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1. Introduccién

La investigacion en plantas medicinales usadas tradicionalmente como antiinflamatorias
o en el tratamiento del dolor es una estrategia viable y logica en la busqueda de nuevos
agentes antiinflamatorios y analgésicos. En la actualidad industrias farmacéuticas e
instituciones cientificas de todo el mundo realizan esfuerzos encaminados a la
obtencion de nuevos principios activos naturales para su utilizacién en terapias

complementarias para resolver los problemas de salud que aquejan a la humanidad.

La especie Capraria biflora, es una planta con una larga historia en la medicina
tradicional, desde épocas antiguas ha sido utilizada como analgésico y antiinflamatorio
(Vicet Muro, 2009), en la presente investigacion se evalud dicha actividad utilizando
ratones de variedad BALB/C. Lo anterior en base a que la experimentacion animal es
una actividad que tiene como mision evidenciar la actividad fitomedicinal que pueda

presentar una especie vegetal.

En la actualidad hay un sensible aumento de la demanda de farmacos con extractos
vegetales estandarizados ya que estos generan confianza al consumidor al no correr el
riesgo de consumir dosis muy altas que pueden causar toxicidad, o dosis minimas que no
produzcan el efecto deseado. La blsqueda de nuevos farmacos para el tratamiento del
dolor es de especial interés, debido a los efectos adversos que producen los existentes en

el mercado farmacéutico.

Retomando lo anterior se consider6 factible elaborar un gel con propiedades
analgésicas y antiinflamatorias utilizando extracto de las hojas de Capraria biflora, que
cumpla con los requerimientos de calidad fisico-quimicos. Establecidos en el RTCA
11.03.39:06 (Reglamento Técnico Centroamericano de Productos Naturales) y de
estabilidad RTCA 11.01.04:009.
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2. Objetivos Generales:

1. Evaluacion de la actividad analgésica y antinflamatoria y Formulacion de un gel del
extracto hojas de Capraria biflora

Objetivos Especificos:

1. Determinar in vivo la actividad analgésica del extracto de Capraria biflora
utilizando el modelo del plato caliente (hot plate) en ratones de variedad BALB/C.

2. Evaluar in vivo la actividad antiinflamatoria de extracto de Capraria biflora
mediante el método de edema de pata inducido por formalina en ratones de
variedad BALBI/C.

3. Disefio y formulacion de un gel natural conteniendo extracto de Capraria biflora.
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3. Marco teorico.

1. Informacion botanica de la especie en estudio.
1.1 Ficha de la planta
Aspectos taxonomicos de Perulera (Capraria biflora L).
Clasificacion botanica
Nombre cientifico: Capraria biflora L

Familia: Scrophulariaceae

Género: _Capraria
Especie: C. Biflora.
Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Nombres comunes: perulera, escobilla, majuito, maguiro.

Descripcion Botanica y habitad. Arbusto perenne, hasta 2 metros de altura , los tallos y
las hojas con muchos pelos 0 muy pocos en algunos casos, las ramas alternas hojas
alternas en forma de punta de lanza, de 3 a 12 cm de largo y de 0.6 a 2.5cm de ancho, el
margen en forma de sierra, con o sin pelos en ambas caras.

Es una maleza comun en areas perturbadas y rondas de cultivos asi como las orillas de

caminos y carreteras, se pueden encontrar con flores o frutos durante todo el afo.

Composicion quimica: En esta planta estan presentes metabolitos secundarios como:

flavonoides, alcaloides, naftoquinonas (biflorina), iridoides, taninos. ©

Propiedades y uso.
La medicina Natural le ha atribuido muchos usos medicinales a esta especie, como
tonico digestivo, antidiarreico, astringente en las heridas, afecciones ovaricas y uterinas,

reumatismo, antinflamatoria y analgésico.®

Toxicologia.
No se dispone en la literatura de informacion precisa sobre la toxicidad de esta especie, y
aungue se informa que dosis elevadas de extractos de Capraria biflora. Pueden producir

debilidad general, suefio, rigidez y hasta paralisis muscular. ®
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1.2 Material vegetal.
Recoleccion.

Para cada planta medicinal existe un momento adecuado para realizar su recoleccion. La
determinacion de los principios activos permite establecer con exactitud el tiempo
correcto de la recoleccion. Sin embargo para plantas cuyos principios activos todavia no

se conoce puede aplicarse algunas reglas generales.®

1. Las cortezas deben ser recogidas en la primavera, en el inicio del verano o en
otofio. La atmosfera himeda facilita la separacion de la corteza, estas deben ser

retiradas cuidadosamente y deben ser cortadas en segmentos verticales.

2. Los organos subterraneos: las raices, tubérculos, y bulbos deben ser recogidos
durante el invierno, en el periodo de reposo vegetativo es entonces cuando el

contenido de los principios activos alcanza su grado maximo en estos 6rganos.

3. Las plantas herbaceas y las hojas deben recolectarse cuando se inicia la floracion.
Algunas plantas permiten mas de un corte, la recoleccion de hojas se hace
durante el periodo seco, lo que permite que la planta se regenere durante el

periodo de lluvia.

4. Las unidades floridas son recogidas durante la floracion y antes de la formacion

de las semillas.

5. Las frutas se recolectan antes de alcanzar su estado maduro, las semillas son

recolectadas después de estar maduras.

6. Los periodos de sequia y lluvia influyen en el contenido de principio activo. Por
ejemplo, el contenido de alcaloides disminuye después de la lluvia y el de aceites
esenciales aumenta. El contenido de principios activos varia también segun el

periodo del dia y la ubicacion geografica.
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Secado.

Es la operacion mediante la cual se elimina total o parcialmente el agua u otro solvente
de la sustancia que la contiene. La industria farmacéutica utiliza preferentemente, como
materia prima el material vegetal seco, lo cual facilita su conservacion por periodos de
tiempos prolongados, el secado interrumpe los procesos de degradacion causados por
enzimas o fermentos, impide el desarrollo de microorganismo y las reacciones de
oxidacion y de hidrolisis, sin embargo como este proceso involucra calor, pueden
presentarse perdidas de aceites esenciales y de sustancias volatiles asi como el riesgo de

degradacion de las sustancias termolabiles.®

La mayoria de las plantas medicinales pueden ser secadas a temperaturas que varian entre
los 30 y 60° C.

La manera como va ser realizado el secado debe determinarse experimentalmente para
cada droga vegetal. Un secado lento puede causar alteraciones perjudiciales antes de que
el proceso se haya terminado debido a la accidn de las enzimas los hongos vy las bacterias.
Un proceso de secado muy rapido endurece la capa superficial de las células e impide la
evaporacion del agua que esta dentro del 6rgano lo que propicia la accién de enzimas en

su interior. ©

El proceso de secado puede ser realizado al sol o a la sombra, extendiendo la planta en
capas finas en una superficie limpia, sin embargo este proceso no permite un control de la

temperatura. ©

El contenido de humedad de las plantas frescas varia de 60 al 80%, el proceso de secado

reduce este contenido a un 0.5 - 12%.©
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Fragmentacion.

Es el proceso de reduccion del tamario de las particulas del material de interés utilizando
diversas fuerzas. Tiene como objetivo la disminucion del tamafio de las particulas de la
droga vegetal para adecuarla a la etapa de extraccion. La extraccion de una droga entera
o dividida en fragmentos gruesos seria incompleta, debido a la pobre penetracion del
solvente en el tejido vegetal y seria igualmente muy lenta ya que las membranas celulares
actuan como barreras que dificultan el proceso de extraccion. Una vez triturado estas
membranas se encuentran parcialmente destruidas lo que facilita la disolucion de los
constituyentes celulares en el liquido externo, sin embargo polvos muy finos pueden
causar problemas en el proceso de extraccion debido a que estos se compactan

dificultando el paso del disolvente.®

La trituracion del material vegetal, independientemente de su naturaleza y del tipo de
molino utilizado da como resultado la produccion de una cierta cantidad de particulas
muy finas, las cuales deben ser separadas, por lo cual esta operacion debe ser seguida por
el tamizaje del material obtenido. La droga molida se clasifica de acuerdo al tamafio de

las particulas las cuales deben ser adecuadas para el proceso de extraccion.©
La farmacopea brasilefia clasifica los polvos en:

1. polvos gruesos: las particulas pasan en su totalidad por un tamiz de 1.70 mm de

didmetro.

2. polvos moderadamente gruesos: pasa en su totalidad por un tamiz de 710 um de

didmetro.
3. polvo semi- fino: pasa en su totalidad por un tamiz de 355 pm de diametro.
4. polvo fino: pasa en su totalidad por un tamiz de 180 pum de diametro.

5. polvo ultrafino: pasa en su totalidad por un tamiz de 125 um de diametro.
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Cuando el material vegetal tiene como destino la produccion industrial de extractos y
tinturas se usan en general los polvos clasificados como “moderadamente grueso” o

) e ., . 6
“semi-fino”, los polvos finos se utilizan en la produccion de “te empacado en bolsitas”. ©)

La seleccidn del equipo para la molienda esta en funcién de la naturaleza de la droga
vegetal y del tamafio de particulas que se desea obtener. La disminucion del tamafio de

particulas se consigue basicamente utilizando dos mecanismos: el corte y la trituracion. ©

Los molinos de cuchillas que se utilizan para el corte son los mas indicados para la
mayoria de las drogas vegetales: hojas, tallos, corteza y raices. Los molinos que se
utilizan para la trituracién son los mas indicados para las drogas desmenuzables y para las

que contienen resinas.®

Los molinos de cuchillas poseen en la cdmara de molienda laminas afiladas rotativas y
fijas, el tamafio de particulas del material molido depende de la malla acoplada en la parte
inferior del molino. EI nimero de las laminas rotativas es variable y la velocidad de la

turbina influye en la obtencion de particulas mas finas. ©

2. Procesos de extraccion

Estos varian en funcion de la escala de produccién de la naturaleza y calidad de la

materia prima y de la naturaleza del solvente. Pueden ser divididos en dos grupos: ©

1. procesos que dan como resultado un equilibrio de la concentracion entre el soluto
y el residuo (maceracion simple y maceracion acelerada).
2. Procesos gque agotan completamente la droga (percolacion y extracciéon en contra

corriente)
2.1 Maceracion simple:

Consiste en poner en contacto la droga y el solvente durante varios dias, se trata de un
proceso que da como resultado un equilibrio de la concentracion entre la droga y el

solvente y depende de factores que estan unidos a la droga como: naturaleza, tamario de
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Particulas, contenido de humedad y cantidad; y factores que estan relacionados con el
solvente como: selectividad y la cantidad. El rendimiento del extracto disminuye cuando
la relacion droga solvente aumenta. EI hinchamiento de la droga es factor importante

porque aumenta la permeabilidad de la pared celular y la difusion del solvente.©

La gran desventaja del proceso de maceracion simple son: la lentitud del proceso
(macerar por 15 dias) y el hecho de no ser posible la extraccion completa de la droga.

2.2 Maceracion acelerada:

El proceso a ejecutar en este tipo de maceracion es el mismo que en la maceracion
simple, s6lo que en este caso puede variar el medio por el cual se logra la maceracion. El
tiempo que se desea macerar varia mucho de la maceracion simple ya que al utilizar
calor se acelera el proceso tomando como referencia que 15 dias de maceracion simple,
es igual a 2 horas en maceracion con calor a una temperatura de 75°C, esto es en el caso
de las plantas y hierbas medicinales. La desventaja de la maceracion en calor es que no
logra extraer totalmente pura la esencia del producto a macerar, ya que siempre quema o
destruye alguna pequefia parte de esta (muchas veces se trata de compuestos

termolabiles). ©

Pero muchas veces, para acortar mas los tiempos de extraccion y que las substancias
pasen el menor tiempo posible a elevadas temperaturas, se hacen extracciones con

corriente de vapor.
2.3 Percolacion:

Consiste en hacer pasar el solvente atraves de la droga hasta su extraccion exhaustiva
completa. La desventaja principal es el alto consumo de solvente. Por esta razon en
condiciones industriales es preferible usar la técnica de repercolacion el cual consiste en
hacer circular el mismo solvente atraves de la droga por intermedio de bombas este
procedimiento aumenta el tiempo de contacto de la droga con el solvente y aumenta la

eficiencia del proceso.®
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2.4 Clarificacion de los extractos.

El objetivo de esta etapa es retirar el residuo de droga que a veces queda presente en los
extractos asi como el material indeseable formado durante el proceso de concentracion.
La manera mas simple de separar los sélidos indeseables del extracto es mediante

sedimentacion o decantacién. ©
Concentracion.

Este proceso busca a aumentar el contenido del solido en el extracto con la finalidad de:
alcanzar un determinado contenido de residuo seco, fabricar extractos blandos y como

etapa preliminar en la produccién de extracto seco. ©

Los extractos vegetales se clasifican segin su consistencia en: fluidos, blandos y secos.
Como el propio nombre lo indica, los fluidos son liquidos y corresponden en general, a
las drogas secas en una porcién de 1:1(1ml de extracto corresponde a 1 gramo de la droga
seca). Los extractos blandos son semisoélidos, con contenido de agua alrededor de un
60%, mientras los extractos secos son solidos, polvos o granulados. Los extractos secos y
blandos pueden estar adicionados de ciertos coadyuvantes y sus especificaciones en lo
relacionado al contenido de los principios activos. ©

3. Animales de experimentacion.

Los experimentos con animales tienen su base en el hecho de considerar a otras especies
como modelos en miniatura de los problemas humanos. Los animales han sido utilizados
en muchisimos estudios, pero también en multitud de casos, en que sin su uso, la especie
humana habria desaparecido. El uso del animal por parte de los humanos se pude apreciar

en diferentes campos, pero principalmente en el area de las ciencias de la salud. "

Cada especie animal tiene caracteristicas propias que pueden convertirse en criterios de
eleccion para el investigador. Obviamente, para realizar un experimento eficaz, deben

conocerse esas caracteristicas. (")
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Si la experimentacion se lleva a cabo con determinadas especies, los animales deben ser
criados especificamente para ese fin, procediendo de establecimientos registrados y
autorizados. Como se trata de un sujeto experimental, también nace el concepto de
reactivo bioldgico: un animal de experiencia, en funcion del tema de estudio, capaz de
dar una respuesta fiable y reproducible, su idoneidad para el estudio debe ser vigilada,

para que su Uso no sea en vano Y los resultados sean fiables. ®

3.1 Aspectos a tener en cuenta para la utilizacion de animales.

1. Instruccion y capacitacion del personal profesional y técnico.

2. El estado sanitario de los animales esta intimamente ligado a su capacidad de
respuesta.

3. Las condiciones de alojamiento son importantes, es decir, la carga animal por
caja. las constantes ambientales controladas, las temperaturas extremas, la falta de
renovacion del aire, las altas concentraciones de amoniaco, otras, someten a
sufrimientos innecesarios e invalidan los resultados desde el punto de vista
experimental.

4. Deben realizarse buenas practicas de sujecion, analgesia y eutanasia, teniendo en
cuenta que el animal de laboratorio es un ser vivo y por lo tanto sensible a

cualquier procedimiento capaz de causar dolor en el hombre.
3.2 Especies més utilizadas.

Roedores y lagomorfos: Estos animales tienen caracteristicas generales, que los hacen
muy adecuados para su uso en el laboratorio, como su pequefio tamafio, su alta
prolificidad, su facilidad de manejo, mantenimiento, etc. De hecho el ratdn y la rata son

las especies mas usadas en el laboratorio. ©
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4. Anatomia de la piel.

La piel es el érgano més grande del cuerpo. La piel y sus derivados: cabello, ufas y
glandulas sebaceas y sudoriparas, conforman el sistema tegumentario. Entre las
principales funciones de la piel esta la proteccion del organismo frente a factores
externos Y la regulacion de la temperatura corporal. Su superficie es ligeramente cida, el
valor pH de la piel es de 5.5, permitiendo el rechazo de patégenos que ocasionan

enfermedades. ©)
4.1 Capas de la piel
Epidermis.

La epidermis es la capa mas externa de la piel. Tiene un grosor de entre 0.4y 1.5 mmy

est4 constituida por cuatro capas de células que se renuevan continuamente. ©

Las células de la base de la epidermis van siendo empujadas gradualmente hasta las capas
mas superficiales sufriendo cambios en su forma durante esta migracién. Este proceso de
renovacion recibe el nombre de queratinizacion. La capa clrnea superior se va

desprendiendo en un proceso constante. ©

La epidermis es avascular; es decir, no tiene vasos sanguineos, y en ella podemos

encontrar 4 tipos de células:

1. Queratinocitos: que son los principales tipos de células en la epidermis (95% de
las células).

2. Melanocitos: sintetizan la melanina, que interviene en la termorregulacion local,
en la sintesis de vitamina D y en la resistencia a los efectos de la radiacién
ultravioleta. Esta sustancia es, ademas, la responsable de que adquiramos el color

moreno al exponernos de forma continuada al sol.
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3. Celulas de Langerhans: estas células estan involucradas en gran cantidad de
respuestas inmunes.

4. Células de Merkel: intervienen en la percepcion de la sensibilidad tactil, de ahi
que se localice fundamentalmente en la epidermis del pulpejo de los dedos, en el
foliculo piloso.

Dermis.

Tiene una estructura parecida a la de una malla constituida por tejido fibroelastico. En la
dermis podemos encontrar fibras (colageno, elasticas), células, elementos vasculares, y

elementos nerviosos. ©
En ella se encuentran los anejos cutaneos, que son los siguientes:

1. Pelo: se distribuye por toda la superficie corporal excepto en las mucosas, las
palmas y las plantas. Son estructuras flexibles y resistentes constituidas por
queratina dura. El proceso de crecimiento del pelo esta regulado por factores
hormonales; por término medio, un cabello crece unos 0.3 mm al dia.

2. Ufas: son placas corneas transparentes constituidas también por queratina
dura. Tienen un crecimiento aproximado de 3 mm al mes.

3. Glandulas sebaceas: estas glandulas producen una sustancia llamada sebo, que
estd formada por grasas, células y acidos, y cuya misién es engrasar la piel y
el cabello como mecanismo de proteccion.

4. Glandulas sudoriparas:

4.1 Ecrinas: son las encargadas de producir el sudor. La funcién mas importante
del sudor es regular la temperatura corporal y responder a estimulos tales
como el calor, el estrés, los estimulos del sistema nervioso, etc.

4.2 Apocrinas: localizadas fundamentalmente en la axila, el &rea genital, la
areola y el pezén. El inicio de la secrecién de estas glandulas tiene lugar en

la pubertad.
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Hipodermis.

Constituye el estrato mas profundo de la piel. En ella se almacena el tejido adiposo,
formado por células llamadas adipocitos, que cumple funciones de aislamiento y de

almacén de energia en forma de grasas. ©
4.2 Vascularizacion e inervacion de la piel.

La vascularizacion cutanea interviene de forma activa en los procesos de

termorregulacion cuando nos sometemos a cambios bruscos de temperatura. ©

La inervacion de la piel permite a ésta su importante funcién de ser un 6rgano sensorial. Para
poder captar estimulos externos, esta provista de gran cantidad de terminaciones nerviosas que se
clasifican en subgrupos, cada uno de los cuales se especializa en captar un determinado tipo de
estimulo. Estos subgrupos se encuentran distribuidos en los tres estratos de la piel: epidermis,

dermis e hipodermis. ©
5. Fitoterapia antiinflamatoria.

Muchas especies vegetales wusadas tradicionalmente dadas las propiedades
antiinflamatorias y analgeésicas, han sido objeto de investigaciones en los ultimos afos,
en aras de evaluar sus usos tradicionales y descubrir los metabolitos responsables de
tales acciones. ‘%
La respuesta inflamatoria ocurre en tres fases distintas, cada una mediada aparentemente
por diferentes mecanismos:
1. Una fase transitoria aguda, caracterizada por vasodilatacion local, hiperemia
activa e incremento en la permeabilidad capilar.
2. Una fase subaguda tardia, visiblemente caracterizada por un periodo de
hiperemia pasiva, infiltracién de leucocitos y fagocitos.
3. Una fase proliferativa crénica, en la cual ocurre degeneracion de tejidos, lesion

endotelial y fibrosis.
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La accidén antiinflamatoria que poseen muchos flavonoides se relaciona con la inhibicion
de diversas enzimas implicadas en el metabolismo del &cido araquidonico
(ciclooxigenasa, lipooxigenasa, dinucleétido fosfato de nicotinamida y adenina oxidasa
(NADPH-oxidasa) y xantina oxidasa), de radicales libres y reducen el estrés oxidativo.
Los flavonoides, polifenoles y alfa tocoferol poseen capacidad antioxidante. In vitro, los
flavonoides polihidroxilados actian preferentemente por la via de 5-lipooxigenasa,
mientras que los menos hidroxilados inhiben fundamentalmente la via de las
ciclooxigenasas. In vivo, sin embargo, parecen comportarse como inhibidores duales.
Esta diferencia de comportamiento, no exclusiva de flavonoides, se debe a la

biotransformacion que sufren en el organismo. ®©

Otros mecanismos implicados en la accion antiinflamatoria y en los cuales pueden
intervenir los flavonoides son: inhibicion de la liberacion de histamina, inhibicion de la
migracion celular (en el proceso inflamatorio los leucocitos se dirigen por quimiotacsis
hacia el foco inflamatorio, donde son activados liberando eicosanoides y otros agentes
proinflamatorios), accién antirradicalaria (actuando frente a los radicales libres que se
originan en la inflamacién), efecto protector vascular (contribuye a disminuir la

exudacion). ¥

Muchos de los flavonoides y fenoles cooperan en el efecto antiinflamatorio, pues una
explicacion posible seria la actividad inhibidora de la prostaglandina sintetasa,
impidiendo por lo tanto la sintesis de prostaglandinas, componente responsable de la
actividad inflamatoria. Al estudiar la influencia de 22 flavonoides extraidos de plantas
medicinales de Espafia e India, en el metabolismo de é&cido del araquiddnico,

demostraron que el grupo de flavonas y flavonoles inhibieron la 5-lipooxigenasa. ©

La IL-1 permite la induccién de genes que codifican para la ciclooxigenasa tipo 2
(COXy), la fosfolipasa A tipo 2 (PLAT,) y la éxido nitrico sintetasa inducible (INOS).
Otras citoquinas, como IL-2, IL-6 e IL-8, contribuyen a la aparicion de manifestaciones
de respuesta inflamatoria. Las consecuencias biologicas de esta induccion se traducen en
una franca respuesta inflamatoria. Por otra parte, los corticoides ejercen profundos

efectos sobre las reacciones inmunitarias, inhibiendo la produccion de interleuguinas
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IL-1 e IL-6. Explican que la interleuquina 1 (IL-1), el factor de necrosis del tumor alfa
(TNF-alfa) y la interleuquina-6 (IL-6) modulan en la fase aguda de la inflamacion la
sintesis de proteinas del plasma, en hepatocitos humanos adultos. Solo la IL-6 estimula
la sintesis de proteina C reactiva durante la inflamacién. Estos datos sugieren que IL-6
tiene el papel crucial en la regulacion de sintesis aguda de proteina de fase en los
hepatocitos humanos. En resumen, se puede expresar que los flavonoides, al tener un
comportamiento dual de inhibir la formacion de prostaglandina E, (PGE,) y leucotrieno
B, (LTBy), afectan el metabolismo del acido araquidonico e inhiben la sintesis de
interleuquina 1 (IL-1) y como consecuencia la interleuquina 6 (IL-6), lo cual a su vez

afecta la sintesis de la proteina C reactiva (PCR). ™V
6. Analgesia.

La accién analgésica de algunos compuestos tiene lugar a nivel periférico, mediante la
inhibicion de la sintesis de las prostaglandinas, producidas en respuesta a una agresion o
lesion tisular, e impiden, por tanto, que los eicosanoides contribuyan con su accion
sensibilizadora sobre las terminaciones nerviosas nociceptivas, al aumentar la accion
estimulante del dolor de otros mediadores alli liberados (histamina y bradicinina).

Las prostaglandinas son reguladores bien conocidos del crecimiento de la célula.
Constituyen una familia de compuestos que se generan en muchos tejidos, se sintetizan a
partir del &cido araquidonico por la accién de diferentes enzimas como las
ciclooxigenasas. *?

Se piensa que estimulos fisicos hacen que también penetre Ca*? a la célula que activa a
la fosfolipasa A, (PLAy), la cual hidroliza el enlace éster de fosfolipidos de membrana
con la liberacion de acido araquidonico, el cual es metabolizado rapidamente hasta
obtener productos oxigenados, por accién de las COX, o algunas lipooxigenasas (LOX)
o citocromo P450 (cyp 450) y produccién de PGs, TXs y/o LTs.®?
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7. Formulacion.

Los geles son formas farmacéuticas de consistencia semirrigida, formados por un
sistema coloidal, en el cual el movimiento del medio de dispersion esta restringido por
particulas solvatadas entrelazadas o por macromoléculas de la fase dispersada. El estado
semisolido es debido al aumento de viscosidad causado por entrelazamiento y por la

consecuente alta friccion interna.

Las sustancias gelificantes absorben agua y se hinchan. La absorcion de un liquido por un
gel sin un aumento considerable de volumen es conocido como inhibicion. La interaccion
entre las particulas de la fase dispersa puede ser tan fuerte que al permanecer en reposo el
medio de dispersion es empujado fuera del gel en forma de gotas, generalmente no tienen
aceites grasos, destinados a aplicarse sobre la membrana mucosa, no tiene poder de

penetracion, por eso se utilizan para ejercer accion topica. ¥

7.1 Tabla N° 2.Ventajas y desventajas de los geles.

Ventajas Desventajas
1. Son bien toleradas. 1. Incompatibilidad con numerosos principios
activos.
2. Facilmente lavables. 2. Tendencia a la desecacion.
3. Producen frescor. 4. Bajo poder de penetracion (indicados para
tratamientos superficiales)

7.2 Caracteristicas de los geles

Tienen una consistencia semisolida o fluida
Su aspecto puede ser transparente o turbio
Presentan una estructura de tipo continua
Comportamiento pseudoplastico

El pH esta entre 4.5y 8.5.

a & w0 N e
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7.3 Mecanismo de formacion de los geles.
Los productos gelificantes se pueden agrupar del siguiente modo:

1. Polimeros que dan lugar a un gel dependiente del pH del medio.
2. Polimeros que dan lugar a un gel por si mismos independientemente del pH del
medio.

Los primeros dan lugar a las soluciones acidas que al neutralizar con las bases adecuadas,
aumentan la viscosidad y disminuye la turbidez del medio. EI mecanismo por el cual se
forma el gel es el siguiente: a bajos valores de pH, se disocia una pequefia porcion de
grupos carboxilos del polimero, formando una espiral flexible. La adicion de una base
produce la disociacion de grupos carboxilicos, ionizandose, creando repulsion
electrostatica entre las regiones cargadas, expandiéndose la molécula, haciendo mas
rigido el sistema, gelificandolo. Se pasa de una estructura espiralada a una desenrollada o

extendida.

Los segundos no precisan ser neutralizados para la formacién del gel, gelifican por si
mismo, forman puentes de hidrégeno entre el solvente y los grupos carboxilicos del

polimero. ¥
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7.4 Tabla N° 3. Clasificacion de los geles.

Clasificacion

Sub-clasificacion.

Definicion.

Comportamiento al

agua.

Geles hidrofilos o

Hidrogeles.

Constituidos por agua, glicerina, propilenglicol u otros

liquidos hidrofilicos (goma tragacanto, almidon,

derivados de la celulosa etc).

Geles hidréfobas o

Son vehiculos oleosos oclusivos, de muy diversas

consistencia (Ceras, lanolina derivados de lanolina y

lipogeles. alcoholes grasos cetilicos y cetoestearilicos).
Numero de faces en | Geles El medio liquido lo constituye una sola fase o liquido
gue estan monofasicas. misiles  (agua-alcohol, solucion  hidroalcoholica,
constituidos aceites).
Geles bifésicas Constituidos por dos fases liquidos inmiscibles,
formandose una  estructura  transparente  con

propiedades de semisolidos.

Por su viscosidad

Geles fluidas

Son liquidos.

Geles semisolidas

Son los més habituales

Geles solidos. Propiedades de sélidos.

Elasticas Un gel tipico elastico es el de gelatina, se obtiene por
enfriamiento del sol li6filo que resulta cuando se
calienta esta sustancia con agua. agar, almidon, pectina,
siempre gque no sean demasiado diluidos

Por su estructura No elésticas El gel no elastico mas conocido es el del &cido silicico
o gel de silice.
Organicos
En funcion a la | Inorganicos Magma de bentonita
naturaleza interna | Naturales gelatina, goma arabiga
Sintéticos Carboximetilcelulosa sodica; hidroxipropil celulosa.
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7.5 Estudios fisico quimicos y microbioldgicos que se realizan a los geles.

El Reglamento Técnico Centroamericano para productos naturales establece las

siguientes pruebas para garantizar la seguridad de los preparados de uso topico (Geles).

(14)

5.

1
2
3.
4

Caracteristicas organolépticas.

pH

Identificacidn general o especifica
Recuento microbiano

Llenado minimo

7.6 Excipientes.

Son sustancias auxiliares que ayudan a que el principio activo se formule de manera

estable, eficaz y sobre todo, seguras para el paciente.

Para la seleccién adecuada de los mismos deben reunir las siguientes caracteristicas

generales:

1. pH: Debe ser neutro o débilmente &cido, lo més parecido al de la piel.

2. Estabilidad fisica y quimica, asi como compatibilidad con los principios activos
que se incorporan.

3. Propiedades reoldgicas: Deben proporcionar al preparado una adecuada
extensibilidad y adaptabilidad a la superficie y cavidades cutaneas. Para ello es
recomendable que posean flujos de tipo plastico-tixotrépico, caracterizados por un
aumento de la fluidez durante la aplicacion, seguida de una recuperacion de la
textura inicial después de extendido el medicamento, lo que permite mantenerlo
localizado y adherido a la zona tratada

4. Laposibilidad de ser eliminados de la zona tratada mediante simple lavado.

5. No deben manchar, en la medida de lo posible, ni la piel ni los tejidos.

6. No deben presentar efectos de irritacion primaria ni de hipersensibilizacion.
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7.7 Presentaciones.

Los conocimientos y las técnicas de fabricacion de medicamentos, preparados a partir de
sustancias activas obtenidas por via sintética, son aplicables en un todo a los productos
naturales puros. Los productos fitoterapeuticos debido a su naturaleza, merecen

consideraciones y cuidados adicionales. ®©

En la formulacién de productos fitoterapeuticos deben ser consideradas no solamente la
solubilidad y estabilidad de principios activos, sino también las caracteristicas de los
componentes secundarios del extracto como por ejemplo la higroscopicidad en las formas

farmacéuticas solidas y la baja solubilidad en las formas farmacéuticas liquidas. ©
Précticamente todas las formas farmacéuticas pueden ser preparadas a partir de extractos:

1. Formulaciones liquidas: gotas, jarabes, soluciones o suspensiones para las
capsulas blandas de gelatina.
2. Formulaciones solidas: comprimidos, comprimidos recubiertos, capsulas de
gelatina y granulos.
3. Preparaciones semisolidas para uso externo: geles, cremas, pomadas, lociones,
etc.
En la seleccion de la forma farmacéutica de un producto Fito- terapéutico, los aspectos

principales que deben tener en cuenta son los siguientes:

1. La forma debe ser aceptable para el paciente.
2. La forma debe ser quimica y fisicamente estable.

3. El producto debe ser terapéuticamente eficaz.
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Tabla N° 4. Preparados semisélidos:

Preparados Semisolidos

Forma

Farmacéutica

Definicion

Caracteristicas

Son emulsiones semisolidas para la [ 1. Consistencia blanda y flujo
Cremas. aplicacion externa constituidas por dos pseudopléstico.
fases: lipofila e hidrofila. 2. Efectos emoliente refrescante y
humectante.

3. La viscosidad y el flujo varia
de acuerdo al grado en que los
sistemas son homogenizados.

Lociones. Son preparaciones acuosas que se | 1. Soluciones verdaderas.
aplican externamente sin friccion. 2. Coloides.
3. Emulsiones o suspensiones.
Ungiientos Son preparaciones constituidas de una [ 1. Deben de ser estables durante
pomadas. mezcla hecha con una base de grasas o todo el tiempo que dura el
aceites. tratamiento, suaves e inocua.
Preparaciones semisolidas de 1. Poco oclusivas.
consistencia blanda compuestas por un 2. Raépido secado.
elevado porcentaje (40-50 %) de polvos 3. Fécil eliminacion.
Pastas. absorbentes los cuales son dispersados

en uno 0 varios componentes de

naturaleza liquida o semisolida.
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4. Hipotesis.
El extracto hidroalcoholico de hojas de Capraria biflora posee actividad analgésica y

antiinflamatoria similar a diclofenac sadico.
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5. Materiales y métodos.

Tipo de estudio:

Cuasi experimental.

Area de estudio.
Facultad de Ciencias Quimicas, Departamento de Farmacia Industrial, escuela de

medicina veterinaria bioterio de la escuela de veterinaria UNAN-Leon.

Universo: Especies fitomedicinales con propiedad antiinflamatoria y analgésica

existentes en el pais: manzanilla (Matricaria chamomilla) , perulera(Capraria biflora L),

jabonera(Saponaria officinalis L), limonaria(Murraya paniculata).

Muestra: hojas de la planta Capraria biflora.

Unidad de anélisis:

Ratones variedad BALB/C tras la administracion de extractos a diferentes dosis.

Variables de estudio:
1. Dosis efectiva.
2. Actividad analgésica
3. Actividad antiinflamatoria.
Criterios de inclusion:
1. Disponibilidad de la especie para efectuar el estudio (muestra vegetal en cantidad
suficiente para la preparacién de los extractos a ensayar).
2. Validar el uso tradicional de la especie por la poblacion como analgésico y
antiinflamatorio.
3. Escasez de estudios cientificos que faciliten la explotacion de la especie como
analgésico y antiinflamatorio en la industria farmaceutica.
Criterios de exclusion:
1. Limitada disponibilidad de la especie para efectuar el estudio (cantidad o
existencia).

2. Existencia de numerosos estudios que validen su uso.
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Tabla N°5. Operacionalizacion de variables.

Variable

Definicion

indicador

Escala

Dosis efectiva

Cantidad minima de
sustancia activa ingerida

Concentracion

Mg de extracto/Kg

capaz de producir una efectiva de peso. (mg/Kg).
respuesta.
Efecto Pérdida de sensibilidad | Tiempo de | Segundos.
Analgésico. para el dolor. latencia.
Actividad Es la capacidad de un [ Aumento de | % Inflamacién =

antiinflamatoria.

farmaco para evitar o
disminuir la repuesta

inflamatoria.

volumen de pata.

(Vitx-Vip)*100/ V.

Plan de andlisis de resultados:

Se utilizé el programa Microsoft Word version 2010 para el levantado de texto vy el

programa Microsoft Excel version 2010 para tabular y graficar los resultados obtenidos

de la investigacion.

Condiciones de ensayo:

Recursos Materiales:

1. Balanza para animales.
2. Cocina CORNING HOT PLATE PC-100 con una adaptacion de una caja de

carton para la evaluacion de la actividad analgésica.

Vernier

N o g B~ W

Jeringas de insulina.

Material y equipo de laboratorio.

Farmaco estandar de referencia Diclofenac Sédico.

Inductor de la inflamacion (formalina 30 %).

Ratones BALB/C de ambos sexos de 30 g de peso.
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5.1 Procesamiento del material vegetal.
5.1.1 Recoleccién (ver anexo N° 3).
1. Larecoleccion del material vegetal se realizo en la etapa de floracion de la planta
durante el periodo seco en horas de la tarde en areas cercanas a la comunidad de

Cayanlipe del municipio de Villa Nueva departamento de Chinandega.

2. Se procedi6 a la seleccion de las hojas como material de interés eliminando hojas

con fracturas o marcas y hongos.

5.1.2 Lavado.

1. Una vez obtenidas las partes aéreas, se lavaron con abundante agua potable.

2. Se realizd la comprobacion botanica de la especie en el Herbario Miguel
Ramirez Gollena de la Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua con sede

en Leon.
5.1.3 Secado (ver anexo N°4).

1. Las partes aéreas se trasladaron en bolsas plasticas hasta el Herbario de la
Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua con sede en Leon, y se procedio a

la etapa de secado.

2. El secado se realiz6 mediante un horno artesanal de 2 metros de alto y 1.5

metros de ancho, a una temperatura de 60° C.

3. Se colocd la muestra en capas delgadas sobre cartones los cuales se ubicaron

sobre las rejillas metalicas del horno.
4. El secado se llevo a cabo a las 48 horas.
5.1.4 Fragmentacion (ver anexo N°5).

Luego de la operacion de secado se procedid a la pulverizacion de la materia prima
utilizando un molino de cuchillas, Arthur H, Thomas Co, Philla P.A USA, el cual consta

de un tamiz de didmetro de 1mm.
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1. Se procedio a la limpieza del molino, para evitar contaminacion de la muestra por

residuos que pudieran estar presentes en el mismo.

2. Seadicion0 la muestra poco a poco hasta la completa trituracion.

3. Se procedio a recolectar la materia pulverizada utilizando bolsas plasticas.
4. Se procedié a la limpieza del molino.
5.1.5 Extraccion (ver anexo N°6).

Con el objetivo de definir la relacion droga solvente mas adecuada para la
obtencion de metabolitos secundarios presente en la especie, mediante un extracto
hidroalcoholico, se realizO un estudio comparativo preliminar a diferentes
concentraciones 1:5 al 35%, 50 %, 70% y 1:10 al 35%, 50%, 70%. Para lo cual se
procedié a:
1. Preparacion de las soluciones hidroalcoholicas al 35, 50,70% a partir de alcohol
absoluto del 95%.

2. Pesado de la materia prima previamente pulverizada en cantidad suficiente para

la relacion previamente establecida.

3. Luego se utiliz6 el método de maceracion simple por 15 dias a temperatura
ambiente garantizando las condiciones adecuadas para la extraccién de los

metabolitos de interés.

5.1.6 Filtracion:

Una vez transcurrido el tiempo de maceracion se procedio a la filtracion de los extractos
para la clarificacion de los mismos:

1. El contenido del macerado se filtrd utilizando un trozo de manta limpia.

2. Luego se procedié a guardar el extracto filtrado en envases adecuados protegidos

de la luz a temperatura ambiente.
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5.1.7 Sélidos totales (ver anexo N°8):

Se tomaron como pardmetros de andlisis la determinacion de solidos totales.

1.

Se procedi6 a rotular cada una de las capsulas de porcelana con las

concentraciones de los extractos.

Luego se pesaron las capsulas utilizando una balanza analitica SARTORIUS,

estas debian estar limpias y secas.

Se adicion6 1 ml de cada uno de los extractos a la capsula rotulada con la

concentracion correspondiente y se pesaron nuevamente.

Se continuo con la evaporacion del disolvente, para lo cual se hizo uso de una
cocina CORNING HOT PLATE PC-100, hasta completo secado.
Una vez evaporado el solvente se transfirieron las capsulas a un desecador

conteniendo silica gel, para evitar la adsorcion de humedad del ambiente.

Se pesaron nuevamente las capsulas de porcelana y se procedidé a realizar los
calculos correspondientes utilizando el programa Microsoft Excel version 2010
para determinar la mejor relacién droga solvente basandose en el porcentaje mas

alto obtenido seguin su peso.

La relacion droga solvente a la cual se obtuvo el mayor rendimiento fue 1:5 al

35% con un 1.89 % de sdlidos totales recuperados.

5.1.8 Concentracion de los extractos.

Una vez obtenido el extracto, se procedi6 a la concentracién del mismo.

1.

Se calento el extracto utilizando una cocina CORNING HOT PLATE PC-100,
hasta que este paso de ser un extracto fluido a un extracto viscoso.

Se enfrio el extracto a temperatura ambiente.

Se envaso el extracto en un recipiente protegido de la luz y a una temperatura
entre 15y 20° C.
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5.2 Evaluacién in vivo de la actividad analgésica y antiinflamatoria del extracto de
Capraria biflora en ratones de variedad BALB/C.
Una vez concentrado el extracto se procedi6 a evaluar la actividad analgésica y

antinflamatoria para ello se utilizaron las siguientes pruebas:
5.2.1 Actividad analgésica ( ver anexo N° 8):

Prueba de plato caliente (Hot Plate). El ensayo se desarrolld segun la técnica descrita
por Woolfe y MacDonald.

Para evaluar el posible efecto analgésico del extracto hidroalcoholico de Capraria
biflora se distribuy6 al azar 30 ratones BALB/C en 6 grupos los que se trataron por via
peroral con:
1. 1% grupo control agua destilada 0.25 mL mg/kg
2. 2% grupo control farmacolégico: 1.06 mg (0.25 mL) de diclofenac sédico
(DLso.53mg/kQ).
3% grupo:extracto de Capraria biflora 100 mg/kg

3

4. 4" grupo: extracto de Capraria biflora (200)mg/kg
5. 5°grupo: extracto de Capraria biflora (400)mg/kg
6

6" grupo: extracto de Capraria biflora (600)mg/kg

Pasada 1 hora, los animales fueron colocados en un plato caliente (Isotemp ®) a una

temperatura de 55+1 °C para determinar la latencia de la respuesta nociceptiva.
5.2.2 Actividad antiinflamatoria (ver anexo N°9):

Prueba de edema de pata inducido por formalina 0.1125 mg (0.075mL).(DLso 100mg/kg)
Para la evaluacion del efecto antiinflamatorio se utilizaron 30 ratones BALB/C de ambos
sexos, se distribuyo aleatoriamente cada grupo conformado por 5 ratones de 30 gramos

de peso.

1. 1% grupo control agua destilada 0.25 mL
2. 2% grupo control farmacolégico: 1.06 mg (0.25 mL) de diclofenac sédico
(DLso.53mg/kg).
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3% grupo:extracto de Capraria biflora (100)mg/kg
4" grupo: extracto de Capraria biflora (200)mg/kg
5% grupo: extracto de Capraria biflora (400)mg/kg
6" grupo: extracto de Capraria biflora (600)mg/kg

Transcurrida una hora posterior a la administracion de las muestras peroral , se procedio

a inyectar los animales en la region subplantar por via subcutanea en la pata tracera

derecha 0.075ml (a razén de 3 unidades) de formalina, inmediatamente después de la

inyeccion se mide el volumen de la pata derecha utilizando un Verniert y repitiendo la

medida a cada hora hasta completar 6 horas.

% Inflamacion = (Vtx- Vto) * 100/Vto
Donde Vtyes el volumen de la pata inflamada a un tiempo x

Vi, es el volumen normal de la pata.

5.3 Preparacion del estandar de referencia.

5.3.1 Solucién de diclofenac sédico.

1.

N o g bk~ w D

En una balanza analitica SARTORIUS se pesaron diez tabletas de diclofenac
sodico de 50 mg.

Se calculé el peso promedio.

Se trituraron las tabletas utilizando un pildn.

Se pesO una cantidad de polvo equivalente a 200 mg de diclofenac sédico.

Se trasvaso cuantitativamente a un balén aforado de 50 ml.

Se solubilizo y aford con agua destilada.

De esta solucion se tomé 1 mg de diclofenac sodico (0.25 mL) y se administrd
por via peroral a los ratones de variedad BALB/C.
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6. Preparacion del gel.

Después de haber realizado varios test para confirmar que el extracto de hojas de
Capraria biflora posee efecto analgésico y antiinflamatorio se procedio a la formulacion

de una forma farmacéutica (gel) que posea estos efectos.
6.1 Férmula cuali-cuantitativa para un lote de 100 gramos.

La formula cualicuantitativa utilizada se obtuvo mediante la realizacion de varios
ensayos obteniéndose la siguiente formulacion, la cual nos brinda caracteristicas
organolépticas y parametros fisico-quimicos de conformidad a lo establecido en el
RTCA 11.03.39:06

Extracto de Capraria biflora .......................ccceee v 9 ml equivalente a 9.34 g
Carbopol 940 NF ..o 29
L3 a3 PP 159
PropilengliCol. ... ..., 20 g
MEtIlPArabeNO. ... .v ettt e 0.08¢
Propilparabeno. .......o.vii i e 0.12g
TrEtanOlaMING. ... ..o e 0.12 g
N e o 100 g

Técnica de preparacion
1. Humectar el carbopol en 9 mL del extracto y 50 mL de agua destilada.
2. Disolver los parabenos en propilenglicol.
3. Mezclar glicerina con el paso 2 y adicionar al paso 1.
4. Adicionar agua destilada hasta completar 100 g y agitar hasta completa

homogenizacion.

o

Adicionar trietanolamina y homogenizar.
6. Medir pH y viscosidad.
7. Envasar en pomos de 30g.
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8. Resultados y anélisis de resultados.

7.1 Efecto analgésico.

La actividad analgésica de una sustancia puede determinarse mediante varias pruebas
nociceptivas que se basan en la aplicacion de estimulos dolorosos y la valoracién de
cambios tipicos observables en la conducta del animal, dichos estimulos pueden ser de

tipo mecanico, térmico, quimico en dependencia del método experimental empleado.®®

Para determinar el efecto analgésico del extracto de Capraria biflora se utilizd ratones
de variedad BALB/C y se determin6 mediante el test de plato caliente (hot plate).

Los resultados para el test de plato caliente se muestran en la Tabla N° 6.

Tabla N° 6. Determinacion de la actividad analgésica del extracto de Capraria
biflora.

Grupos de estudio. Dosis. Tiempo de latencia en
segundos. X | CcV
ty to t3 t4 ts
Control Negativo 0.25 mL 13 | 15 | 12 (136 | 156 | 13.52 | 8.3
(Agua).
Control Positivo 1,5 mg/kg 33 34|32 | 35 | 37 | 342 | 56
(Diclofenac
Sédico)
600 mg/Kg a 28 | 40 | 39 | 41 38 | 39.2 | 3.3
razon de
(0.225mL)
Extracto 400 mg/kg a 30 | 28 | 32 | 29 31 30 5.3
hidroalcoholico de razén de
Capraria biflora. (0.15mL)
200 mg/karazén | 30 | 26 | 27 | 25 28 | 274 | 6.1
de (0.15mL)
100 mg/kg a 26 | 22 | 26 | 24 20 | 226 | 7.4
razon de
(0.15mL)

Donde t es tiempo en segundos.
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Se pudo observar que en las condiciones evaluadas, el menor tiempo de latencia (tiempo
en presentar una repuesta ante un estimulo doloroso) se presentd en el grupo control

negativo.

En todos los casos existieron diferencias entre el control negativo, los tratados con el
estandar de referencia (diclofenac sodico), y con el extracto de Capraria biflora.

Los resultados evidencian que el extracto a las dosis evaluadas posee propiedades
analgésicas dosis dependientes, lo cual sugiere su uso en el tratamiento de dolores leves a
moderados, superando el efecto analgésico a dosis de 600 mg/kg en comparacién al
estandar de referencia, comprobando asi que el extracto de Capraria biflora muestra un
efecto inhibidor de la sintesis de prostaglandinas y mediadores de la respuesta

inflamatoria y por tanto un efecto analgésico indirecto .

Al calcular la desviacion estandar relativa (cv) se evidencia la homogeneidad de los datos
obtenidos para el grupo tratado con extracto de Capraria biflora a dosis de 400 mg/kg

siendo estos similares al valor obtenido en el farmaco de referencia.
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A las dosis de 200 y 100 mg/Kg el extracto de Capraria biflora evidencia la inhibicion de
la respuesta dolorosa, pero en menor grado en la escala del dolor, como se observa en el
grafico N° 1, superando el tiempo de latencia del control negativo, teniendo en
consideracion estos aspectos se puede afirmar que el extracto Capraria biflora posee

actividad analgésica.
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7.2 Efecto antiinflamatorio.

El efecto antiinflamatorio del extracto se evalud a través del edema de pata inducido por
formalina al 30%.

Los resultados obtenidos en la determinacion de la actividad antiinflamatoria al
administrar el extracto hidroalcoholico de Capraria biflora se muestran en la tabla N° 7.

Tabla N° 7. Determinacion de la actividad antiinflamatoria del extracto de Capraria
biflora.

Grupos de estudio Dosis % porcentaje de inflamacion tras seis
horas de observacion.

t1 tg t3 t4 t5 t6

Control negativo(agua) 0.25 mL 41 47 48 48 48 48
Control 1.5mg/kg 42 38 42 36 31 28
positivo(diclofenac
sodico)
600 mgarazénde | 28 29 24 16 12 13
(0.225mL)
Extracto 400 mgarazonde | 41 35 27 29 21 16
hidroalcoholico de (0.15mL)
Capraria biflora. 200mgarazonde | 39 | 36 | 41 | 34 [ 26 | 22
(0.15mL)
100 mgarazonde | 37 | 41 | 41 | 46 | 39 | 39
(0.15mL)

Donde t es tiempo en horas.

Los mayores porcentajes de inflamacion en la experimentacion, se observaron en el
grupo control negativo al cual se le administro agua destilada.

El menor porcentaje de inflamacion se presenta en los grupos tratados con extracto de
Capraria biflora a dosis de 600 y 400 mg/kg de peso superando al estandar de

referencia.
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En el grupo tratado con diclofenac sddico, estandar de referencia para este ensayo, se
observo una disminucion del porcentaje de inflamacién en todos los tiempos evaluados,
siendo similar a los porcentajes que manifestd el grupo tratado con extracto
hidroalcoholico a dosis de 200 mg/kg.

Para el grupo tratado con el extracto hidroalcoholico de Capraria biflora a dosis de 100
mg/Kg de peso, se observo que los valores de inflamacion logrados en todos los tiempos,
resultaron inferiores a los desarrollados en el grupo control negativo, obteniéndose a esta

dosis una baja actividad antiinflamatoria.

El grafico N° 2 muestra como disminuye el porcentaje de inflamacion en el transcurso
del tiempo, especialmente en los grupos tratados con diclofenac sodico y extracto de
Capraria biflora, no asi en el grupo control negativo el cual permanecié constante
durante la realizacion del ensayo.
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7.3 Cuantificacion de flavonoides totales en extracto de Capraria biflora.

En los experimentos se determind que a dosis de 600 mg/kg el extracto de Capraria
biflora posee efecto analgésico y antiinflamatorio superior al estandar de referencia, los
componentes responsables de este efecto son flavonoides de tipo flavonas (Vicet Muro,
2009), Para determinar la cantidad de flavonoides totales responsables de dicha
actividad se procedi6 a cuantificar estos metabolitos por espectrofotometria UV-Visible

utilizando Rutina como estandar de referencia.

Tabla N° 8. Cuantificacién de flavonoides totales presente en extracto de Capraria

biflora por espectrofotometria UV-Visible.

Compuesto Concentracion pg/mL Absorbancia
(triplicado)
1 0.19306
Estandar de referencia 2 0.34821
4 0.57105
5 0.76124
Extracto de Capraria biflora 8.57760 1.31370

La tabla N° 8 muestra los valores de absorbancias obtenidos en el espectrofotémetro en
funcién de la concentracion, se monté una curva de calibracion utilizando rutina a

diferentes concentraciones (1, 2, 3, 4,5 pg/ml).

Para la cuantificacion de la muestra se tomo una alicuota de 0.5 ml y se llevo a un balon
de 10 ml, de esta solucion se tom6 1 ml se trasvaso a un tubo de ensayo y se agregaron 2
ml de reactivo de follin y 2 ml de carbonato, luego se realizo la lectura de la muestra por
triplicado para su cuantificacion obteniéndose 8.57760 pg/ml equivalentes a 857.76

pg/ml de flavonoides en el extracto puro.
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Como se aprecia en el grafico N° 3 la pendiente y el intercepto el equipo los muestra por
defecto, se puede ver gque estan ajustados, el Rz es de 0.9903 se aproxima lo suficiente a
1 de manera que nos da confiabilidad y seguridad al momento de aplicar el método de

analisis.

Para que una curva de calibracién nos dé resultados confiables el r* debe ser lo mas
cercano a la unidad 0.9999, el grafico nos muestra un r> de 0.9903 debido a que el punto
N° 4 se encuentra fuera de la recta, sim embargo este resultado es aceptable segin la ley
de Lamber Beer.
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8.4 Actividad antiinflamatoria del gel conteniendo extracto de Capraria biflora.

Una vez determinada la concentracién de flavonoides totales presentes en el extracto y
conociendo la cantidad necesaria para ejercer dicha actividad se procedio a formular el

gel con propiedades analgésica y antiinflamatoria de la especie Capraria biflora.

Para determinar la viabilidad como analgésico y antiinflamatorio del gel de extracto de
Capraria biflora, se procedio a realizar un ensayo comparativo en el cual se utilizé gel
de diclofenac sodico al 1% (producto de gran demanda por la poblacion), como estandar
de referencia y gel conteniendo extracto de Capraria biflora a concentraciones de
600mg(77.14 ug de flavonoides totales/g), 1000mg (128.5 ug de flavonoides totales/g) y
1200 mg (154.28 pg de flavonoides totales/g), los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla N° 9.

Tabla N° 9. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria del gel de Capraria Biflora.

Grupos de estudio. % de inflamacion tras 7 horas de
observacion.

t]_ tg t3 t4 t5 t6 t7
Control negativo  Gel placebo 47 47 48 | 48 | 48 | 48 48
Control positivo. 48 47 A7 | 42 | 28 | 24 16
Diclofenac sddico
Gel de Capraria 600 mg 42 44 30 26| 22 | 16 7
Gel de Capraria 43 43 32 | 25 | 18 | 17 16
1000 mg
Gel de Capraria 1200 mg 45 44 30 | 21 | 23 | 21 15

La tabla muestra los porcentajes de inflamacion obtenidos al utilizar la via tépica los
cuales al ser comparados con los resultados obtenidos empleando la via peroral, el
efecto antiinflamatorio es prolongado e intenso en la via topica en relacion a la via
peroral. Este efecto se debe a que por via topica el extracto no sufre metabolismo por
efecto del primer paso hepatico, por el contrario en la via peroral se produce este
metabolismo por la citocromo p 450 y el complejo enzimatico encargado de este
metabolismo disminuyendo de esta manera la concentracion de los componentes activos

responsables de dicho efecto.
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El grafico N° 4 muestra que los mayores porcentajes de inflamacion durante el ensayo
de experimentacién, se observaron en el grupo control negativo al cual se le aplico gel
placebo, en el grupo tratado con diclofenac sodico, estandar de referencia para este
ensayo, se observd una disminucion del porcentaje de inflamacién en todos los tiempos

evaluados.

Con respecto a los grupos tratados con gel de Capraria biflora, se observo una
disminucion importante en el porcentaje de inflamacion tras la aplicacion topica del gel

en todas las dosis ensayadas, superando al estandar de referencia.

Los resultados obtenidos con el gel son similares entre si, a pesar de que el gel estd
preparado a concentraciones diferentes (600, 1000 y 1200 mg/g), esto se debe a una
posible saturacién en los receptores para este tipo de metabolitos lo cual explica que

aungue aumentemos la concentracion no se potencia su efecto.
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Tabla N° 10. Especificaciones de producto terminado.

Perugel, gel analgésica y antiinflamatoria(A base de

extracto de capraria biflora)

Laboratorio Zukia S.A

Lote N%:1990ds

Fabr:03/14 ven:03/16

Caracteristicas organolépticas.

Parametro. Especificacion Resultados
Aspecto Gel transparente libre | Conforme con la
de  particulas vy | especificacion
grumos visibles.
Color Café claro. Conforme con la
especificacion
Olor Caracteristico. Conforme con la
especificacion
pH 45-85. 5.1
Viscosidad 30-60 50
Llenado minimo Pomos  conteniendo | 30.2
30 g £ 3%.
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9. Conclusiones.

En la determinacion de la actividad analgésica mediante el test de plato caliente y en la
evaluacion de la actividad antiinflamatoria mediante el método edema de pata inducido
por formalina se comprobd que el extracto hidroalcoholico de la especie Capraria
biflora posee actividad analgésica y antiinflamatoria dosis dependiente, a medida que se
aumenta la concentracion, aumenta su potencia, a dosis de 600 mg/kg (77.14 ug de
flavonoides totales) administrado por via peroral super6 el efecto producido por el

estandar de referencia (diclofenac sodico).

La presencia de metabolitos en el extracto hidroalcoholico de las hojas de Capraria
biflora, tales como flavonoides de tipo flavonas (naringenina, luteolina y apigenina) y
otros compuestos fendlicos, justifica el efecto antiinflamatorio del extracto al poseer
probada efectividad como compuestos antiinflamatorios, los cuales ejercen dicho efecto a
través de multiples mecanismos, uno de ellos es inhibir la generacion de eicosanoides
derivados de las vias enziméticas ciclooxigenasas y 5-lipooxigenasas, asi como también

reprimen la produccion de oxido nitrico y la secrecion del factor de necrosis tumoral .

Después de realizar los ensayos para la determinacion del efecto analgésico y
antiinflamatorio se procedio a la formulacion de un gel que posee estas propiedades, el
cual al realizar los procedimientos respectivos para determinar su efecto se demostré que
a la concentracion de 600 mg/g de gel (77.14 ug de flavonoides totales), proporciona

mayor efecto que el estandar de referencia diclofenac sédico en gel.
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10. Recomendaciones.

e A las futuras generaciones.

1. Realizar estudios de identificacion de metabolitos secundarios presentes en la
especie Capraria biflora, separarlos y determinar cuales son los responsables de
la actividad analgésica y antiinflamatoria.

2. Realizar estudios de estabilidad al producto obtenido, para garantizar la
viabilidad de su uso.

e A lafacultad de ciencias quimicas.

3. Adquirir equipos especializados y materiales (verniert electronico) que
proporcione datos de alta precisién y mayor confiabilidad.
4. Capacitar a los estudiantes en el uso y manejo de animales de experimentacion

asi como la correcta manipulacién de los mismos.
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12. Anexos
Anexo N° 1.

Anatomia de la piel.

La Piel Glandula Sebacea
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Anexo N° 2.

Mecanismo de sefializacion de la biosintesis de prostaglandinas.
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Anexo N° 3.

Recoleccion del material vegetal.
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Anexo N° 4,

Secado del material vegetal.
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Anexo N° 5,

Fragmentacion del material vegetal.
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Anexo N° 6.

Preparacion de los extractos.
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Anexo N° 7

Determinacion de sélidos totales.
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Anexo N° 8

Determinacion de la actividad analgésica.
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Anexo N° 9

Determinacién de la actividad antiinflamatoria.
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Anexo N° 10

Cuantificacion de flavonoides totales en extracto hidroalcoholico de Capraria biflora.
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Anexo N° 11

Preparacion del gel.
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Anexo N° 12

Producto terminado

~ crree -
Gel anal \2ésica y antiinf]

extracto 0 de Capraria

Perugel, Gel analgésicay

Perugel, Gel analgésicay
antiinflamatoria a base

antiinflamatoria a base
de extracto de Capraria

Propilenglicol, inflamaciones.
Glicerina,

Trietanolamina Almacenar en lugar
Agua.

frescoy seco.
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