de
5% tiene mayor porcentaje de inhibicién de la inflamacion (88.96%), y es el que
se aproxima mas al farmaco patron diclofenaco 1% (Voltaren-cremigel) que tiene

un porcentaje de inhibicion de inflamacion de (96.93 %).

Estos resultados demuestran que la crema con aceite esencial de Schinus molle
“molle” tiene propiedades analgésicas y antiinflamatorias, que apoya el uso de
esta planta en la medicina popular ''2. Haciendo las comparaciones respectivas
se observa que en nuestro estudio se tiene porcentajes menores de mirceno y
pineno, los cuales demuestran porcentajes de inhibicion de la inflamacién

significativos bajo una forma farmacéutica “crema”. Confirmando asi la actividad
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analgésica y antiinflamatoria del mirceno y pineno presentes es el aceite esencial

del Schinus molle “molle”.

Haciendo una comparacion con el estudio realizado por Zeng Yuequin M.
denominado “Aislamiento de dos triterpenoides y una biflavanona con actividad
Antiinflamatoria de los frutos de Schinus molle” 2 donde se encontraron que los
Triterpenos 1 y 2 son los mas activos, inhibiendo el edema en 39% a y 48%
respectivamente. Por otro lado, los triterpenos 1 y 2 inhiben el neutréfilo de
infiltracion en un 57% y 50 % respectivamente, se demuestra que la planta en

estudio tiene un buen efecto antiinflamatorio.

Asi mismo tenemos estudios relacionados con el porcentaje de inhibicion en el
estudio realizado por Esteban V., Rodriguez E., en su estudio titulado “Actividad
analgésica del extracto y antiinflamatoria de una crema formulada a base del
extracto hidroalcohdlico de las hojas frescas de Artocarpus altilis (Park.) Fosberg
“Pan de arbol” en ratones” 2016, Lima — Perd” ''3. Donde se observé que la
actividad antiinflamatoria del diclofenaco al 1% en gel comparado con el efecto de
la crema formulada a base del extracto al 10% presenta un 67% y 65%
respectivamente de inhibicién de la inflamacion, demostrando que la crema
formulada a base del extracto al 10% posee actividad antiinflamatoria.
Observando este estudio se observa que nuestra crema al 5% de aceite esencial
de Schinus molle “molle” fue el mas efectivo obteniendo un porcentaje de
inhibicién de (88.96%), con una comparacién al farmaco patrén el cual tuvo un

porcentaje de inhibicion de (96.93 %).

En los animales de laboratorio estan claramente demostrado que los terpenos
tienen propiedades sedantes, hipndticas, analgésicas y de relajante muscular. Su
mecanismo de accion no esta totalmente descubierto, pero podria tener efectos
adrenérgicos y/u opioides, ya que el efecto analgésico es bloqueado por un
antagonista opioide. Se ha demostrado también que el mirceno altera la barrera
hematoencefalica. Favoreciendo la entrada al cerebro de los cannabinoides y

produciendo un aumento de los efectos. & 87

El pineno es el terpeno mas ampliamente distribuido en la naturaleza. Tienen una
ampliamente actividad antibiotica, incluso frente a patégenos resistentes a los
antibioticos. Una de las mayores actividades terapéuticas que tiene es la de
antiinflamatorio, interfiriendo la via de sefalizacion inflamatoria de las

prostaglandinas de manera similar al mirceno. 88’
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo de investigacion se determind que la crema
elaborada a base de aceite esencial de Schinus molle “molle” a la
concentracion de 5% presento un maximo efecto posible de 85.06 % a los
30 min y un porcentaje de inhibicion de la inflamacion de 88. 96%.

En la prueba de solubilidad del aceite esencial de Schinus molle “molle”,
se demostro que dicho aceite presenta una polaridad intermedia debido a
que es parcialmente soluble en etanol al 85% y 96% y totalmente soluble
en acetona, éter etilico, éter de petrdleo y cloroformo. La densidad
obtenida por el método picnémetrico fue de 0.8693 gr/mL, el indice de
refraccion calculado fue de 1.7052 y el poder rotatorio fue de 0.403°.

En la identificacion y cuantificacion de los componentes del aceite esencial
de Schinus molle “molle” por cromatografia de gases —espectrofotometria
de masas, se encontr6 como principales componentes: Alfa-Pineno
(11.4157%), Campheno (7.3984%), Beta-Pineno (1.3619%), Beta -
Mirceno (5.4609%), Alfa-felandreno (19.1723%), d-Limoneno (8.3268%),
beta-felandreno (5.3353%), Cariofileno (3.594%).

La forma farmacéutica semisélida de aplicacion topica (crema) elaborada
a las concentraciones de 1%, 2.5% y 5% usando el aceite esencial de
Schinus molle “molle”, esta compuesta por parabenos, propilenglicol, lauril
sulfato de sodio, cera de abeja, glicerina, agua estéril, y el aceite esencial
de Schinus molle “molle”.

En el proceso de control de calidad organoléptico, fisico-quimico y
microbioldgico de la crema formulada a base de aceite esencial de Schinus
molle “molle”, se demostro resultados optimos que se encentran dentro de
los parametros establecidos por la USP 37.

Para la determinacion del efecto analgésico de la crema elaborada con
aceite esencial de Schinus molle “molle” a las concentraciones de 1%,
2.5% y 5% se encontré un porcentaje de maximo efecto posible (MEP) de
52,02%, 68.67%, 85,06% respectivamente a los 30 min y el farmaco patron
diclofenaco 1% (Voltaren- cremigel) obtuvo un porcentaje de maximo
efecto posible de 95.75%, determinandose que la crema a la concentracion

del 5% presenta mayor efecto analgésico.
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7. Para el efecto antiinflamatorio de la crema elaborada con aceite esencial
de Schinus molle “molle” a las concentraciones de 1%, 2.5% y 5% se
encontré un porcentaje de inhibiciéon de la inflamacion de 37%, 42%,
65.64% y 88.96% respectivamente a la cuarta hora y el farmaco patrén
diclofenaco 1% (Voltaren- cremigel) obtuvo un porcentaje de inhibicién de
inflamacion de 96.93%, determinandose que la crema a la concentracion

del 5% presenta mayor efecto antiinflamatorio.
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SUGERENCIAS

A LAS AUTORIDADES DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO
ABAD DEL CUSCO

Promover la creacion e implementaciéon de centros de investigacion y produccion
que abarquen estandares de calidad exigidos a nivel internacional para el area de

farmacia y bioquimica
PARA LOS DOCENTES UNIVERSITARIOS

Fomentar incentivar la realizacién de proyectos de investigacion en el area de
plantas medicinales con el objetivo de descubrir nuevas alternativas terapéuticas,
y dar a conocer el conocimiento cientifico a las comunidades que practican a

traves de talleres y exposiciones.

A LOS INVESTIGADORES

e Realizar investigaciones sobre el tratamiento analgésico y antiinflamatorio
por via oral de la especie Schinus molle “molle”, realizar mas estudios
preclinicos, como estudios de farmacodinamia y farmacocinética de la
crema elaborada con aceite esencial de Schinus molle “molle”.

e Realizar estudios de toxicidad del aceite de la especie Schinus molle
“molle”.

e Se sugiere estudios de biomasa de la especie Schinus molle “molle” en las

diferentes regiones de la ciudad.
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ANEXO N° 1. MATRIZ DE CONSISTENCIA

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANALGESICA Y ANTIINFLAMATORIA DE UNA CREMA ELABORADA A BASE DE ACEITE ESENCIAL DE

Schinus molle “molle” EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

I. Titulo Il. Formulacion del | IV. Objetivos V. Hipétesis Variables VII. Disefio VIII. Poblacion
Problema
“EVALUACION DE LA i presentara Objetivo General: Evaluar la actividad | La crema | Variable TIPO DE ESTUDIO: El presente | La poblacion de

ACTIVIDAD
ANALGESICA Y
ANTIINFLAMATORIA
DE UNA CREMA
ELABORADA A BASE
DE ACEITE ESENCIAL
DE Schinus molle
“molle” EN ANIMALES

DE EXPRIMENTACION.

actividad analgésica
y antiinflamatoria la
crema a base de
aceite esencial de
Schinus molle
“molle” en animales
de
experimentacion?

analgésica y antiinflamatoria de una
crema elaborada a base de aceite
esencial de Schinus molle “molle” en
animales de experimentacion.

Objetivos Especificos

1: Determinar las caracteristicas
fisicoquimicas del aceite esencial de
Schinus molle “molle”.

2: Identificar los componentes del aceite
esencial de Schinus molle “molle” por
cromatografia de gases -
espectrofotometria de masas.

3: Desarrollar estudios de pre
formulacién de una crema con aceite
esencial de Schinus molle “molle”.

4: Realizar el control organoléptico,
fisico-quimico y microbiolégico de la
crema a utilizar en el estudio.

5: Determinar la dosis efectiva para el
efecto analgésico mediante el método de
Hot Plate en ratones albinos de la crema
de aceite esencial de Schinus molle
“molle”.

6: Determinar la dosis efectiva para el
efecto antiinflamatorio mediante el
método de edema plantar con
carragenina en ratones albinos de la
crema de aceite esencial de Schinus
molle “molle”.

elaborada a base
de aceite esencial
de Schinus molle
“molle”  presenta
actividad
analgésica y
antiinflamatoria en
animales de
experimentacion.

independiente:
Concentracion de la
crema

Variable dependiente:

Efecto analgésico en los
animales de
experimentacion.

Efecto antiinflamatorio
en los animales de
experimentacion

Variables
intervinientes

De la planta en estudio
Altitud de recoleccion
PH del suelo
Temperatura de secado

De los sujetos de
experimentacion
Edad

Peso

trabajo es un estudio de
investigacion experimental porque
se manipulara deliberadamente una
variable (independiente) la dosis del
aceite esencial de Schinus molle
“molle” con el objeto de analizar el
efecto o causa sobre otras
(dependiente) el efecto analgésico y
antiinflamatorio en los animales de

experimentacion.

DISENO  EXPERIMENTAL: El
disefio de la investigacion es
experimental con un disefio

cronoldgico en grupos de
experimentacion con la crema base
de aceite esencial de Schinus molle
“molle” a diferentes concentraciones
con el objeto de analizar efecto
analgésico mediante el método de
Hot Plate en 4 series cronoldgicas y
la inflamacion con carragenina al 1%
en una serie cronolégica.

El estudio es prospectivo porque
permite la observacion de los efectos
producidos (efecto analgésico vy
antiinflamatorio) a partir de los
factores (aplicacion del aceite
esencial de Schinus molle “molle”) a
los que se les trata de buscar los
efectos.

estudio estara
compuesta por
un total de 50
ratones de
laboratorio

Seran utilizados
25 ratones para
determinar el
efecto
analgésico.

Seran utilizados
25 ratones para
determinar el
efecto
antiinflamatorio.
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ANEXO N° 2. RESULTADOS DEL ANALISIS DEL ACEITE ESENCIAL POR CG-EM

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

LABORATORIO DE CROMATOGRASIA Y ESPECTROMETRIA - Pabalion da Contrl de Colidod
AV. Do lo Culure 733 CUSCO-PERU Contucte 973843855

BESULTADOS
Cusco, 09 de Abril del 2019
Solictantes : Gimena Huarhuach Dez
Tipo de Andlisis Determinacion de componantas volatilas por Cromatogrefie de Gases
Tipo da Muestras : Frasco Azul con Aceite Esencial Danominado Molle
Cantidad de Muestro : 1, spraximadamenta 5 ml
Almacenamiento 14 °C.
Condiciones de Analisis para el Aceite Esencial

Cromatégrafo : Agllent 6890N
Detector Espectrometro de Masas : Agilent 59758.
Linea deo transferencia ;- 280°C
Modo de Ionizacion t Impacto Blectrénico 70 electron voltios
Modo escaneo de masas : 40-500 uma

Inyector Automdtico Agilent: 76838
Columna: Agilent HP-5MS 5% Fenil Metil Siloxano,

Condiciones del cromatografo.
Temperatura del Horno inicial 80°C

Relacion °C/min temp *C Finpal time
Inic 0 60 0.00

b 4 5.00 240 36

Post Run time: 280 4.00 min

Tiempo de An&lisia: 36,00 min
Puerte de Inyeccién

Modo + Bplit
Relacidn de split : 50:1
Temp. Inicial : 200 'c
Tipo de Gao : Helio
Flujo : 1 mL/min
Volumen de Inyeccidn : 0.1uL
Muestra inyecta i pure

Nota: El resultado obtenido en la determinacion del Aceite esencial, expresa el contenido relativo en porcentaje
de los compuestos volatiles que estin presente. La metodologia desarrollada es de acuerdo con la literatura
descrita (con modificaciones)

» Pino Alea. J. A 1 Curso Internacional Andlisis de Aceites Esenciales Universidad Nacional de San Antonio
Abad del Cusco 2014,

® Lynam, K 2014 Potential Allergens in Aromatherapy Oils by GC/MS Using an Agilent J&W DB-XLB
Copillary Column Agilent Technologies, Inc. 2850 Centerville Road Wilmington, DE 19808 USA 5990-
5293EN
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA ~ Pabellén de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 973868855

RESULTADOS
Pico Tiempo de Compuesto Libreria Nist 11 CAS Qual 20
1 7.0858  Tricyclo[2.2.1.0(2,6)]heptane, 1,7,7-trimethyl- 000508-32-7 96 1.4322
2 7.3945  (1R)-2,6,6-Trimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-ene 007785-70-8 96 11.4157
3 7.8216  Camphene 000079-92-5 98 /7.3984
Bicyclo[3.1.0]hexane, 4-methylene-1-(1-
4 84263  methylethyl)- 003387-41-5 91 0.3055
5 8.6039 . .beta-Pinene 000127-91-3 97 11.3619
6 87942  .beta.-Myrcene 000123-35-3 95 ~ 5.4609
7 9.3439 .alpha.-Phellandrene . 000099-83-2 90  /19.1723 | A=
8 9.8725 p-Cymene 000099-87-6 97 1.6095
9 10.0417 D-Limonene 005989-27-5 97 /8.3268
10 10.0882 .beta.-Phellandrene 000555-10-2 91 /5.3353
11 10.8663 .gamma.-Terpinene 000099-85-4 97 0.2773
12 14.5621 Terpinen-4-ol 000562-74-3 97 0.4084
13 1493  .alpha.-Terpineol 000098-55-5 86 0.3929
Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol, 1,7 7-trimethyl-, acetate,
14 17.797  (1S-endo)- 005655-61-8 99 0.8997
Cyclohexane, 1-ethenyl-1-methyl-2,4-bis(1-
15 20.9093 methylethenyl)-, [1S-(1.alpha. 2. beta, 4.beta.)}- 000515-13-9 93 0.56537
1H-Cycloprop[e]azulene, 1a,2,3,4,4a,5,6,7b-
octahydro-1,1,4,7-tetramethyl-, [1aR-
16 21.5351 (1a.alpha. 4.alpha. 4a.beta.,7b.alpha.)}- 000489-40-7 99 0.5068
17 21.8607 Caryophyliene 000087-44-5 99 ~3.5943
18 22.3808 Aromandendrene 000489-39-4 99 06313
1,4,7,-Cycloundecatriene, 1,5,9 9-tetramethyl-, |
19 22,7826 Z,ZZ- 1000062-61-9 97 0.7751
20 22,9898 Alloaromadendrene 025246-27-9 99 0.3722
21 23.2773 .gamma.-Muurolene 030021-74-0 99 0.6038
22 23.4972  (+)-epi-Bicyclosesquiphellandrene 054274-73-6 95 0.4743
23 23.9116 . Bicyclogermacrene 087650-90-2 91 /46992
Naphthalene, 1,2 42,5 6,8a-hexahydro-4,7-dimethyl-
24 243176  1-(1-methylethyl)- 000483-75-0 98 0.8957
Naphthalene, 1,2,3,5,6,8a-hexahydro-4,7-dimethyl-
25 24.4994  1-(1-methylethyl)-, (1S-cis)- 000483-76-1 99 3.9534
Cyclohexanemethanol, 4-ethenyl-.alpha., .alpha. 4-
trimethyl-3-(1-methylethenyl)-, [1R-
26 251591 (1.alpha.,3.alpha. 4.beta.)]- 000639-99-6 95 1.0612
27 26.2416  Globulol 051371-47-2 92 0.5004
1H-Cycloprop[e]azulen-4-ol, decahydro-1,1,4,7-
tetramethyl-, [1aR-
(1a.alpha.,4.beta. 4a.beta., 7.alpha., 7a.beta., 7b.alph
28 26.4657 a.))- 000552-02-3 98 0.6286
29 26.7786 3,5-Hexadien-2-ol, 2-methyl- 000926-38-5 58 1.2578
30 27.3706 .gama.-eudesmol 1000374-18-5 99 1.1319
31 27.5694 .tau.-Muurolol 019912-62-0 96 1.266
32 27.9034 alpha.-Cadinol 000481-34-5 96 2.0547
1-Formyl-2,2,6-trimethyl-3-cis-(3-methylbut-2-enyl)-
33 28.1783 5-cyclohexene 1000144-10-1 41 0.3544
34 30.1827  Adipic acid, di(3-fluorophenyl) ester 1000324-81-2 35 0.8884
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CEPA Balb/c

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS
COORDINACION DE BIOTERIO

CERTIFICADO SANITARIO N°

Producto : Ratén albino Lote N® . M-13-2019

Especie . Mus masculus Cantidad : 25

Cepa . Balb/c/ICNPB Edad @ 21dias

Peso : 11at4g. Sexo : macho

Guia de : 0037154 Destino : Huarhuachi Diaz, Jimena
remision

Chorrillos  : 28-03-2019

El Médico Veterinario, que suscribe, Arturo Rosales Fernandez. Coordinador de Bioterio

Certifica, que los animales arriba descritos se encuentran en  buenas
condiciones sanitarias * .

*Referencia : PR.T-CNPB-153, Procedimiento para el ingreso, Cuarentena y Control
Sanitario para Animales de Experimentacion.

Chorrillos, 28 de marzo del 2019

(Fecha de emisién del certificado)

M.V. Arturo Rosales Fernandez.
NOTA: El Bioterio no se hace C.M.V.P. 1586
responsable por el estado de
los animales, una vez que
éstos egresan del mismo.

ANEXO N° 3. CERTIFICADO SANITARIO DE LOS RATONES PROCEDENTES DEL INS



ANEXO N° 4. RECONOCIMIENTO DE LA PLANTA POR EL HERBARIO VARGAS (CUZ)

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

* APARTADO POSTAL * CIUDAD UNIVERSITARLY . mnmum@wu
N9 . Cowen - Perk MauChaNd Cutees e Abmirssme N° 10) . ™
o FAXSIMI3 21T 222012 D3 29120 S 100 T4
. * LOCAL CENTRAL * COLEGIO "FORTUNATO L. WERRERA™
Calle Tigee 2 1) Thisa 3¢ Armoe M Av. de s Culears N 721
Tebéfonew: 332271 « 23891 < ZU1NH Tebéforos: 23790 - 239731 - 24013 “Fuuntis Universieaia’ . Teldfbase 221191
HERBARIO VARGAS (CUZ)

CERTIFICADO DE DETERMINACION TAXONOMICA N* 0 13-2019-HVC-FCB-UNSAAC

La directora del Herbario Vargas (CUZ) -Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC), deja constancia que: las sefloritas
Gimena Huarhuachi Diaz con cddigo de matricula N® 124249 y Sulma Lucia Cornelia
Farfan Hancco con codigo de matricula N* 124248 Bachilleres de la Escuela Profesional
de Farmacia y Bioquimica, Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional
de San Antonio Abad del Cusco, han presentado a la Direccion del Herbario Vargas CUZ
una moestrn vegetal herborizada para su determinacion taxondmica (expediente
N002943), para el proyecto de tesis intitulado “EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
ANALGESICA Y ANTINFLAMATORIA DE UNA CREMA ELABORADA A
BASE DE ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION ". La que al ser disgnosticada por ¢l M. S, Alfredo Tupayachi
Herrern, utihzando claves dicotdmicas, consults con bibliografia especializada, y
comparscion con muestras del Herbario, concuerdan con la clasificacion del grupo del
Sistema Filogenético de las Angiospermas (Angiosperm Phylogeny Group-APG 1V,
2016),

N | FAMILIA ESPECIES

1 | Anacardiaceae Schirme molie L.

Se le expide la presente certificacion a peticion formal de la intercsada para los fines que
vieran por conveniente.

Cusco, 09 de Julio del 2019

Blga. Maria Luisa Ochoa Cimara
Directora del Herbario Vargas (CUZ)
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ANEXO N° 5. FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DEL CONTROL DE CALIDAD DE
LA CREMA FORMULADA

PARAMETROS

Organolépticos

PRE- PRE- PRE-
FORMULACION | FORMULACION | FORMULACION
01 02 03
Aspecto
Color
Olor

Sensacion al tacto

Fisicoquimicos

PH

Densidad

Estabilidad por
centrifugacion

Extensibilidad

Microbiologicos

Pseudomona
Aureginosa

e Staphylococcus
aureus

e Coliformes
fecales (E. coli)

e Mesodfilos
Aerobios

e Hongosy
levaduras

149




ANEXO N° 6. CARACTERIZACION FISICA DEL ACEITE ESENCIAL

PARAMETROS

RESULTADOS

Densidad por el método picnémetrico

Indice de refraccién

Poder rotatorio

Pruebas
solubilidad

de
en

Etanol a diferentes

Etanol al 40%

Etanol al 55%

concentraciones
Etanol al 70%
Etanol al 85%
Etanol al 96%
Solubilidad en Agua destilada

solventes organicos

Eter de
petroleo

Metanol

Eter etilico

Hexano

Eter de
petréleo

Benceno
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ANEXO N° 7. FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LA ANALGESIA

Fecha:........
Sexo: Macho () Hembra () Peso: ..... en g. Aplicacion de Schinus molle: SI' () NO (
GRUPOS DE LATENCIA (tiempo)

EXPERIMENTACI
ON

N (ratén)

Promedio
(Latencia
Basal)

Tiempo de
cut off:

Primer
estimulo
15 min

Segundo
estimulo
30 min

Tercer
estimulo
45min

Cuarto
estimulo
60 min

Aceite esencial 1%

R1

R2

R3

R4

R5

Aceite esencial 2.5
%

R1

R2

R3

R4

R5

Aceite esencial 5
%

R1

R2

R3

R4

R5

Placebo

R1

R2

R3

R4

R5

Patréon
diclofenaco 1%
(Voltaren-
cremigel)

R1

R2

R3

R4

R5
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ANEXO N° 8. FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DEL EFECTO
ANTINFLAMATORIO

GRUPOS DE
EXPERIMENTAC
ION

(RAT
ON)

Hora de
aplicacion
de la
carragenin
aal1%

Medicién del edema plantar
después de la aplicacion de la
crema (mm)

1h ....2h ...3h ...4h

Aceite esencial
1%

R1

R2

R3

R4

R5

Aceite esencial
2.5%

R1

R2

R3

R4

R5

Aceite esencial 5
%

R1

R2

R3

R4

R5

Placebo

R1

R2

R3

R4

R5

Patron
diclofenaco 1%
(Voltaren-
cremigel)

R1

R2

R3

R4

R5

152



ANEXO N° 9. DESTILACION DEL ACEITE DE MOLLE

El aceite de molle se extraera de las pepitas ya que éstas contienen el mayor
porcentaje de aceite (5%), mientras que las hojas proporcionan solamente un 2%.
Proceso de Destilacion:

Manual De Practicas Para El Laboratorio De Quimica Organica |

e Destilacion simple:
La separacién de liquidos de punto de ebullicion por debajo de los 150 °C
bajo condiciones normales (1 atmdsfera de presién). '

1. Para esta parte de la practica utilizar 25 mL de la mezcla problema
la cual se adicionara al mismo matraz bola de 125 mL sin necesidad
de lavarlo. "

2. Vuelva a realizar el montado del equipo sin colocar la columna
Vigreaux, y podra calentar con la parrilla su matraz una vez
colocado todo el equipo y su muestra problema. "4

3. Anote las variaciones de temperatura por cada mililitro de destilado.

114

4. Dicho procedimiento se puede observar en la siguiente figura:

Elecuce Tobe Dandeya que Mauaz que contene
tefigeniate CORheSe SES OO ol disehirnse
ey separsdo del aceite

eseeca]
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ANEXO N° 10. PROTOCOLO DE EDEMA PLANTAR °©

Anthor manuscript
Curr Profoc Pharmacol. Author manwscript; available in PAMC 2015 December 18

4 HHS Public Access

Puhblished in final edited form as:
Curr Protoc Phaormacol. 2012 March ; 0 5: Unit5 4. doi-10.1002/0471141755 phi504s36.

Models of Inflammation: Carrageenan- or Complete Freund’s
Adjuvant-Induced Edema and Hypersensitivity in the Rat

Jill C. Fehrenbacher®, Michael R. Vasko®, and Djane B. Duarte*

*Department of Pharmacology and Toxicology, Indiana University School of Medicine,
Indianapelis, IN 46202

Abstract

Animal modals of inflammation are uzed to assess the production of inflammatory mediators at
sites of mflammation, the anti-inflammatery propertiss of agents such as ponsteroidal anti-
inflammatory dmgs (WSAIDs), and the eficacy of pufative analgesic compounds to reverse
cutanens hypersensitvity. This prodocol dztails methods to elici and measurs cama zeeman- and
complete Freand s adjovant-indoced cutaneeus mflaimmation. Cus to possible differences betwesn
the dorsal ot senzory system and the mpeminal sensory system, mjections of either the foatpad
or vibrssal pad are described. In fhis marmer, cufaneeus inflammation can be assessed in fisse
irmervated by the himbar dorsal root ganglion nearons (foetpad) and by the mizeminal ganzlion
neurens (vibrissal pad).

Keywords
inflammation; camrazzenan; Complets Freumd's Adjmvant; edema; nociception

BASIC PROTOCOL

Introduction
A solution of caragesnan in zaline injected suboutansowsly in rats induces an acute swelling
that hecomes maximal 3-5 hours after the mjection and sabsides by 24 bours (Winter et al.,
1962; Orerness and Moore, 1988), whereas a suboumansens injaction of complete Freund's
adjivant in saline induces a morz prolonged swelling that becomes maximal at 24 hrs and
persists for at least 7 days (Tadarola et af., 1958; Stein or i, 1988). The inflammation
produced inthess models can be used to aszess the production of nflammatery mediatars at
sifes of inflammation, the anti-inflammatary properties of agents such as nonsteroidal anfi-
mflammatery drugs (WSAID:), and the efficacy of potative analgecic compoumds to reversa
outanepns hypersansitivity. This protocol details methods o elicit and measure camagesnan-
and complete Freand's adjovant-indoced inflammation in te footpad orvibriszal pad, which
can manifest as edema and hypersensitivity.
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D to possible differences between the dorsal root sensory system and the frizeminal
sensory system (Bereiter of ol , 2009), orfaneons injections of either the fostpad ar vibmssal
pad ars dzsrribed In this manner, cataneeus inflammation canbe assessed in fissus
mmervated by fhs lumbar dorsal root panzlion neurons (footpad) and by the tmzeminal
ganzlipn nemons (wibrissal pad). This protoce]l focuzes en the induction of inflammation in
mats, hawever it can easily be adapied for mice =20 z by using smaller injection volumes
(Le., 50 pl for vibrissal pad and 3350 pl for the footpad. Cunha et al., 2004; Schreiber ar
al., J08; Poh et al, 2004 and a 3 mm biopsy punch.

HOTE: All profocels using live animals mmst fivst be reviewed and approved by an
Institutional Amimal Care and Use Committes (TACTIC) er mmst conform o governmental
regulations regarding the care and use of laboratory animals.

Materials list

Male ar femals rats weizhing =100 g upen amival

0-5-2.0% (wv) camra geenan sobufion (Type IV Lambda, Sizma)
Complete Freond's adjovant (1 me'ml of Wycobacterium aberoulazis, heat killed and
dried; Sipma)

095 (wiv) saline, sterile
Inhalational anesthesia and'or animal restrainag

Seales, acourate to 0.1 and 0.0001 2

Bemdine

Ethanod {707, w)

13-z, ¥: -in meedls

3-ml glass syTinge

273, ¥ -in needls

1-ml syringes

fimm biepsy punch

Induction of edema
1 Allpw animals to acclimate for 1 wesk in solid-botiom cages. It is preferahle to
1se wond shavings in the beitom of the cazes becanse they provide a sofier
surface for the oritated footpads than pellets of compressed Frain or papss
products. Animals should be acclimated undar standard ighting and temperanre
conditions with food and water ad iibifum to eliminate the effacts of stress.
Weizh the rats using a scale accurats to 0.1 g.

1 Prepare syringes:
Fogeoad irisctions
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Carrageenan: for each animal, load a sterile loc syrings with a 27-G, Y-
neadle artached with 100 i of the carragsenan solifion

CEA: for each amimal, load a starils Loc syminge (needle unatached) with ~250
il of CFA emulsion Wipe the tip of the syTinge and attach a 27-5, Vi-in neadle.
Ciscard the excess CFA through the needls unfil coty 100 pl remains in the
syTinge.

Vibrissal pad injections:

Carrageenan: for each animal, load a sterile loc syrings with a 27-G, -in needls
artached with 100 pl of carrazesnan

CFA: for each amimal, load a sterile 1oc syminge (peedle umattached) with ~250
il of CFA emulzion Wips the tip of the syTinzs and attach a 274G, Y-in neadls.
Discard the excess CFA through the peedle unil enly 100 pl remains in the
SyTinge.

3 Imjection of the fostpad:

Place the rat in a temporany rastraint of place the at in a clear plastic box with
mhalational anesthesia umtl the rat i wocenscious, bemg careful not to kill the
animal Typically, a concentration of 5% isoflurane (wh) is saficent to mduce
apesthesia. Once animals have lost their righting reflex, they will remain
apesthetized for ~13-20 seconds, which is adequate time to clean and inject the
paw. Clean the plantar surface oo the footpad with betadine and 70°% ethanal
Insert the needls, bevel up, mto the metatarsal region of the hindpaw (ust
proximal v the distal calluses) almast parallel to the footpad (Figure 1A). Move
the needls 34 mm prosimally towards the farsal region and daliver the sohition
(100 pl carrageenan, CFA. or saling). Place your thumb Eghtty on the foot pad
while withdrawing the needls and maintyin pressure for 10 seconds. Betum the
Al to its cage after injection. Fepeat the injection for each animal. Figore 3
ilknstrates the dazres of mflammation in the foot pad 24 hours after the injection
of zalme ar CFA with paw thickness mexsimed using a mirremeter.

4 Injection of the vibrissal pad:

Place the rat in a clear plastic box with inhalational anesthesia undl the rat is
1mconscions, being careful not to kil the animal. Clean the vibrizsal pad with
betadine and 7% ethanol. Insert the needle. bevel facng away fom the rat just
posterior to the nosz in the 2% row of vibrizsae Move the neadle ~3 mm
towards the eye and deliver the sobrten (100 wl carmazespan, CEA, or salins).
Place your thumb lightly on the vibrissl pad while withdrawing the needle and
maintain pressure for 10 seconds. Femum the rat to its cage after injection.
Fepeat the injection for each animal

Measurement of edema—The mass of a punch tissue biopsy will be uiilized io

deterrnine the dezres of edema within the footpad or wibrissal pad. Sacrifice the rat at the
desired fime following salins, camageenan, or CEA-injecion
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5 For the footpad, uze a fmm biopsy punch fo remove a section of tissne. Use the
calhuses as anatomical markers and punch berween them all of the way to the
tendons to achisve consistency befween anmmals (Figure 1B). Weigh the tsme
on 3 scale aoourate to (L0001 £ and caloalate the difference befween the saline-
and irrifant-imjecied panches.

] For the vibrizsal pad, make a midlme incision fom betwesn the sars to the nose.
Crizzeqt away the skin o that the inside of the vibrizsal pad is acceszible. Usea
fmm biopsy punch to remevs a section of the wibnszal pad fom the mside of
the skin carwards. Usz the vibrissae as anatomical markers and make a punch
centered an the third row of vibriszas te achisve consistency betwesn animals.
Weizh the tiszue on a scals acourate fo 00001 2 and caloulate the difference in
mass befwesn the saline- and imitani-injectzd punches.

REAGENTS AND SOLUTIONS

Carrageenan: 0.5%—2.0% (W) carrageenan sohurion

Pour 300 ml of sterale (9% saline info a 1-liter beaker and add a stir bar. Slowly add
25 (0.5%) - 10.0 g (2.0%5) camageenan powder (Type IV Lambda, Sigma) to the
beaker. Heat the sabution to #0°C with stiming. but do pot allow the solution to boil
Heating the mixne helps to dissalve the camapesman: it should take less than an bour
i dissabve all of the powdar. Pour the sehnton inte a clean 1-liter glass bortle equipped
with 2 cap and sterilize by auinclaving. Cool the saluton to reom temperairs and
alimuot inte sterile, 100-ml capped bottles. This solution is stable for at least a wesk
when stored at 4°C following prepamtion

Complete Frennd’s adjovant: 0.5 mg/ml mrycobacterium emulsion

Vortex: the bottle of CFA (Sizma). This step is very important becanss it elindnates the
sertling of the Mprobacteria during storaze. Add 0.5 ml of CFA to 0.5 ml of sterils
0.9%; zalims Using a 3cc plass syringe with a 234G, Y-in needle attached, mix the
solution approximately sizht times fo oeats a bomogensons emulsion by dawing the
sohution in and out of the syTings. This solbution shonld be prepared fach sach tima
injections will be mads.

COMMENTARY

Background Information
The subcutaneons imjecton of either cammazesnan or complete Freund's adjovant prodoces
local mflammarion, desipnated by the 3 cardinal sims: hypersensitivify, rednass, swelling.
beat, and loss of function (Winter er al, 1942; Stein of al., 1988). The modals described in
this proftocol use camazesnan a3 an imitant fo mdures a Tansient inflammation or complete
Freund’s adjuvant to indwce a mare persistent inflammation. Edsma (swelling),
bypersensitivify to a negions stimutes (yperalgesia), o sensiivicy to 2 Doonoxions sinmihs
(allodynia) can be used to assess inflammation in an aimal mode], tos providng maltipls
methods i monitor mflammatery responses and the reversal or prevention of these
responses with anti-inflammatory compeands, such as WSAIDs, Varous metheds have been
publizhed to moniter edema; some measurs the size of the paw via vohme displacement
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MODELOS DE INFLAMACION: EDEMA INDUCIDO POR CARRAGENINA O
ADYUVANTE DE FREUND E HIPERSENSIBILIDAD INDUCIDA EN LA
RATAS®

Resumen

Se utilizan modelos de inflamacién en animales para evaluar la produccién de
mediadores inflamatorios en los sitios de inflamacién, las propiedades
antiinflamatorias de agentes como los farmacos antiinflamatorios no esteroides
(AINEs) y la eficacia de los compuestos analgésicos putativos para revertir la
hipersensibilidad cutanea. Este protocolo detalla los métodos para obtener y medir
la carragenina y completar la inflamacion cutanea inducida por el adyuvante de
Freund. Debido a las posibles diferencias entre el sistema sensorial de la raiz
dorsal y el sistema sensorial del trigémino, se describen las inyecciones de la
almohadilla del pie o de la almohadilla vibratoria. De esta manera, la inflamacién
cutanea puede ser evaluada en el tejido inervado por las neuronas ganglionares
de la raiz dorsal lumbar (footpad) y por las neuronas ganglionares del trigémino
(vibrissal pad).

Introducciéon

Una solucién de carragenina en solucion salina inyectada subcutaneamente en
ratas induce una hinchazén aguda que se vuelve maxima de 3 a 5 horas después
de la inyeccion y disminuye en 24 horas (Winter et al., 1962; Otterness y Moore,
1988), mientras que una inyeccion subcutanea de adyuvante completo de Freund
en solucion salina induce una hinchazén mas prolongada que se vuelve maxima
a las 24 horas y persiste durante al menos 7 dias (ladarola et al., 1988; Stein et
al., 1988). La inflamacion producida en estos modelos puede utilizarse para
evaluar la produccion de mediadores inflamatorios en los sitios de inflamacion, las
propiedades antiinflamatorias de agentes como los farmacos antiinflamatorios no
esteroides (AINEs) y la eficacia de los compuestos analgésicos putativos para
revertir la hipersensibilidad cutanea. Este protocolo detalla los métodos para
obtener y medir la inflamacién inducida por carragenina y completar la inflamacion
inducida por el adyuvante de Freund en la almohadilla del pie o la almohadilla
vibratoria, que puede manifestarse como edema e hipersensibilidad.

Debido a las posibles diferencias entre el sistema sensorial de la raiz dorsal y el
sistema sensorial del trigémino (Bereiter et al., 2009), se describen las inyecciones
cutaneas de la almohadilla del pie o de la almohadilla vibratoria. De esta manera,
la inflamacion cutanea puede ser evaluada en el tejido inervado por las neuronas
ganglionares de la raiz dorsal lumbar (footpad) y por las neuronas ganglionares
del trigémino (vibrissal pad). Este protocolo se centra en la induccion de la
inflamacion en ratas, sin embargo, puede adaptarse faciimente para ratones de
mas de 20 g utilizando volumenes de inyeccion mas pequefios (por ejemplo, 50 pl
para la almohadilla vibratoria y 25-50 pul para la almohadilla de pie, Cunha et al.,
2004; Schreiber et al., 2008; Poh et al., 2009) y un punzén para biopsia de 3 mm.
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Materiales

e Ratas macho o hembra de peso superior a 100 g a su llegada
e 0.5-2.0% (p/v) solucién de carragenina (Lambda Tipo IV, Sigma
e 0,9% (p/v) solucién salina, estéril

e Anestesia por inhalacién y/o retenedor de animales

e Betadine

e Etanol (70%, v/v)

e 23-G, 2-en aguja

e Jeringa de vidrio de 3 ml

e 27-G, Y2-en aguja

e Jeringas de 1 ml

e Perforador para biopsia de 6 mm

Induccion de edema

1. Permita que los animales se aclimaten durante 1 semana en jaulas de
fondo sdlido. Es preferible utilizar virutas de madera en el fondo de las
jaulas porque proporcionan una superficie mas suave para las almohadillas
irritadas que los pellets de granos comprimidos o productos de papel. Los
animales deben ser aclimatados bajo condiciones estandar de iluminacion
y temperatura con alimentos y agua a voluntad para eliminar los efectos
del estrés. Pesar las ratas con una precision de 0,1 g.

2. Preparar jeringas:

e Inyecciones en el pie: Carragenina: para cada animal, cargue una jeringa
estéril de 1cc con una aguja 27-G, V2-in unida con 100 pl de la solucién de
carragenina.

CFA: para cada animal, cargue una jeringa estéril de 1cc (sin aguja) con ~250 ul
de emulsion de CFA. Limpie la punta de la jeringa y coloque una aguja 27-G, "2-
in. Deseche el exceso de CFA a través de la aguja hasta que sélo queden 100 pl
en la jeringa.

¢ Inyecciones de almohadillas vibratorias:

Carragenina: para cada animal, cargue una jeringa estéril de 1cc con una aguja
de 27-G, -en adjunta con 100 ul de carragenina.

CFA: para cada animal, cargue una jeringa estéril de 1cc (sin aguja) con ~250 pl
de emulsion de CFA. Limpie la punta de la jeringa y coloque una aguja 27-G, "2-
in. Deseche el exceso de CFA a través de la aguja hasta que s6lo queden 100 pl
en la jeringa.

3. Inyeccidn de la plantilla:

Coloque a la rata en una restriccidon temporal o coloque a la rata en una caja de
plastico transparente con anestesia por inhalacion hasta que la rata esté
inconsciente, teniendo cuidado de no matar al animal. Tipicamente, una
concentracion de 5% de isoflurano (v/v) es suficiente para inducir la anestesia.
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Una vez que los animales han perdido su reflejo de derecha, permaneceran
anestesiados durante ~15-20 segundos, lo que es tiempo suficiente para limpiar e
inyectar la pata. Limpiar la superficie plantar de la plataforma con betadina y etanol
al 70%. Inserte la aguja, biselada hacia arriba, en la region metatarsiana del pavo
trasero (justo proximal a las callosidades distales) casi paralela a la almohadilla
del pie (Figura 1A). Mueva la aguja 3-4 mm hacia la regién tarsiana y administre
la solucién (100 pl carragenina, CFA o solucion salina). Coloque el pulgar
ligeramente sobre la almohadilla del pie mientras retira la aguja y mantenga la
presién durante 10 segundos. Regrese la rata a su jaula después de la inyeccion.
Repita la inyeccion para cada animal

4. Inyeccién de la almohadilla vibratoria:

Coloque la rata en una caja de plastico transparente con anestesia por inhalacién
hasta que la rata esté inconsciente, teniendo cuidado de no matar al animal.
Limpiar la almohadilla vibratoria con betadina y etanol al 70%. Inserte la aguja,
con el bisel hacia afuera de la rata, justo detras de la nariz, en la segunda fila de
vibrisas. Mueva la aguja ~3 mm hacia el ojo y administre la solucién (100 pl
carrageenan, CFA, o solucion salina). Coloque el pulgar ligeramente sobre la
almohadilla vibratoria mientras retira la aguja y mantenga la presién durante 10
segundos. Regrese la rata a su jaula después de la inyeccion. Repita la inyeccion
para cada animal.

Medicion del edema: se utilizara la masa de una biopsia de tejido en sacabocados
para determinar el grado de edema dentro de la almohadilla para el pie o la
almohadilla vibratoria. Sacrifique la rata en el momento deseado después de la
inyeccion de suero salino, carragenina.

5. Para la almohadilla del pie, utilice un punzén de biopsia de 6 mm para
extraer una seccion de tejido. Utilice las callosidades como marcadores
anatoémicos y perfore entre ellas hasta los tendones para lograr la
consistencia entre los animales (Figura 1B). Pesar el tejido en una escala
con una precision de 0,0001 g y calcular la diferencia entre los punzones
inyectados con solucién salina e irritantes.

6. Para la almohadilla vibratoria, haga una incision en la linea media desde
entre las orejas hasta la nariz. Diseccione la piel para que el interior de la
almohadilla vibratoria sea accesible. Utilice un punzén de biopsia de 6 mm
para extraer una seccion de la almohadilla vibratoria desde el interior de la
piel hacia el exterior. Utilice las vibrisas como marcadores anatomicos y
haga un punzén centrado en la tercera fila de vibrisas para lograr la
consistencia entre los animales. Pesar el tejido en una escala con una
precision de 0,0001 g y calcular la diferencia de masa entre los punzones
de inyeccion salina e irritante.

REACTIVOS Y SOLUCIONES

Carragenina: 0.5%-2.0% (p/v) solucion de carragenina

160



Vierta 500 ml de solucién salina estéril al 0,9% en un vaso de 1 litro y afiada una
barra de agitacion. Afada lentamente 2,5 g (0,5%) - 10,0 g (2,0%) de polvo de
carragenina (Tipo IV Lambda, Sigma) al vaso. Calentar la solucion a 90°C con un
agitador, pero no dejar que la solucion hierva, ya que el calentamiento de la mezcla
ayuda a disolver la carragenina, que debe tardar menos de una hora en disolver
todo el polvo. Vierta la solucién en una botella de vidrio limpia de 1 litro equipada
con una tapa y esterilicela en autoclave. Enfriar la solucién a temperatura
ambiente y alicuota en frascos estériles con tapon de 100 ml. Esta solucién es
estable durante al menos una semana cuando se almacena a 4°C después de la
preparacion.

Completa el adyuvante de Freund: Emulsion de micobacterias de 0,5 mg/ml

Vortexar la botella de CFA (Sigma). Este paso es muy importante porque elimina
el asentamiento de las micobacterias durante el almacenamiento. Adadir 0,5 ml
de AGL a 0,5 ml de solucién salina estéril al 0,9%. Usando una jeringa de vidrio
de 3cc con una aguja de 23-G, %-in, mezcle la solucidon aproximadamente ocho
veces para crear una emulsion homogénea aspirando la solucion dentro y fuera
de la jeringa. Esta solucién debe prepararse de nuevo cada vez que se apliquen
las inyecciones.

COMENTARIO

La inyeccién subcutanea de carragenina o del adyuvante completo de Freund
produce inflamacién local, designada por los 5 signos cardinales:
hipersensibilidad, enrojecimiento, hinchazén, calor y pérdida de funcion (Winter et
al.,, 1962; Stein et al., 1988). Los modelos descritos en este protocolo utilizan
carragenina como irritante para inducir una inflamacién transitoria o como
coadyuvante completo de Freund para inducir una inflamaciéon mas persistente. El
edema (hinchazoén), la hipersensibilidad a un estimulo nocivo (hiperalgesia) o la
sensibilidad a un estimulo no nocivo (alodinia) pueden utilizarse para evaluar la
inflamaciéon en un modelo animal, proporcionando asi multiples métodos para
supervisar las respuestas inflamatorias y la inversién o prevencién de estas
respuestas con compuestos antiinflamatorios, como los AINEs. Se han publicado
varios métodos para monitorear el edema; algunos miden el tamafio de la pata a
través del desplazamiento del volumen.
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ANEXO N° 11. . PROTOCOLO DE HOT PLATE ®

Models of Nociception: Hot-Plate, Tail-Flick,
and Formalin Tests in Rodents

Experimental models of pain sensitivity (nociception) includa tests of responss thresholds
to high-intensity stimuli (acute pain tests) and of changes in spontapeous or evoked
behavioral responses in animals with peripheral injury or inflammation {persisient pain
meodils). Acute thermal pain is modeled by the hot-plate and tail-flick tests. Persistent
pain prodoced by peripheral tissue injury and inflammation can be modeled by the
formalin test. In this test, tissue injury is produced by an injection of a dilute formalin
solotion into the paw, which evokes a spontaneous behavior, charactenzed by paw licking
end finching, that persists for -1 hr: In addition to these pain tests, modals exist to stody
changes in thermal and mechanical thresholds that occor after injury to a peripheral nerve
{neuropathic pain). There is evidence that the neurotransmitiers and pevromodulators
mediating pain responses in each of these models may differ. As a result, different
pharmacological agents may be effective in atienoating pain in the different modals. A
basic understanding of the mechanisms involved in pain transmission is important in order
to choose the mode] most appropriate for examining the analgesic properties of specific
agents of classes of compounds. This unit presents protocoels for testing acute pain using
bath the hot-plate tast (see Basic Protocol 1) and the tail-Mlick test (see Basic Protocel 2),
end for testing a persistent mode] of pain using the formalin test (see Basic Protocol 31
Each protocol describes the preparation of animals (mice or rats) for the tests, admini-
stration of a compound being tested for its analpesic properties, and data collaction.

Riesearchers should ba aware that some members of animal care and use committees may
be reluctant io approve “pain”™ protoceds. Clear, concise descriptions of the procedures
are necessary to inform those not familiar with thess techniques that the stimuli used are
relatively short lnsting. Proper experimental desizn, which includes the application of
cutoff times to limit the exposore to noxiows stimuli, will minimize the amount of pain
end distress experienced by experimenial animals.

NOTE: All protocols using live animals most first be reviewed and approved by an
Institutional Animal Care and Use Commitize (LACUC) or must conform to 2ovemmental
regulations regarding the care and wse of laboratory animals.

MEASUREMENT OF ACUTE PAIN USING THE HOT-PLATE TEST

This protocol describes the wse of a bot plate to measure the polential antinociceptive
effects of test compounds to an acute thermal stimulos. Animals are injected with test
compounds of vehicle (contreds) and then placed on the hot plale one at a time. Latency
to respond o the heat stimulus is measered by the amount of time it takes for the animal
to lick one of its paws.
Materials

Animal: 30 to 35-g mals CI} mice, group-howsed (e Charles River Labs) or

200 to 250-p male Sprague-Dawley rats

Test compounds in saline o other appropriate vehicle

Reference analgesic compound (e.g., morphine, fo be given 10 me'ke, ip)

I-ml syringes with 27-G neadles

Hot-plate apparatus or metal platz in a controlled temperature water bath

UNIT 8.9

BASIC
PROTOCOL ¥
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I. Bring animals to test room and record their body weights. Allow animals io acclimate
to test rosoam for 15 to 30 min.

Feparate proups of eairals are weed for eoch remtment.
2. Set hot plate to 55°C for mice or 52.57C for rats.

Movphine reatment may be ured to defermine the optirel hol-plate ferperature. Doses of
& fo 1 mpip morphine (Lp. ) bypically provide o near-mecime! i modno cafinoecicepiine
FESpOALTE [N il pain avayr. The appenaiuy 5 sef i e femperatore of which By fyee
of amtimacicepfive regpovre iv observed with there doses af morphine

3. Prepare doses of test compounds, wehicle (control), and reference agent such as
merphine (if desired).

4. Inject animals with test compound, vehicle, or reference agent. Inject animals in a
stageered fashion to allew a consistent ime to pass between treatment and testing
for each amimal. Randomize the order in which different treatments are administered
such that each condition is distibuted throughouwt the doration of the entire experi-
menial procedure.

firr exemple, adwinisder vefiicle, foew dose I, thea dose 2, oed repemt wehl the desired
anmber of caimals for each proup (e.p., n = &) iy reached, The timee iafervel used fo sagper
e infectioms will depemd on the fime it tobex fo dent enok animnl. Testing time i penereliy
Based an e ool fime—ite preselecied time af wiick the test will be termimated i He
arimel shows mo aocicepitre response. Adbering to presefecied cidoff timey helps minirine
e tivene demage thot oo oo widlt profoaged eqposure io o Aeafed aofoce. B e
prposes of Sapgering ireatmenis, i fee coffoff time iv et fo 30 wer, ie emperimenter may
wani b0 leave 45 fo 60 rec Between the infection of caimals. The apmber of animaly ther
can be tremted af owe time depenaly on the time between fremtment cod fexting. ferecaeple,
iff testing i fo e performed 360 min offer treatment, o single experimerler freaiieg animols
ait a rafe of oae per migute, showld treat owly 30 aeimels, Ar 30 gein, it will Be time bo best
e first ¢reafed animal

5. When post-treatment time (e.2., 30 min) has elapsed, begin testing animals. Place a
singk ammal on the hot plate and immediately start a stopwatch or timer. Observe
thz ani mal until it shows 3 nociceptive response (2.2, licks its paw) oruntil the cutoff
time is reached. Remove the animal from the hot plate. Becord its Latency to respond.
For animals that do not respond prios to the cutoff time, record the cutoff time (e.g_,
30 sec). Repeat for all animals in the order in which they were treated.

Mice or roix placed on a keated rurface will ofien Uk their pows, typically the froaf paws
Jirst. Far sooving, tfe [otency fo respoed v megaored ax the emownt? of time el slopses
Between wieen the caimal is placed on the kol plate and when i firnt licks oee of ity rear
powr. Fromt paw licking v @ common grooming respowrse and may kave oo refafion to
discomfort. Therefore, rear paw licking iv e more relioble mecore of discongfort.

The durmtion of action af a cowpound may olso be determined by mecmrieg o sieple
amimel’s responye over fime. For etomple, mee mremnen s may be folew 15, 360, and 60 min
afier treatreeal with a tesf compound. OF course, similor megsrements st be suede for
vekicle-frectied caimals fcontrols).

6. Perform appropriate stalistical amalysis on the data. With multiple 2rowps, use an
ANOWVA followed by post-hoc analysis (if appropriate) to compare the treatment
eroups to the controls (vehicls treatment).

Dt fream hot-pliote tesis ore offen expreveed oF peroeaf ke porsiflde sfec (W PEL
BMPE = (text — basefine Wonaf — bavefine] = TiX], witere test ix the [zfency to regpoed
afiertremment; baselies is the lmercy to respond prior to treatment; and cutoff i the preser

Téme o witich the test will be emded in e afreence of o response. To determine @ componnd s
EMPE, o bareline mearure must be pbigined for sech arimel prior fo trecimerl with

veticle or bexr cowgponnd.
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MODELOS DE NOCICEPCION: HOT-PLATE, TAIL-FLICK, Y TEST DE
FORMALINA EN ROEDORES ®

Los modelos experimentales de sensibilidad al dolor (nocicepcion) incluyen
pruebas de umbrales de respuesta a los estimulos de alta intensidad (pruebas de
dolor agudo) y de los cambios en el comportamiento espontaneo o evocado.
respuestas conductuales en animales con lesion o inflamacién periférica (modelos
de dolor persistente). El dolor térmico agudo es modelado por las pruebas de la
placa caliente y el parpadeo de la cola. El dolor persistente producido por la lesién
e inflamacion del tejido periférico puede ser modelado por la prueba de formalina.
En este examen, la lesion tisular se produce por la inyecciéon de una formalina
diluida en la pata, lo que evoca un comportamiento espontaneo, caracterizado por
el lamido de la pata y estremecimiento, que persiste paral hr. Ademas de estas
pruebas de dolor, existen modelos para estudiar cambios en los umbrales térmicos
y mecanicos que ocurren después de una lesién a un nervio periférico (dolor
neuropatico). Hay evidencia de que los neurotransmisores y neuromoduladores
mediadoras de las respuestas del dolor en cada uno de estos modelos pueden ser
diferentes. Como resultado, diferentes los agentes farmacoldgicos pueden ser
eficaces para atenuar el dolor en los diferentes modelos. A La comprensién basica
de los mecanismos que intervienen en la transmision del dolor es importante para

para elegir el modelo mas apropiado para examinar las propiedades analgésicas
de determinadas agentes o clases de compuestos. Esta unidad presenta
protocolos para la prueba del dolor agudo utilizando tanto la prueba de la placa
calefactora (véase el protocolo basico 1) como la prueba del parpadeo de la cola
(véase el protocolo basico 2), y para probar un modelo de dolor persistente
utilizando la prueba de formalina (véase el Protocolo Basico 3). Cada protocolo
describe la preparacion de los animales (ratones o ratas) para las pruebas, la
administracion y el control de la enfermedad. de un compuesto que esta siendo
probado por sus propiedades analgésicas, y la recoleccién de datos.

Los investigadores deben tener en cuenta que algunos miembros de los comités
de cuidado y uso de animales pueden ser reacio a aprobar protocolos de "dolor".
Descripciones claras y concisas de los procedimientos son necesarios para
informar a quienes no estan familiarizados con estas técnicas que los estimulos
utilizados son relativamente corta duracién. Disefio experimental adecuado, que
incluye la aplicacién de las horas limite para limitar la exposicion a estimulos
nocivos minimizaran la cantidad de dolor y la angustia experimentada por los
animales de experimentacion.

MEDICION DEL DOLOR AGUDO MEDIANTE LA PRUEBA DE LA PLACA
CALIENTE

Este protocolo describe el uso de una placa caliente para medir el efecto potencial
antinociceptivo de los compuestos de ensayo en un estimulo térmico agudo. Los
animales son inyectados con prueba o vehiculo (controles) y luego se colocan uno
por uno en la placa calefactora. La latencia para responder al estimulo de calor se
mide por la cantidad de tiempo que le toma al animal para lamer una de sus patas.
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Materiales

e Animal: ratones CD machos de 30 a 35 g, alojados en grupo -Sprague-
Dawley macho de 200 a 250 g

e Compuestos de ensayo en suero salino u otro vehiculo apropiado

e Compuesto analgésico de referencia (por ejemplo, morfina, 10 mg/kg, p.i.)

e Jeringas de 1 ml con agujas de 27 G

e Aparato de placa caliente o placa metdlica en un bafo de agua a
temperatura controlada

e Cronometro o temporizador

1. Lleve a los animales a la sala de pruebas vy registre el peso de sus cuerpos.
Permitir que los animales se aclimaten a la sala de pruebas de 15 a 30 minutos.
Para cada tratamiento se utilizan grupos separados de animales.

2. Ajuste la placa caliente a 55°C para los ratones o 52.5°C para las ratas. El
tratamiento con morfina se puede utilizar para determinar la temperatura 6ptima
de la placa caliente. Dosis de 8 a 10 mg/kg de morfina proporcionan tipicamente
un nivel de antinocicepcion entre casi maximo y maximo de respuesta en pruebas
de dolor agudo. El aparato se ajusta a la temperatura a la que este tipo de
respuesta antinociceptiva se observa con estas dosis de morfina.

3. Preparar dosis de compuestos de prueba, vehiculo (control) y agente de
referencia, tales como morfina (si se desea).

4. Inyectar a los animales con compuesto de ensayo, vehiculo o agente de
referencia. Inyectar animales en un Moda escalonada para permitir que transcurra
un tiempo consistente entre el tratamiento y la prueba. para cada animal.
Aleatorizar el orden en que se administran los diferentes tratamientos de manera
que cada condicidn se distribuya a lo largo de toda la duracién del experimento.
procedimiento.

Por ejemplo, administrar el vehiculo, luego la dosis 1, luego la dosis 2, y repetir
hasta que se obtenga el resultado deseado. nimero de animales por grupo (por
ejemplo, n = 8). El intervalo de tiempo utilizado para escalonar las inyecciones
dependera del tiempo que tome probar a cada animal. El tiempo de prueba es
generalmente basado en el tiempo limite - el tiempo preseleccionado en el cual la
prueba sera terminada si el el animal no muestra ninguna respuesta nociceptiva.
El cumplimiento de los tiempos de corte preseleccionados ayuda a reducir al
minimo el dafo tisular que puede ocurrir con la exposicion prolongada a una
superficie calentada. Si el tiempo de desconexién esta ajustado a 30 segundos, el
experimentador podra dejar de 45 a 60 segundos entre la inyeccion de los
animales. El numero de animales que puede ser tratado de una sola vez depende
del tiempo que transcurra entre el tratamiento y la prueba. Por ejemplo, si la
prueba se va a realizar 30 minutos después del tratamiento, un solo
experimentador, que trate a los animales a razén de uno por minuto, deberia tratar
s6lo a 30 animales. A los 30 minutos, sera el momento de probar el primer animal
tratado.
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5. Cuando haya transcurrido el tiempo de pos tratamiento (por ejemplo, 30
minutos), comience a realizar pruebas a los animales. Coloque un un solo animal
en la placa caliente e inmediatamente poner en marcha un cronémetro o
temporizador. Observe el animal hasta que muestre una respuesta nociceptiva
(por ejemplo, cuando se lame la pata) o hasta el corte el tiempo es alcanzado.
Retire el animal de la placa caliente. Registre su latencia para responder.

En el caso de los animales que no respondan antes de la hora limite, registre la
hora limite (por ejemplo 30 seg.) Repita para todos los animales en el orden en
que fueron tratados.

Los ratones o ratas colocados en una superficie calentada a menudo lamen sus
patas, tipicamente las patas delanteras. Para la puntuacién, la latencia para
responder se mide como la cantidad de tiempo que transcurre entre el momento
en que el animal se coloca en la placa de coccién y el momento en que lame por
primera vez una de sus patas posteriores. El lamer la pata frontal es una respuesta
comun de aseo y puede no tener relacion con incomodidad. Por lo tanto, lamer la
pata trasera es una medida mas fiable de la incomodidad. La duracién de la accién
de un compuesto también puede determinarse midiendo un unico la respuesta del
animal en el tiempo. Por ejemplo, se pueden tomar mediciones de 15, 30 y 60 min.

después del tratamiento con un compuesto de prueba. Por supuesto, se deben
realizar mediciones similares para animales tratados con vehiculos (controles).

6. Realizar un analisis estadistico adecuado de los datos. Con varios grupos,
utilice un

ANOVA seguido de un analisis post-hoc (si procede) para comparar el tratamiento
a los controles (tratamiento de los vehiculos).

Los datos de las pruebas de placas calientes se expresan a menudo como
porcentaje del efecto maximo posible (%MPE). MPE = (test - baseline)/(cuttoff -
baseline) x 100, donde test es la latencia para responder después del tratamiento;
el punto de partida es la latencia para responder antes del tratamiento; y el punto
de corte es el preestablecido

momento en el que se finalizara la prueba si no hay respuesta.
L1 = el punto de partida es la latencia para responder antes del tratamiento
L2 = es la latencia para responder después del tratamiento

TIEMPO DE CUT OFF: el punto de corte es el preestablecido momento en el que
se finalizara la prueba si no hay respuesta.
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ANEXO N° 12. GUIA DE MANEJO Y CUIDADO DE ANIMALES DE
LABORATORIO: RATON *

MINISTERIC DE SALUD
g0 INETITUTO MACIONAL DE SALUD
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GUIA DE MANEJO Y
CUIDADO DE ANIMALES DE
LABORATORIO: RATON

Elzborado por:

Q. F. Flar de Marna Fusnbas Paredes

2. F. Rasa fomelia Mendoza Yanavilca
I frtuno Lomnro Rosales Femdnoaz
M.V Rosario Alberio Cisnercs Tarmeriol

Centro Macional de Productas Bioldgicas
Institutt Macional de Salud

LIM&, 3008
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CAPITULD |
MARCO TEQORICO

El animal de labaratorio Sene que sar respetado como Ser ¥iva, @nen-
der gue padece necesidades v sufre dalor, par ley e= abligacian del persa-
nal que lo cuida, mantiene y uliiza (investigador], asegurar su bienestar y
canfort mientras viva.

1.1. EL AMIMAL OE LABCRATORIO

El animal de [sborabtario &g ague| que:
» E5 engendrado y praducido @n candiciones controladas,
» Mantenida &n un anlomo cantnalada,

» Posae claros antecadentes gendticas y microbiokigicos,
¥ Exisle una comprobacion sislemabcs de e=ios anfacadanbes,

Tamhbién =z defnida coma cualguier especie animal que, mantenida
bajo determinadas condiciones confraladas e wtlizada como instrumento
de medda @n expedmentaddn centifica, desarrallo tecnoldgcs & Rnavacion,
prusbas de labaratora y docencia, para [ generacion de datos, los
cuabes san ulilizades como informacitn. Ejempla de astas pspecies son: e
ranlon, la rata, el hamsier, o canejo, & perro, @l mans edc.

1.2 EL RATOM, 8 TAXONOMIA ¥ US0 COMO ARMAL DE LABORATORID
TAKDNOMIA

Clase: Mammalia
Familia: Muridss
anera: Mus

Espacie: IHUs MUSCLAUS.

'i'EITIH|E!I g% EU w30 como Bnimal ds kzboretorio:

» De féci cudado y manienimiento, par su pequefa amano.
» Bajos cosio de manutendon.
» Cepa definida.

» Diversidad de caracteristicas especificas que sinven coma madek.

3 Efliciencia reproductiva.

» Por =u vida redativaments cora o5 excelenie pard su uso en @nsayos
tronicos de toxicalegia, micrabialogia, virslogia, farmacalogia, sic.

» Coro bemps de generacion.
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Deawenta)ae:
» Dificuliad en la recaleccian de material bakgico.

» Dificuliad la adminstracion de dragas.

¥ Dificuliad en las bEcncas quirdngicas.

1.1 CEPA

Poblacidn de ma msma especie, descandiente de un misma ongen;
canserdada par mado de una sene de pasos o culios.
Ejemplas:
FATOMN BALBM (Mus musculus)

E

> RATOM AKR (Mus muscuius)
» RATOM ICR (#rs MUsScwius)
» RATOM NIH [#d5s mUsSswius)

Todas eslas cepas se usan amplamente en estudios de bagicalbgia, farmese
calogia vy en pruebas de seguridad.

1.4, ADGUISICKON DE AMIMALES DE LABORATORIO

La imporacan de armakes de [shoratono deberd cumglic kos reguisi-
bas roc-sanitanas del Servicio Macional de Sanidad Animal [SERNACSA] ded
Par.

La aleccian del animal del lsbomatane debe cumpliv s exigencias de b
ime=tigacion biomédica y rednir ks requisitas pensticos y micrabaltgicos.

1.5 CERTIFICADD OE *ANIDAD

Doacumento qua acredila la calidad sanitana de las animales, produci-
dos o adquiridas, mediante estudios adecuadas que cerdifiguen la ausencia
de enfermedades gue puedan mberdenr con koS resultadas exparmantalas.

Todos les animales adguindos par comgra @ donacion y que serdn uli-
lizados como animal de [aboratorio, deben ir scompafiados de esie doou-
menia gue carifica las condicanes de salud y calidad en gue 28 produja-
ron, crigronm i manbuvienan hasia antes de su salida del ugar de arigen.
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CAPRITULO Il
EL RATON: 5U MICROAMBIENTE ¥ MACROAMEIENTE

1. NICROANBIENTE

El microambients, e= el ambiene fisico inmadiai gue rodea al raton)

tambien lamade canfinamiesnto o enciero primarno, esta limitado por el pe-
rimeiro de B jauls o caja, cama, aimenio ¢ agua de bebida; deben cantn-
buir & la salud de los animales, ¢ esitares odo estrés, por ke que deberd
asignarsale, a cada und, wn espacio adecuado qoe e parmita movimienios
y adopciones de pesiuras nomnales, pressrvands & su ver las minimas
candiciones de higiens vy de profteceidn contra insecios, roedores y ofras
plagas.

El micraambiente ke condorman la caja o jaula, &l alimenta, &l agua, asi
camb &l mantenimients de s condiciones de higiene de cada uno de allos
(capiua de cuidado ¥ mantenimientog.

211 CAJA O JAULA

Lo rabanes e akjan en cajas o pulas especialments disefadas para

facilitar su bienssiar, peeden ser de mesal o de plbstico (polpropileno, pa-
licarbonato, paliesticena y polysulfana), pravistas de tapas de  acero noxi-
dabile can a sin filtro.

Drabee teper [as siguisntes caracteristicas:

»  Proporcianar espacio adecuado, ser cemada, segum ¥ protegedo de
lag amenazas sxhemas.

3 Ser adecusdo @n vanlilacidn.
»  Ser resilents al lavado, desinfeccion v eslenlizacdn frecusnbe.

»  Permitic la abseryacion del anrmal.

»  Temar pisos v paredes Bcies de limpiar (superfides lisa) y can tapa
remavibile de mejas o pedarsda,

> Marlenarse =0 bueras condiciones de uso,

»  Facilitar &l accesa de las animales al agua v alimenta.

» No presaniar bordes corfanfes g prayeccionss que puedan causar
by,
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21.2. RECOMENDACIONEY DE EXPACIO (DENSIDAD ANIMAL

Peto on ramod. | Area el pia pof anmal Afura tm
 om'
Mgnor de 10 .M 12.7
10-18 2181 12.7
153.2% Al 1.7
Mayor 2 25 e 1.7

o e Coaad — OF S ol G O

215, LECHO O CAMA

Livs bechios @ordn de material absorbende fal come la vruls de maders,
la coronta molida del maiz (marks), elc; bres de polvilo, akegenos y sus-
tarcias xicas., Deben ser astarlizablas.

La viruta mas adecusda #s la de de pino blanco, sequida por la de
tarmila.

Se debe fener aspecficaciones de calidad de la siruta para su adquisi-
cidan, fales como:

» Bo SEr NS
» Capacidad de ahsonckin

» Mo se recomiends &l usa de vinks precedente de cedrs o caaka

2.1.4. EGUA DE BEEBIDA

El agua debe ser potable y suministrarse libremente durande ioda la vida

del anmal, pusde ser an frascos bebederss de vidno o de policarbonalo.
El apua debe sor aadificada, estenlizada medanie sutockave o por mélodo
di filtrascin.

215 AELINERTO: DIETAS Y REQUERIMIERTO §

El alimenta #= @l materiadl primana & partic ded cual s& van a formar §

rencvar los tejidos y estructuras corparales, tanto las nuevas como las ya
existentes, que deben ser reemplazadas debide al proceso de desgaste. La
futncikin es determinante en los estadas sucesiios de crecimiento y pra-
duccidn de los anmales, de ahi que haya alimentos especificaos para cada
especk y hasta para cada etapa de su wda.

Luego de su adquisicion, se debe tener cudado &n @l fransporte, ama-

canamienta v manipulacion del almeanio para reducic al minimo |a intraduc-
cion de enfermadades, pardsios y veciones potenciales de enfermedades
(por ajemplo nsectos v atras plagas) ¥ confaminantes guimicas.

S debie conlar con un pracedimients para la adquisicidn de alimento v las
requisios que esie debe reunr, tales camo:
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»  Composicidn, que debeard cobric las necesidades de crecimiensa, ges-
lacitn, lactancia ¥ mantenimienio del man.

Db ser agradable al paladar (palatable) v digestibbe.
Tener fecha de elaboracian y caducidad.

»  Cedificado de andlsis guimioo proximal ¥ micrabiokigico por cada lode.
»  Estar Ebre de harina de pescado, aditheos, drogas, homanas, anthidti-
tos, pesticdas y canfaminantes pabdpenos.

»  El almanio an farma de pallet debe sener fa consistencia raguerida,
paar evitar

2.2 MACROAMEIENTE

El macroambisnie as ol aspacio nmediaio & microambienbe ¢ e la cala
de akyjamienio en su ambia general.

La alteracion de los factores del macroambiente producird cambics en

el models animal y con elo, la modficacion del tipo de respueesta, y aumen-
ba e L variabibdasd de los resullados entre o denlre de los laboratonas e
experimentacian.

2.21_AIRE ¥ VEMTILACION

Los ambientes deslinados a la produccion de animales, &n su inlerior,
defien pasesr wenlilaEan con presidn positiea de gire nespecio a ks pasillas
O Areas sxfericres, manieniendo la= gradientes de presicn, de Gl formas gue
s wyita & ingreso de paddgenos desde e exterior.

En caso de pasesr un bicbena de doble pasille con locales cenirales {cir-
culacian limpia y sucia), b gadents de presitn serd del limpic hacia 2l so-
cio.

La ventilacicn es impariante para candrolar b homedad, calor, gases
txicos. e dabe ganerar entre 15 a 20 recambios de aine | bora,

Livs seiemas de are acordicionado o venbilscidn no podrdn ser cam-

paridos con olras dreas, serdn exclusvas pars el secior biabena y con fac-
tare= cantrelados de temperatura ¥ humedad.

222 TEMPERATURA ¥ HUNMEDAD RELATIVA

Las axigencias de temperalura para @iones son de 20 a4 25 °C v la hu-
medad relativa ambiental entre 40 v 70%.

Las condiciones ambientales @n gue & crian y sgpermeantan los anima-

les mfluyen decisivamente en las respuesias a los diferenies fratamientas.
Si @ requiene espuestas estandanzadas, las condicianes en que s& mane
benen as animabes deben ser fjas.
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223 INTEMSIDAD DE LUZ ¥ TIPD DE ILUNMMACION

Los ambienbes de crianza deben contar can la luz adificial, provista de

ldmparas luvarescanfes fpo lur 4@, con incdencia oblicua, con una ilumi-
racon maxima de 323 lux & un mesn del pea; de forma al, gue iodss lbs
jaulas, ndependentements de su ubicacddn, reciban imnensidades similares
de juz.

La iluminacion dabe distribuires sdecuadamante 3 traves de B sals de

alojamientno y ser lo suficiente para bBs praclicas de manienimienta, inspec-
cian y bienestar de estos, =in causades signos clinices & los animales. Tam-
bign debe proporcionar condiciones seguras de trabajo para el personal.

La iluminacidn s importante para b regulacion del cicle estral  repro-
ductive. Se recamienda 12 horas lue'12 horas escuridad, la cual =2 progra-
ma oon un rekj Emparzadon.

224 RUIDD

Los ratones san muy sensibles al ruido y pueden percibic frecuencias de
sanido que son inaudibles para &« ser humana, por B gue el persanal die b
tratar die minimizar la generacion de rudo innecesano. El ruido sscesivo @
inlermitenie sa puesds mimimizar capacitando al pereonal &n modos alter
nativos a las pracicas que praducen mida. Los radios, celulars, alarmaes
¥ olrs generadares de sonida, aun con auriculares o aodifonos, o deben
usarss en las salas de aaojamienio de animales. Se permite un nivel maxi-
ma de ruido de 86 decibeles, sioesios son mayares fSene efecios nochas

camib esirés § problemas de Teriidad.

225 CLOR

El plor es olro facior que afecls al ratdn, es par #llo que no e debe

utilizar desinfectanbes que emanen olors, que sean imtanies ¥ mucho
menas desodarizantes, deriro de log ambientes ded Boleno.

La percepcitn de amonidaco &0 el ambente @2 un indicador de saturs-

cian del lecha, por lo que se& recamisnda berer programas de cambic de
lecha seqgun la poblacian que se mansje.

Por ejemple, == conoce gue el hombre =2 capar de percibir 100 ppm
de amoniaca del ambiente del ratdn v é@sbe puede percibic desds 25 pom
de amaniaca.
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CAPITULO M

MANEJO ¥ CUIDADD DE RATONES

El manienimeenio da los armales &0 buen esiado de salud, depende e=n
mayor parke de que o personal adopbe ciertas normas ¥ formas de frabaje
para manlener s bareras sanitanas oon conbnuidad en e liempo.

Un buen programa de cuidada ¢ mansjo afrece &l ambiente v alimentacion
que penmibe & los animakes crecer, reproducinss ¥ mandener umna buena salod.

Para elaborar esios programas se debe considerar las siguenles fac-
bares:

» Las especies i cEpas.
> La habididad del afimal para indegrsr g psos.
» Diponibiidsd de la instalacién v aquipamisnis.

» Perodo de permanencia de bs animales.

Esle capilulo incluye desde &l ingreso del raton &l biolerio hasta sy muers.
Caracieristicas de manej

» Bwang, cuando los ralomnes e acercan a la persana
» Raguiar, cuanda manifiestan imidez

» Maln, cuanda & matdn se sasusta v irata de esoonderse

31 CUARENTENA

El rasdn Sene gue pasar par un liesmpo de adaptacicn {cuareniena), des-

de su adquisician hasta su usa, can @l abjetivo de ener atanes menas @5-
resasdos ¢ mds sanos, que proporcionan un majer resuliada espermeantal
Este pEnoda na e menar die 15 dias.

Todos los dias =e abservaran a las ralonas, para defeciar cambias de

campartamienio, enfermadades, hendas g muere.

52 ALMEMTACION ¥ MANEJD DEL ALIMENTO

Los animabes deben redcbic aimenta an cantidad v calidad suficente

para sus necesidades ¢ para consersar la salud. El accesa al alimento debe
gar libre v dasificada de acuerdo con los requenmienios, @i cuando as
animales se albargan an grupoes, deba kaber suficanies puntes de aimen-
tacion para minmizar [a compelencia por el almeanio ¥ asegurar que tadas
les ratones fengan acceso al aimenta.

174



5.3 PROVISION DE AGUA

Chabse mar renovasda @n farma Sobal, disriamenie o cada dos dias, slimi-
nands toda contendo residual del frasco de bebida

Lo frasoos de bebida deberdn ser lavados v desinfeckados poar o mea-

NS Una vez por semand, los picos serdn observados y lavados con cepillo
periddicaments para evitar o apanamienta.

Se recomienda la vigilancia microbioligica de manera penddica, para
asegurar que la calidad del agua sea asceplable v no influya en los resuka-
dies experimentales.

Asi mismo, se deberd describir @ proceso de iratamiento o purficacion
ded agua.

4. MANEJD DE LECHD O CAMA

El material dal echo o cama seleccionado, deberd transporiarse y al-

Matenarss &n =Acos O anvases de plésticn, cemados asladas del piso,
sabre parfuoelas, de modo que pemita marmener a3 calidad y evitar la
canlarminssikn,

Tener cuidade durande la esterilzacion que se realra por sutoclavado,
la vinula pusde absarber humedad, pardisndo su absorbancia y ser sus-
ceplible al crecdmienta de micraorganismos, por elle debe usarse tempos
apropiadas de secado ¥ buenas condiciones de almacenamisnto.

Debe usarse en cantidades suficientes para manftener 3 bs animales

seros anire cads cambio.
S5 LIMPIEZA ¥ SANITIZACION

5.51.ELIMINACION DE DESECHO !

El Area de eiminacion de desechos debe provesr espacio para @l alma-
canaje apropiado de material relacionads can los animales, sxcrementas,
camas sucias, caddverss, malenales peligrosos, elc. Las desechos coloca-
dos fuers de Bs instalaciones se deban mantenar &0 recipientes cemadas
hermeticamea e,

Se debe tener nomadas & maneja, amacenamienio, metoda y frecuen-
cia de alimnsciin de desschos,

LINPIEZA ¥ DESIKFECCION DE JAULA S

Cambiar & matenal del lecho das a tres veoss por Semana, par evitar

canceniracianes altas de amaniaco que son perudiciales para kas anima-

s, esta frecuanca Bimben depende del tamaita, cantidad de ratones alk
bergados y die i venlilacion del ambiente. En cada cambio lavar la= jaulas con
dedergents usando esponja o esoobila.
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LIMPIEZA ¥ DESIRFECCION DE FRASCO Y BEEEDERD §

Lo fragcas babaderas serdn bvadas v desinfeciados cada vaz que e
suministre agua de bebida

Se bvaran ocon apua, escobilla v delergente toda la superficie inferma
del frasco, igual proceder con los gotercs para o cual =2 usa i cepila
espacial. Luega, desinfectar con agua calene o con algin desinlectanie
camo hipoclorito de sadio sumengienda el bebedera duranbe uma bora.

JE. CAPTURA ¥ TR&XLADD DE JAULA.

Fara al traslado de rasones generalmenbs e sujetan de la region media

de |3 cola can ks dedas indice y pulgar. Otra foma es abracandalo de
cuella con el dedo indice v el pulgar.

S5.7. BUJECION CON UNA NANO (MAKD IZEUIERDA]

¥ Saque e rabdn de la jaula lomandalo de 3 fona media de la cola, §

apiyelo [sin saltarda) sobre una supedick: regosa o rejlla contra @ gue
puesda ajercar mesishencia,

¥ Cologue la base de la cola del rmalon entre sus dedas anular y medfigue,
dejando libre sus dedos pulgar & indice

¥  Con rapides pelizgue con @ dedo pulgar @ indice, suave pem irmemane-
i=, la piel de la parke supeior de cuelle v hombros, teniendo especial cui-
dada con les ralones agresivas ya que pusden damse vuala y monder.

*  Lewante al animal
SE TECNICAH DE EUTARASIA

Debad slegirss un mélodo que no cause sufdmienta al rassn,
Mébodos quimlcos:

g) Agantes IMRALEEONI0S: gasas aneslesicns, gases No anesiesicos.
b Agsnras no Mmhalerkas: tranquilizantas [curane y esinonina).

Para efecios de los agenbes inhalatanias, los ratanes san conducidos a
cAmaras que deben estar disefiadas adecuadaments, dande se distribuye
el agents, asspurando B distribucitn uniforme del gas vy la rpida exposi-
cion de los rvlones a una concentracion alta del agente.

Lo rabames recen nacidas san mads resslentes a b hiposia ¢ tardan
m&s liempo @n monr, por ello hay gue wliizar atmas metadas.

Es imporianta seleccicnar agenies que no saan desapgradables sl ger
inhalados, porgue algunas pueden sar irritantes v par ek esiresantes,

Cuando se administren agentes nhalatonos bay que omar precaucia-
res de seguridad, uliizanda un equipo adecuada de recogida de gases y
ge debe confirmar la muerte.
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El m&s ulilrado as el didkida de carbono en cancenirsciones suparcres

# 80%, el didxida de carbona (anhidrida caionica) achha ooma A ajenis
anastésico y produce rdpidamente la perdida de canciencia (Green 1987
Es muy eficar y humanitanio para & eautanasia de la mayoria de las anima-

les peguedfios ulilizdndola por apcma del 70% de concendracitin

5.5 ATENCION MEDICO-VETERINARIA

La atencidn médico-velerinana e< un aspecta de gran mporiancia den-

tro ded programa de cuidada y uso de los animales. na adecuada adencion
médica-veterinaria debe confener pragramas eficaces de:

» Madicing presentiva.

» Viglanca, diagnostico, tratamients y contral de enfermedades.
» Maneo de enfermedades.

» Evaluacion de salud y bienesiar animal
» Métada de eutanasia.

El programa de atencidn veterinana es responsabilidad del médios ve-
terinana encangado, con expenenca &n denca y meddna de los animales
de laboratono. ES su funcion e asasorar & investigadares v persanal invob-
crada en el cuidado v uso de animales para asegurar una apropiads mani-
pulacion & inmavilizacdn, sedacian, anestesia, analgesa y eulanasia.

Por tanto, tado seftema de camnol, de vigilanda y de regulaciones que
ga poiahleres para la prevencion de infecdones v para el contral y manba-
rimeenio del nivel higenico-sanitane de las animabes, &5 un aspecio fun-
damental y debe ser llevade a cabo con gran ngor $anico vy de manera
dicumentada.
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ARCHIVO FOTOGRAFICO

FOTO N° 2. Determinacion de la polaridad del aceite esencial de Schinus molle
(Polarimetro)
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FOTO N° 3. Determinacion de la densidad del aceite esencial de Schinus molle

FOTO N° 4 Pre-formulacion de la crema con aceite esencial de Schinus molle
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FOTO N°5. Obtencion de las diferentes pre-formulaciones

FOTO N°6. Obtencion de la crema final Formula N°1, con aceite esencial de
Schinus molle, a diferentes concentraciones
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FOTO N°7. Determinacion de la estabilidad de la crema por centrifugacion a
2500 rpm

FOTO N°8. Determinacion del pH de la crema elaborada a diferentes
concentraciones
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FOTO N°9. Determinacion de la extensibilidad de la crema elaborada

FOTO N°10. Observacion al microscopio de la formulacion N°1
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FOTO N° 11. Observacién al microscopio de la formulacién N°2

FOTO N°12. Observacion al microscopio de la formulacion N°3
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FOTO N°13. Esterilizacion de materiales de laboratorio para el control
microbiologico

FOTO N°14. Preparacion de los medios de cultivo
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FOTO N°16. Dilucién a diferentes concentraciones
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FOTO N°17. Siembra de la muestra en el medio de cultivo

FOTO N°18. Acondicionamiento de los ratones balb/c/ en el bioterio de la
escuela profesional de Farmacia y Bioquimica
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FOTO N°20. Determinacion de la analgesia “método hot plate™
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FOTO N°22. Aplicacion de la carragenina al 1%
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FOTO N°23. Pata posterior derecha antes y después de la aplicacion de la
carragenina al 1%

FOTO N°24. Medicion del volumen de edema plantar en el pletismometro digital
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