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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad antiinflamatoria de
extractos de las hojas de cafia agria (Costus spicatus) en ratas (Rattus norvegicus) con
edemas inducidas por carragenina, realizada en el Bioterio de la Facultad de Ciencias de la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, con la finalidad de contribuir con nuevas
alternativas al tratamiento de afecciones inflamatorias.

Para determinar la seguridad del uso del vegetal, se realizaron pruebas de control de
calidad del vegetal y del extracto etandlico que se utilizd para evaluar la actividad
antiinflamatoria de cafia agria (Costus spicatus), para lo cual se utiliz6 18 animales de
experimentacion (Rattus norvegicus) divididos de forma aleatoria en 6 grupos: GEP
(Grupo experimental positivo: Naproxeno Sédico mas carragenina al 1%), GEN (Grupo
experimental negativo: carragenina 1%), GEB (Grupo experimental blanco: vehiculo
Tween 80 al 1% maés agua destilada); los grupos tratados con los diferentes extractos
fueron: GE1 (Grupo experimental 1: extracto etandlico 20%, mas carragenina al 1%), GE2
(Grupo experimental 2: extracto etanolico 40%, mas carragenina al 1%), GE3 (Grupo
experimental 3: extracto etandlico 80%, mas carragenina al 1%), la via de administracion
utilizada fue oral, el vehiculo utilizado Tween 80 al 1% Yy agua destilada. Se midieron los
volimenes de inflamacién producidos por la carragenina en la aponeurosis plantar desde
las O hasta las 6 horas, el andlisis de los datos se realizo utilizando el test Anova y Tukey
con intervalo de 95% de confianza. Se concluyd que el extracto del vegetal al 80%
presenta una actividad antiinflamatoria similar al Naproxeno Sodico.

El estudio toxicoldgico realizado demostré que el vegetal no presenta ningun dafio a nivel
tisular de los principales 6rganos farmacocinéticos involucrados (Estomago, Higado y
Rifion). A partir de esta investigacion se recomienda establecer una dosis especifica para

elaborar un fitofarmaco que facilite su almacenamiento y administracion.
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SUMMARY

The present study aimed to evaluate the anti-inflammatory activity of extracts from the
leaves of sour cane (Costus spicatus) in rats (Rattus norvegicus) with edema induced by
carrageenan, it was carried out at the Vivarium of Sciences Faculty of Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo, with the purpose to contribute with new alternatives to the
treatment of inflammatory conditions.

To determine the safety use of the plant, quality control testing of the plant and the ethanol
extract were conducted to evaluate the anti-inflammatory activity of sour cane (Costus
spicatus) for which 18 experimental animals (Rattus norvegicus) were used the same that
were divided in a random way into 6 groups: GEP (Positive experimental group:
Naproxen Sodium plus carrageenan to 1%), GEN (Negative experimental group:
carrageenan 1%), GEB (White experimental group: Vehicle Tween 80 to 1% plus distilled
water); the groups treated with the different extracts were GE1 (Experimental group 1:
ethanol extract 20% plus carrageenan to 1%), GE2 (Experimental group 2: ethanol extract
40% plus carrageenan to 1%), GE3 (Experimental group 3: ethanol extract 80% plus
carrageenan to 1%). The route of administration used was oral, the vehicle used tween 80
to 1% and distilled water. Swelling volumes produced by the carrageenan on the plantar
aponeurosis were measured from 0 to 6 hours, and data analysis was performed using
ANOVA test and TUKEY with range of 95% of confidence. It was concluded that the
plant extract to 80% presents an anti-inflammatory activity similar to Naproxen Sodium.
The toxicological study showed that the plant is not damaged at the tissue level of the
main pharmacokinetic organs involved (stomach, liver and kidney). From this research it
is recommended to establish a specific dose to produce a phytomedicine that facilitates its

storage and administration.
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INTRODUCCION

En la actualidad se puede encontrar un nimero considerable de medicamentos para el
tratamiento de inflamaciones de distinto tipo e intensidad, sin embargo la gran mayoria de
los mismos son causantes de reacciones adversas y toxicidad por lo que se ha considerado
desarrollar estudios de vegetales que posean efectos similares a los antiinflamatorios pero

que produzcan menor efecto toxico.

La inflamacién es uno de los principales mecanismos de defensa frente a una injuria o
dafio tisular provocado por diversos agentes, mediante una reaccion de tipo local del tejido
conjuntivo vascularizado, aparece también como consecuencia de respuestas inmunes
adaptativas humorales y celulares frente a antigenos de origen exdgeno o endégeno. La
respuesta inflamatoria constituye la presencia de signos basicos de una patologia como
son rubor, tumor, calor, dolor y pérdida de funcion, siendo un problema de salud humana
por la que se busca asistencia médica, con la finalidad de encontrar alivio, para ello se
cuenta con diferentes medidas como el uso de farmacos analgésicos, antipiréticos y
antiinflamatorios no esteroides, siendo este grupo de medicamentos muy usados por la
poblacion de nuestro pais. (DIAZ, A. 2003; (PEPPER, I. 2005)

Los AINEs son medicamentos con un riesgo alto de causar efectos adversos se estima que
un 10 a 50% de personas que las consumen sufren de problemas gastrointestinales como
ulceras gastricas, dispepsias etc, segun estudios realizados los problemas relacionados con
los AINEs se presenta en mayor magnitud en los paises en vias de desarrollo. En el
Ecuador segun el instituto nacional de estadisticas y censos (INEC) existen 1229.089
adultos mayores y el 69% ha requerido atencion médica, a los cuales se les prescribe
indiscriminadamente AINES para tratar enfermedades como artritis reumatoide, artrosis,
entre otras, otra causa principal del alto consumo de dichos medicamentos es la
automedicacién para tratar dolores en muchos casos banales, aumentando asi la

morbimortalidad en las poblaciones de todos los grupos etarios, en particular de los



adultos mayores. Estudios realizados sobre el consumo de este grupo de medicamentos en
paises en vias de desarrollo mostraron que de los 315 millones de medicamentos vendidos
sin receta médica el 35 a 40% eran para pacientes mayores. (GUILLEN, P. 2014)

Los productos naturales obtenidos de los vegetales son mdaltiples entre los que destacan
los flavonoides producto del metabolismo secundario de diversas variedades de plantas.
Son un amplio grupo de compuestos polifendlicos, importantes en el desarrollo y buen
funcionamiento de las plantas, presenta propiedades importantes relacionadas con la salud
humana, lo cual esta basado en su actividad antioxidante, antifungica, antiinflamatoria,
antiviral, antidepresiva, antitrombotica y vasodilatadora. La medicina tradicional a base de
plantas brinda una ayuda complementaria a eventos patolégicos, en la poblacion mundial
un 80% depende de plantas para su atencion primaria de la salud. EI 20 % de la poblacion
tiene acceso a la medicina convencional, el uso de medicinal a base de hierbas y
suplementos nutricionales se ha incrementado en el dltimo siglo. (PARRIS, WC., SMITH,
HS. 2003; MUNOZ, M. 2014)

La planta herbacea cafia agria (Costus spicatus) que perteneciente la familia de las
Zingiberaceae es muy utilizada por la poblacion para el tratamiento de inflamaciones,
irritaciones a nivel ocular y bajar la fiebre, ademas de tener propiedades diuréticas, razon
por la cual la planta debe ser analizada. (OCAMPO, Z. 2011)

Este trabajo tiene como finalidad la necesidad de buscar soluciones alternativas a procesos
inflamatorios. En el desarrollo de esta investigacion se realiza la evaluacion de la
actividad antiinflamatoria de Costus spicatus mediante el test de edema inducido por
carragenina, en reactivos bioldgicos, utilizando diferentes concentraciones de extracto del
vegetal, para poder verificar si existe actividad antiinflamatoria. Se realiz6 ademas el
control de calidad tanto de la materia prima como de los extractos para garantizar la
inocuidad y obtener resultados confiables, se desarrolld el analisis cualitativo de
flavonoides mediante cromatografia de capa fina y la cuantificacion de los mismos
mediante analisis espectrofotométrico (UV). Finalmente se desarrolld el estudio

toxicologico.



CAPITULO |

1 MARCO TEORICO

1.1 INFLAMACION

1.1.1 INTRODUCCION

Inflamacion es el nombre genérico que engloba a un grupo de reacciones en el tejido
conjuntivo vascular como respuesta a una agresion de origen endogeno o exogeno. En este
proceso intervienen factores solubles y células, denominados mediadores inflamatorios;
mediante los cuales se libera al organismo del agente etiologico, asi como del dafio que se
ha producido. Si no existiese la inflamacién, los microorganismos nos invadirian y
destruirian facilmente y la cicatrizacion de las heridas o la reparacion de los traumatismos
no se llevarian a cabo. (DUCE, A. 2005)

1.1.2 DEFINICION

La inflamacion es un proceso tisular, donde actia el sistema inmunoldgico de un
organismo, constituido por una serie de fendmenos moleculares, celulares y vasculares
con finalidad defensiva contra agresiones fisicas, quimicas o biologicas; implica un
enorme gasto de energia metabolica. Los aspectos basicos que destacan en un proceso
inflamatorio son en primer lugar, la focalizacion de la respuesta, que tiende a circunscribir
la zona de lucha contra el agente agresor. En segundo lugar, la respuesta inflamatoria es

inmediata, de urgencia y por tanto, preponderantemente inespecifica, aunque puede
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favorecer el desarrollo posterior de una respuesta especifica. En tercer lugar, el foco
inflamatorio atrae a las células inmunes de los tejidos cercanos. Las alteraciones
vasculares van a permitir, ademas, la llegada desde la sangre de moléculas inmunes
(GONZALEZ, R. et al. 2010; BORDES, R. et al. 2010)

Inductores — Sensores — Mediadores — ktectores
\\
Exdgenos Endégenos
| | | | | |
; Derivados Derivados Derivados Derivados
Microbianos No microbianos celulares tisulares plasmaticos MEC
| | | | l .‘
PAMP Alergenos Macromoiéculas Cristales Factor XII Productos
Factores virulencia  Cuerpos extrafios Molec. proinflamat. Oxolipoprol.  degradacion
Compucestos téxicos (AGE)
Hipoperfusion
Inductores sensores mediadores efectores
Lipopolisacéridos bacterlanos TLR4 TNF«, IL-6, PGE2 endoteliocitos, leucocitos,
hepatocitos, hipotalamocitos...
Alergencs IgE aminas vasoactivas endoteliocitos, lisomiocitos
Cristalos - urato monoséddico,0  NALP3 IL-1p endoteliocitos, leucocitos,
pirofostato calcico deshidratado  (inflamasoma) hepatocitos, hipotalamocitos
Colageno Factor Hageman bradiquinina, coagul., endoleliocitos, lisomiocitos
fibtinol,, C

FUENTE: http://www.rac.es/ficheros/doc/00681.pdf
FIGURA No. 1 VIiA INFLAMATORIA GENERICA

FIGURA No. 1 Una via inflamatoria genérica incluye, secuencialmente, inductores,

sensores, mediadores y efectores.

1.1.3 CLINICA

Los signos clasicos de la inflamacién son:


http://www.rac.es/ficheros/doc/00681.pdf
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Calor, rubor, tumor, dolor e impotencia funcional. Estas son manifestaciones de
alteraciones fisioldgicas que pueden ocurrir durante el proceso inflamatorio. (DUCE, A.
2005)

— Calor: Producido por la vasodilatacion como también por el aumento de
metabolismo que se desarrolla a nivel de la zona.

- Rubor o eritema: Esta asociada con la acumulacién, consecuencia de la
vasodilatacion y del éxtasis vascular de la region afectada.

— Tumor: Aumento del tamafio como efecto del acumulo de exudado inflamatorio y
sangre. (DUCE, A. 2005)

— Dolor: Resultado de la irritacion de las fibras nerviosas en el area lesionada,
consecuencia del dafio producido por el agente etioldgico; asi como por la
presencia de mediadores como la bradicinina, la histamina y la prostaglandina E-,
entre otras. (GARCIA, J. 2006)

- Impotencia funcional: Incapacidad del 6rgano o zona afectada para realizar de
forma adecuada su funcion como consecuencia de las alteraciones producidas en
él. (GARCIA, J. et al. 2006)

La respuesta inflamatoria siempre se acompafa de una respuesta sistémica, de forma que
el organismo intenta preparar al medio interno para que los fendbmenos inflamatorios se
desarrollen en las mejores condiciones posibles. Las manifestaciones clinicas son muy
variadas abarcando procesos asintomaticos hasta una afeccion grave con disfuncion de
Organos. La respuesta sistémica se da como respuesta al estrés e incluye
fundamentalmente trastornos endocrinos como la activacion del eje del hipotalamo-
hipdfiso-suprarrenal, con incremento en la produccién de glucocorticoides, factores de
control de inflamacion; también incluye secrecion de catecolaminas enddgenas y
disminucion de vasopresina, hormona antidiurética que controla el agua corporal,
favoreciendo el acimulo de liquido. (DUCE, A. 2005)
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Efectos sistémicos de la inflamacion. Se presentan sintomas como astenia, anorexia y
malestar general; signos clinicos como fiebre, taquicardia; y signos analiticos como
leucocitosis con neutrofilia, reactantes de fase aguda e, incluso, la determinacién de
mediadores inflamatorios, entre los que destacan los niveles de interleucina-6. (DUCE, A.
2005)

Durante los procesos inflamatorios se produce un gran catabolismo al utilizarse lipidos y
proteinas para la obtencidén de energia; trayendo como consecuencia la pérdida de peso,
mialgias por destruccion de proteinas musculares, trastornos en los metales como el hierro
y el zinc por alteracién de sus proteinas transportadoras y alteraciones en el metabolismo
de los farmacos como consecuencia de la disminucion de enzimas hepaticas. Mediante la
electroencefalografia se ha demostrado también, una alteracion del patron suefio-vigilia,

con predominio de somnolencia. (DUCE, A. 2005)

1.1.4 FASES DE LA INFLAMACION:

Esquematizacion del proceso inflamatorio en cinco etapas:

1- Liberacion de mediadores. Moléculas que en su mayor parte son 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.

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 de
inflamacion.

4- Regulacion del proceso inflamatorio. Como la mayor parte de las respuestas
inmunes, el fendmeno inflamatorio también integra una serie de mecanismos

inhibidores tendientes a finalizar o equilibrar el proceso.
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5- Reparacién. 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. (GONZALEZ, R. et al. 2010)

Estimulo inflamatorio

Na ¢ =

Mediadores de la inflamacién

Efecto sobre los capilares Efecto sobre los fagocitos

Respuesta inflamatoria aguda

Reparacion inflamatoria

FUENTE: INGRAHAM, J. INGRAHAM, C. 1998
FIGURA No. 2 ETAPAS DE LA INFLAMACION

FIGURA No. 2 Etapas de la inflamacion. La inflamacién empieza con la aparicion de
un estimulo, posteriormente se provoca la formacién y liberacién de mediadores de la
inflamacion, que actuan sobre los capilares, causando vasodilatacién de los mismos
incrementando la permeabilidad. También actlan sobre los fagocitos induciendo su
activacion y la quimiotaxis; el resultado de todo ello es la respuesta inflamatoria aguda.
(INGRAHAM, J. INGRAHAM, C. 1998; GARCIA, P. 2008)
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Principales efectos del proceso inflamatorio:

Alteraciones en el calibre de los vasos sanguineos y de la velocidad del flujo
sanguineo que pasa por ellos (alteraciones hermodindmicas). Se produce la
aceleracién del flujo sanguineo, responsable de los signos de calor y
enrojecimiento.

Aumento de la permeabilidad capilar de la microcirculacion. Lo cual permite la
salida de liquido rico en proteinas desde los pequefios vasos, responsable del
edema que se presenta en el proceso inflamatorio.

Exudado leucocitario. Se produce segun la siguiente secuencia; los leucocitos se
desplazan hacia el revestimiento endotelial de los vasos tapizando el endotelio en
una forma apretada, estos leucocitos se desplazan por los espacios endoteliales y
salen al espacio extravascular donde se encuentran libres para moverse y por
quimiotaxis, son dirigidos hacia el sitio de la agresion. (KLAJN, D. BOXACA, M.
1996)

1.1.5 TIPOS DE INFLAMACION

Dependiendo de las caracteristicas temporales de la inflamacion se divide en aguda y

cronica. La aguda es la repuesta de breve duracion (minutos, horas o0 unos pocos dias), a una

lesion pasajera aislada. La inflamacién crénica dura semanas, meses o incluso afios y se

caracteriza histologicamente por el infiltrado de linfocitos y macréfagos con la proliferacion
de vasos sanguineos y tejido conectivo. (DIAZ, A. et al. 2003; GARCIA, J. et al. 2006)

a.

Inflamacion aguda

La inflamacion aguda es la respuesta inicial e inmediata a la lesion se caracteriza por el

exudado de fluidos plasméaticos y la migracion de leucocitos predominantemente

neutrofilos a la zona lesionada, donde ayudan a eliminar las bacterias invasoras e inician el
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proceso de degradacion de los tejidos necréticos. (DIAZ, A. et al. 2003; ROBBINS, S. et
al. 2006)

En los primeros 10-15 minutos se produce una hiperhemia por dilatacion de arteriolas y
vénulas y apertura de los vasos de pequefio calibre. Tras esta fase aumenta la viscosidad
de la sangre, lo que reduce la velocidad del flujo sanguineo. Al disminuir la presién
hidrostatica en los capilares, la presion osmotica del plasma aumenta, y en consecuencia
un liquido rico en proteinas sale de los vasos sanguineos originando el exudado
inflamatorio. El resultado de todo el proceso es el acimulo de un fluido rico en proteinas,
fibrina y leucocitos. (DIAZ, A. et al. 2003)

b. Inflamacién crénica

Si la inflamacion dura semanas o0 meses se considera crénica y se producen como
consecuencia de otros tipos de dafio, como alteraciones en las respuestas inmunitarias,
inflamacion cronica desde el comienzo asociada a procesos infecciosos (tuberculosis,
lepra, etc.), progresion de una inflamacion aguda, episodios recurrentes de inflamacion
aguda. (DIAZ, A. etal. 2003; INGRAHAM, J. INGRAHAM, C. 1998)

Caracteristicas importantes:

- Elinfiltrado celular estd compuesto sobre todo por macréfagos, linfocitos y células
plasmaticas.

- La reaccion inflamatoria es mas productiva que exudativa, es decir, que la
formacion de tejido fibroso prevalece sobre el exudado de liquidos. (DIAZ, A. et
al. 2003)

Microscopicamente la inflamacidn cronica se caracteriza por la presencia de macrofagos y
sus derivados (células epitelioides y gigantes), linfocitos, células plasmaticas, neutréfilos,
eosindfilos y fibroblastos. (DIAZ, A. et al. 2003)



c. Inflamacion crénica granulomatosa

Es un tipo de inflamacion cronica que tiene una histologia peculiar que consiste en el
acumulo de macrdéfagos modificados llamados epitelioides formando unos agregados
nodulares Ilamados granulomas. Las células epitelioides se asemejan a células epiteliales;
contienen un ndcleo vesicular y abundante citoplasma eosinofilo y segregan la enzima
convertidor de angiotensina (Kininasa Il), la fosfatasa acida y mucopolisacaridos.
Ademas, los macréfagos pueden fusionarse por efecto del IFN-g y formar células gigantes
que contienen hasta 100 nlcleos. (DIAZ, A. et al. 2003)

MOLECULAS Y CELULAS QUE INTERVIENEN EN LA INFLAMACION

Entre las células que intervienen en la inflamacion destacan los granulocitos neutrofilos y
los fagocitos mononucleares. La vida de los neutrofilos es muy corta, solo de 3 a 4 dias.
Algunos de los productos de los granulos son bactericidas, mientras que otros son capaces
de degradar la matriz proteica extracelular (Tabla 1). (DIAZ, A. et al. 2003; MONTERO,
T. 2001)

TABLA No. 1 COMPONENTES DE LOS GRANULOS DE LOS NEUTROFILOS

Frimarios Secundarios

Lisozima. Lisozima
Migloperoxidasa Fosfolipasa A2
Fosfolipasa A2 Colagenasa
Elastasa Lactoferrina
Catepsinas Fosfatasa alcalina
Hidrolasas

Froteina catidnica
Entre los terciarios destacan: catepsinas vy gelatinasa

FUENTE:http://www.uco.es/grupos/inmunologia-molecular/inmunologia/tema25/etexto25.htm

Muchos de los neutrofilos mueren en los lugares de inflamacidn liberando los enzimas que

pueden dafiar las células o las proteinas de la matriz extracelular. (DIAZ, A. et al. 2003)


javascript:OpenWin('tabla01.htm')
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Los fagocitos mononucleares se diferencian en practicamente todos los tejidos del

organismo de distinta manera segun el tejido que ocupan, dando lugar a macrofagos. Los

macrdfagos tienen una produccion autocrina de factores de crecimiento tales como el GM-

CSF o el M-CSF que hacen que proliferen localmente en los tejidos. Para llevar a cabo sus

funciones, los macrofagos necesitan ser activados por el IFN-g. (DIAZ, A. et al. 2003)

1.1.6  MEDIADORES QUIMICOS DE LA INFLAMACION

Ademas de las células directamente implicadas en la inflamacién, como son los neutrofilos,

macréfagos y linfocitos, los basofilos, mastocitos, plaquetas y células endoteliales también

producen mediadores quimicos que pueden circular en el plasma o producirse localmente

por células presentes en el foco inflamatorio. (DIAZ, A. et al. 2003)

TABLA No. 2 MEDIADORES QUIMICOS DE LA INFLAMACION

MEDIADORES QUIMICOS DE LA INFLAMACION

Mediadores Origen
Mediadores locales | Histamina Mastocitos, baséfilos, plaquetas
(derivados de células) Serotonina Plaquetas

Mediadores preformados en
los granulos de secrecion

Enzimas lisosémicas

Neutréfilos, macréfagos

De nueva sintesis

Prostaglandinas

Todos los leucocitos,
células epiteliales

plaquetas,

CE

Leucotrienos (B4, C4, D4, E4)

Todos los leucocitos

Factores activadores de las
plaquetas

Todos los leucocitos, CE

Radicales activados del | Todos los leucocitos

oxigeno.

Oxido nitrico Macro6fagos

Citocinas Linfocitos, macréfagos, CE
Quimiocinas Leucocito, macréfagos activados.

Mediadores  sistémicos
(derivados de proteinas
plasmaticas)

Productos de la activacion

Sistema de las cininas

(bradicinina)

Kinin6geno

Fibrinopéptidos

Fribrindgeno

del factor XIl (factor
Hageman)
Productos del activacion | C3a  Anafilotoxinas.  (C3 | Complemento

del complemento

convetasa)

FUENTE:http://www.uco.es/grupos/inmunologia-molecular/inmunologia/tema25/etexto25.htm
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Degradacion Inromocoraplejos Coldgeno Lnafilatozinas
de nuastu:u_cn:u_tu:-s e
PLALUETAS
e
bz Chénuloddensos LisoRtrmoas o
Araguidénico i e
: 4
e Serotonina Enzimas Fhrindgenn
POE 2+ Tuls2 Tronboglabuling
Fartor 3 plagquetarios

J' Trombira

Flhbrndgens ————— Fihrina

Protrombina

=e muestra la activacidn de plaquetas ¥ liberacidn de mediadores quimicos.
FUENTE:http://www.uco.es/grupos/inmunologia-molecular/inmunologia/tema25/etexto25.htm

FIGURA No. 3 LIBERACION DE MEDIADORES TISULARES

1.1.6.1 Mediadores derivados de células

Dentro de estos mediadores tenemos a los macrofagos tisulares, células endoteliales, y

células cebadas, en el sitio de la inflamacion.

A. PRINCIPALES MEDIADORES QUIMICOS:

- Histamina.: es una amina producida por células cebadas y basoéfilos, su liberacion
estimula la bradiquinina y las fracciones del complemento. Su accion es mediada
por tres tipos de receptores (H1, H2, H3). Produce dilatacion de las arteriolas
(vasodilatacion), aumentan la permeabilidad vascular y adhesion leucocitaria.
(DIAZ, A. et al. 2003; INFANTE, V. 2011; FUNDACION PUBLICA
ANDALUZA, 2007)

- Serotonina.: ubicado en las plaquetas, su liberacion es estimulada cuando estas se
agregan tras su contacto con el colageno, la trombina, el Adenosin difosfato (ADP)
y los complejos antigeno-anticuerpo. Como mediador quimico estimula la
permeabilidad vascular en el proceso inflamatorio. (DIAZ, A. et al. 2003)

- Prostaglandinas.: se produce a partir del AA (acido araquiddnico), el cual es

liberado de las membranas por la FLA2. EI FLA2s de tipo secretoria, que es
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inducida, juega un papel importante en la inflamacion. La expresion de esta
enzima se incrementa con la activacion del factor de transcripcion nuclear kappa B
(FNKB). Las prostaglandinas también intervienen en la patogenia del dolor y la
fiebre: la PGE2; potencia el efecto vasodilatador de la histamina y la bradicinina,
favoreciendo el aumento del flujo sanguineo al area inflamada, potencia el efecto
de la bradicinina al dolor e interactua con las citocinas para provocar el aumento
de la temperatura corporal (fiebre). Su efecto antiinflamatorio se manifiesta por la
disminucién de la actividad de células que participan en el proceso inflamatorio; la
PGE2 disminuye la liberacion de enzimas lisosomales, la generacion de
leucotrienos y de radicales libres en los neutrofilos y la liberacion de histamina de
los mastocitos. La PGD, es un potente agente quimiotactico presente en los
mastocitos. (FERNANDEZ, L. et al. 2008)

El &cido araquidonico es un acido graso derivado del &cido linoleico que se encuentra en
la membrana celular y bajo estimulacion puede ser liberado al exterior de la célula por una
fosfolipasa. (DIAZ, A. et al. 2003)

Fosfolipidos de membrana

Fosfatidilcolina Fosfatidilinositol

Fosfolipasa thﬁv \‘-._ Fosfolipasa C
Ay

Arcido -
Araguidonico Liso-PAF _
Y Y . Areti]
Lipozigenasa " | \/ CoA
- \ Clicloo xigeesa %
Leucotrienios \ \;\{"*C oA
CA LB | Factor activante

Endoperozidasa de plaquetas
Formacidn de los

Prnstaglaﬂajna By TromBozanns me.tabolitos.del .
(FGDZ) ( TzAZ) acide araquidénico.

FUENTE:http://www.uco.es/grupos/inmunologia-molecular/inmunologia/tema25/etexto25.htm

FIGURA No. 4 FORMACION DE LOS METABOLITOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO
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La accion de la 15-lipoxigenasa sobre el &cido araquiddnico genera ademas dos
metabolitos terminales, las lipoxinas LXA y LXB que tienen efectos estimulantes e
inhibidores de las funciones de diferentes leucocitos, razén por la cual se las considera
sustancias moduladoras del proceso inflamatorio. (FERNANDEZ, L. et al. 2008;
RIVEROS, L. 1991)

- Leucotrienos.: Los leucotrienos se definen como eicosanoides derivados de lipidos de
membrana, que se sintetizan a partir del acido araquidonico por accion de la enzima 5-
lipoxigenasa, esta enzima a su vez necesita de la proteina activadora de la lipoxigenasa
(FLAP) para actuar. Hay 4 leucotrienos importantes: LTC4, LTD4, LTE4 y LTB4.
Son producidos por leucocitos y su principal funcion es la de participar como
mediadores de la inflamacion. Estan involucrados en alergias y asma, entre otras
enfermedades inflamatorias. (FUNDACION PUBLICA ANDALUZA, 2007)

Los leucotrienos son producidos por leucocitos de tipo mastocitos, macrofagos,
eosinodfilos, baséfilos y neutrofilos, frente estimulos como IgE, 1gG, peptidoglucano o
citoquinas. Los cisteinil-leucotrienos, LTC4, LTD4 y LTE4 actdan en la respuesta
inflamatoria. Sus celulas diana son las células del muasculo liso de bronquios y de intestino
produciendo broncoconstriccion 'y aumento de los movimientos peristalticos,
respectivamente. También actlan sobre las células endoteliales de vasos sanguineos,
provocando vasodilatacion y aumento de permeabilidad con una llegada de mayor flujo de
sangre a la zona. Estas células diana presentan receptores para estos leucotrienos.
(FUNDACION PUBLICA ANDALUZA, 2007)

El leucotrieno LTB4 es un potente quimiotactico que promueve la adhesion de neutréfilos
al endotelio vascular y su migracion estimula la migracion de superdxidos en
polimorfonucleares y moviliza ademas otros importantes mediadores inflamatorios, con
produccion de edema. (FUNDACION PUBLICA ANDALUZA, 2007)
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El LTCs y el LTD4 son potentes agentes quimiotacticos para los eosin6filos y, en

concentraciones altas, promueven la formacion de radicales libres de oxigeno, estando

involucrados en procesos inflamatorios intestinales y en el asma. Hay diversos farmacos

que se usan especificamente frente al asma cuyo mecanismo de accién estd basado en la

inhibicién de la sintesis de leucotrienos, actuando sobre la 5-lipoxigenasa o la FLAP, o

con accidn antagonista de receptores de leucotrienos. (FERNANDEZ, L. et al. 2008;
FUNDACION PUBLICA ANDALUZA, 2007)

Factor activador de plaquetas (PAF).: ElI PAF es un complejo lisofosfolipido-
acetilado que induce la agregacion plaquetaria y la degranulacion. Ademas, aumenta la
permeabilidad vascular, induce la adhesion leucocitaria y estimula la sintesis de
derivados del acido araquidonico. Estos derivados incluyen las prostaglandinas y los
leucotrienos. (DIAZ, A. et al. 2003)

Oxido nitrico.: El 6xido nitrico se produce por las células endoteliales, macréfagos y
neuronas del cerebro. Es responsable de la vasodilatacion relajando el musculo liso
vascular. Es sintetizado por las células endoteliales, macr6fagos y grupos neuronales
especificos del cerebro, es un mediador pleiotropico de la inflamacion. EI NO tiene un
mecanismo de accion paracrino sobre las células dianas mediante la induccion de
guanosin  monofosfato ciclico (GMPc) que, a su vez, inicia una serie de
acontecimientos intracelulares que dan lugar a una respuesta como la relajacion de las
células musculares lisas de la pared vascular. EI NO desempefia un papel importante
en la funcién vascular durante las respuestas inflamatorias y provoca, aumento de la
vasodilatacion, la permeabilidad vascular y la quimiotaxis. (DIAZ, A. et al. 2003;
HORTON, D. 2013)

Citocinas.: inducen a la sintesis de moléculas de adhesion endotelial y mediadores
quimicos. Las citocinas son los mediadores aparecen en aquellos sucesos con mayor
naturaleza proinflamatoria, como el TNFa o la IL-1p, considerados determinantes

fisiopatologicos de la sepsis y shock séptico. También inducen respuestas agudas
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sistémicas asociadas con la infeccién como fiebre, pérdida de apetito y liberacion de
neutrofilos a la circulacion. (CARRASCO, S. 2000)

- Quimiocinas. actian como quimio atrayentes para tipos especificos de leucocitos.
Produciendo la activacion leucocitaria. (INFANTE, V. 2011)

1.1.6.2 Mediadores derivados de proteinas plasmaticas

- Cininas. Es un sistema calicreina-cinina o simplemente sistema cinina; este
sistema genera péptidos vasoactivos a partir de proteinas plasméticas denominadas
cinindgenos y mediante proteasas especificas Ilamadas calicreinas, es un sistema
poco definido de proteinas sanguineas de importancia en las inflamaciones,
produce la liberacion del monopeptido vasoactivo Bradicinina. (MAGENTA, S.
2008; SANMARTIN, F. 2010; DOMINIAK, P. 1999)

Efectos de las cininas:

- Contraccion del musculo liso.

- Afectan la presion arterial (especialmente la presion arterial baja).

- Actuan incrementando el flujo sanguineo en todo el cuerpo.

- Ayudan y facilitan el paso de los liquidos a través de pequefios vasos sanguineos.

- Estimulan los receptores del dolor.

- Forman parte de un sistema complejo cuya funcién es ayudar a reparar tejido
dafiado en el cuerpo. (MAGENTA, S. 2008; SANMARTIN, F. 2010;
DOMINIAK, P. 1999)

Sus mediadores mas importantes son: la bradiquinina y la calidina son vasodilatadores y
actan sobre muchos tipos de células. (ROBBINS, F. 2009; DOMINIAK, P. 1999)

- Sistema Del Complemento. Este sistema de complemento es parte de la

inmunidad innata y constituye uno de los principales mecanismos efectores de la
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inmunidad mediada por anticuerpos. Estd compuesto de mas de 30 proteinas en el
plasma, que interaccionan entre si de modo regulado formando una cascada
enzimatica; y en la superficie de las células, dentro de las cuales hay proteasas,
inhibidores, inactivadores y receptores. La concentracion de proteinas del
complemento en el plasma es de mas de 3 g/L y constituye aproximadamente el
15% de la fraccion de globulina. (BERRON, R. 2003; IANEZ, E. 1999)

Las moléculas que integran el sistema de complemento son glicoproteinas con diferentes
propiedades fisico quimicas. En su mayoria estas moléculas son sintetizadas en el higado,
excepto (Clg, D). ElI Clq lo sintetizan células epiteliales y el factor D el adipocito.
(BERRON, R. 2003; IANEZ, E. 1999)

El componente central del sistema del complemento es una proteina llamada C3, que es
critica para las funciones efectoras de este sistema. Las formas bioldégicamente activas del
C3 son sus productos de escision proteolitica. (BERRON, R. 2003; IANEZ, E. 1999)

Efectos de la activacion y fijacion del complemento:

— Lisis del microorganismo o célula diana

— Opsonizacidn, con la consiguiente mejora de la fagocitosis, en este punto actdan
las opsoninas C3b y C4b (opsinizan los antigenos y solubilizan los complejos
inmunes) y las anafilotoxinas C3a y Cbha (tienen funciones quimiotacticas, activan
a los fagocitos, inducen la degranulacion de basofilos y células cebadas,
produciendo contraccién del masculo liso).

- Amplificacién de la respuesta humoral especifica

- Eliminacién de los inmunocomplejos. (BERRON, R. 2003; IANEZ, E. 1999)
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TABLA No. 3 ENFERMEDADES INFLAMATORIAS

Enfermedades en las que la inflamacion juega un papel patogénico importante

Anafilaxis Gota

Artritis reumatoide Lupus eritematoso
Asma Osteoartritis
Aterosclerosis Pénfigo

Colitis ulcerosa Psoriasis

Dermatitis atépica Rechazo xenoinjerto
Enfermedad de Alzheimer Sarcoidosis
Enfermedad de Crohn (enteritis regional) Sindr. Isquemia-reperfusion
Enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC) Sindr. Fiebre periddica
Esclerosis multiple Tiroiditis de Hashimoto
Espondilitis anquilosante Vasculitis

Enfermedades de origen infeccioso en las que la inflamaciéon contribuye a la patologia
tanto como la toxicidad bacteriana

Disenteria bacteriana Lepra (forma tuberculoide)

Enfermedad de Chagas Meningitis neumocdcica o neissérica
Filariasis Neumonitis fibrosa quistica

Gastritis por H. pilory Neumonia viral

Glomerulonefritis postestreptocdcica Se

Hepatitis C Tuberculosis

Enfermedades de origen diverso en las que la fibrosis postinflamatoria es una causa
principal de mtologia

Cirrosis hepatica (alcohdlica o virica) Fibrosis pulmonar postirradiacion
Esquistosomiasis Fibrosis pulmonar inducida por bleomicina
Fibrosis pulmonar idiopatica Rechazo crénico alogénico

FUENTE: http://www.rac.es/ficheros/doc/00681.pdf

1.2  ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDALES (AINES)

1.2.1 INTRODUCCION

Los antiinflamatorios no esteroidales denominados AINEs son los farmacos mas
ampliamente prescritos e ingeridos en todo el mundo, sin embrago, existe una alta
predisposicion de generar efectos adversos, llegando a ser en ciertos casos imperceptibles.
A pesar de la amplia variedad de preparados, divididos en varios subgrupos segun su la
estructura quimica, todos ellos, presentan similares caracteristicas farmacocinéticas, de
toxicidad, presentacion clinica y tratamientos comunes, con ciertas excepciones. (URIBE,
R. 2004; PEREZ, A. 1998)

El conocimiento del mecanismo de accion de dichos farmacos requiere de un dominio
acerca del metabolismo del acido araquidonico, para contribuir al uso practico y racional
de tales medicamentos. Por otro lado, la participacion de mediadores quimicos en el

proceso inflamatorio, es un hecho establecido de suma importancia, y en la medida en que
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mayor dominio tengamos de la participacion de éstos, estableceremos con mayor eficacia
el diagnostico correcto y la terapéutica indicada. (URIBE, R. 2004; PEREZ, A. 1998)

1.2.2 DEFINICION

Los antiinflamatorios no esteroideos (abreviado AINES) son un grupo muy variado y
quimicamente heterogéneo de farmacos principalmente con funcién antiinflamatoria,
analgésica y antipirética, por tanto actian reduciendo los sintomas de la inflamacién, el
dolor y la fiebre. Dichos farmacos ejercen sus efectos por accion de la inhibicion de la
enzima ciclooxigenasa. (FAJARDO, D. 2007)

Los antiinflamatorios naturales, segregados por el propio organismo, son derivados de los
corticoides, las sustancias de origen esteroideo poseen una potente accion antiinflamatoria,
pero presentan importantes efectos secundarios. En oposicion a los corticoides, el término
"no esteroideo™ se aplica a los AINESs para recalcar su estructura quimica no esteroidea y
la menor cantidad de efectos secundarios. (FAJARDO, D. 2007)

1.2.3 PRINCIPALES ACCIONES FARMACOLOGICAS DE LOS AINES

Analgésica: disminuye la sensibilidad de los receptores del dolor.

Antipiretica: por inhibicion de la sintesis de prostaglandinas.

Antiagregante plaquetario: por inhibicion de la sintesis de tromboxano A..
Antiinflamatoria: por inhibicion de la sintesis de prostaglandinas. (MARTINEZ, F.
2006)
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TABLA No. 4 CLASIFICACION DE LOS AINEs SEGUN SU SELECTIVIDAD COX-2/COX-1

Antiinflamatorios no Esteroides

Clasificacion
No Salectivos ([COX-1 y 2) Selectivos ([COX-2)
[tradicionales, conwancionales) {COXIBESs)
Aspinina Rofecaxib [Wiows)
Acetaminoden Valdecoxib (Bexira)
Indometacing (Indocid) Parecaxib
Ibuprafano (Motrin, Dalsy) Celacondh (Celabra)
Mapraxeno (Maprasin) Etaricoxib [Arcosda)
Sulindiac {Clinonl) Lumniracaxib [Prexige)

Cedafenaco (Wallaran)
Firoxicam (Feldane)
B-Firoxicam [Cycladol]
Maloedcam (Movalec)

Cataprofeno (Profenid])

FUENTE: http://www.scielo.br/pdf/abc/v94n4/es_v94n4al9.pdf

1.2.4 CUADRO NACIONAL DE MEDICAMENTOS BASICOS

Clasificacion Anatomica, Terapéutica y Quimica (ATC) Dosis Diaria Definida (DDD)

En 1981, la Oficina Regional de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para Europa
recomendd emplear el sistema de clasificacion ATC/DDD en todos los estudios
internacionales de utilizacion de medicamentos. (CHIRIBOGA, D. 2011)

En 1996, la OMS, promovio el Sistema ATC/DDD, como estandar universal para estudios
de utilizacién de medicamentos, que permite su comparacion sistematica, en términos de
consumo, situacion del mercado, gasto, tendencias de patrones terapéuticos; y, posibilite

la implementacion de actividades de farmacovigilancia. (CHIRIBOGA, D. 2011)

Los datos sobre la utilizacion de medicamentos desempefian un papel importante en la
calidad del ciclo de atencion y son esenciales para administrar la politica relacionada con
el suministro, fijacion de precios, costo y uso de los medicamentos. (CHIRIBOGA, D.
2011)
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1.2.4.1 Estructuray nomenclatura

La Clasificacion ATC es un sistema de codificacion de medicamentos en cinco niveles
segun el sistema u 6rgano efector, el efecto farmacoldgico, las indicaciones terapéuticas y
la estructura quimica del farmaco. (CHIRIBOGA, D. 2011)

Debido a la continua evolucion en el campo farmacoldgico, este sistema es regularmente
revisado y actualizado, tarea que realiza el Consejo Nérdico de Medicamentos bajo la
coordinacién del Centro Colaborativo para Metodologia sobre Estadisticas de
Medicamentos de la OMS, con sede en Oslo, Noruega. (CHIRIBOGA, D. 2011)

La Clasificacion ATC, es de tipo “Alfa-numérica”, es decir, integrada por letras y

numeros, desagregada en cinco niveles.
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TABLA No. 5 CLASIFICACION ATC

NIVEL TIPO INDICACION ]
° ° Grupo Anatémico, es decir el Organo,
2 2 Aparato o Sistema sobre el que actla.
1) D
2 S 2 2 S
< z < < z
A Tracto alimentario y metabélico
B Sangre y 6rganos formadores de sangre
C Sistema cardiovascular
D Dermatol6gicos
G Sistema genitourinario y hormonas sexuales
H Preparados hormonales sistémicos, excluye
hormonas sexuales e insulinas
J Antiinfecciosos para uso sistémico
L Agentes antineoplasicos e
inmunomoduladores
M Sistema musculo-esquelético
N Sistema nervioso
P Productos antiparasitarios insecticidas y
o repelentes
'g R Sistema respiratorio
T S Organos de los sentidos
o V Varios
o 00 Grupo Terapéutico Principal
a)
Z
-
O]
L
()]
o B Subgrupo Terapéutico
x
L
@)
L
|_
o A Subgrupo Quimico Terapéutico
|_
o
<
-
(@)
00 Principio Activo
O
|_
<
-
(@4

FUENTE: http://www.edifarm.com.ec/edifarm_quickmed/pdfs/estructuracnmb.pdf
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TABLA No. 6 M SISTEMA MUSCULO-ESQUELETICO

MO01 PRODUCTOS ANTIINFLAMATORIOS Y ANTIRREUMATICOS

CODIG | DESCRIPCI | FORMA CONCENTRAC | NIVEL DE | NIVEL DE | VIA

o] ON FARMACEUTI | ION PRESCRIPCI | ATENCIO | AD
CA ON N M.

MO1A Productos antiinflamatorios y antirreumaticos no esteroides

MO1AB Derivadas del acido acético y sustancias relacionadas

MO1AB | Diclofenaco Sélido oral 50 mg x | X |x |O

05 Liquido 25 mg/ml X | X | x |P
parenteral

MO1AB | Ketorolaco Liquido 30 mg/ml X |x |P

15 parenteral

MOL1AE  Derivados del &cido propidnico

MO1AE | Ibuprofeno Sélido oral 400 mg X | X |x |O

01 Liquido oral 200 mg/5mi 0

MO1C Agentes antirreumaticos especificos

MO1CC Penicilamina y agentes similares

MOQ1 CC | Penicilamina | Sélido oral 125mgy250mg | (p) X | X |x |O

01

1.2.5 NAPROXENO

FUENTE:http://www.lahora.com.ec/frontEnd/images/objetos/Registro_oficial_CNMB_9na_revision.pdf

Se trata de un derivado del acido propionico, que presenta una relacion buena beneficio/

riesgo, presentan propiedades antiinflamatorias, analgésica, antitérmica y antiagregante

plaquetario, se encuentra en el mercado como &cido o sal sodica, se utiliza como

antitérmico y antiinflamatorios en artritis reumatoide, artrosis, espondilitis anquilosante y

artritis gotosa aguda; y como analgésicos en el tratamiento de bursitis, tendinitis y

dismenorreas. También se utilizan para aliviar el dolor de pacientes posoperatorios, de

leve a moderado, el dolor posparto, dolor ortopédico, cefaleas y el dolor visceral asociado
al cancer. (GENARO, A. 2003; FERNANDEZ, L. 2008; TORRES, F. 2005)
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Los niveles maximos plasmaticos (aprox. 55mg/mL) se alcanzan dentro de dos a cuatro
horas después de la administracion oral de una dosis de 500mg, y los niveles del estado
estacionario luego de 4 o 5 dosis, con intervalos de 12 horas. (GENARO, A. 2003;
FERNANDEZ, L. 2008; TORRES, F. 2005)

1.2.5.1 Estructura

Naproxeno
Acido (+)-6-metoxi-a-metil-2-naftalenacético

Hu C ‘uﬂfﬁh H‘H_’_‘-’;—}- o

FUENTE: GENNARO, Alfonso. et al. Remington Farmacia. 20a ed. Montevideo- Uruguay. Médica Panamericana S.A.

FIGURA No. 5 ESTRUCTURA QUIMICA DEL NAPROXENO

Naproxeno sodico
Sal sédica del acido (+)-6-metoxi-a-metil-2-naftalenaético
C14H13Na03. (GENARO, A. 2003)

Caracteristicas: es una sustancia cristalina, sin olor, de color blanquecino, amargo. Su
peso molecular es 230.2628. Presenta un punto de fusion aproximado 155 ° C. El
naproxeno Yy naproxeno sédico son moléculas diferentes; donde los esteres tiene la
caracteristica de que se disuelven de mejor manera en el intestino y se absorberan mejor
desde el duodeno hacia adelante. (GENARO, A. 2003; FERNANDEZ, L. 2008; TORRES,
F. 2005)

Solubilidad del Naproxeno: Practicamente insoluble en agua a pH 2, totalmente soluble
en agua a pH 8 o mas; facilmente soluble en cloroformo y en alcohol; bastante soluble en
éter. (GENARO, A. 2003; FERNANDEZ, L. 2008; TORRES, F. 2005)
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Solubilidad Naproxeno Sddico: Soluble en agua y en metanol; bastante soluble en
alcohol; muy poco soluble en acetona; préacticamente insoluble en cloroformo y en
tolueno. (GENARO, A. 2003; FERNANDEZ, L. 2008; TORRES, F. 2005)

1.2.5.2 Mecanismo De Accion

El mecanismo de accién de los AINEs se basa en la inhibicion de la produccién de un
conjunto de mediadores celulares que intervienen en diferentes procesos inflamatorios,
tanto patolégicos como fisioldgicos. Estos mediadores, prostaglandinas y tromboxanos, se
producen por accion de la ciclooxigenasa, la COX-1y la COX-2. (FAJARDO, D. 2007)

La COX-1 intervienen en el control de maultiples funciones fisiologicas, como:
vasodilatacion arterial, sobre todo renal, activacion plaquetaria, aumento de la secrecion
de moco y reduccion de la secrecion acido gastrico. La COX-2 regula la produccion de
sustancias que controlan tanto funciones patologicas como fisiologicas: aumento de la
sensibilidad al dolor, aumento de la temperatura corporal por efecto pirdgeno y
vasodilatacion en las zonas donde se produce el proceso inflamatorio. (FAJARDO, D.
2007)

Su mecanismo de accién se basa en el bloqueo de la enzima ciclooxigenasa, evitando asi
la transformacién de &cido araquidonico de las membranas celulares en endoperdxidos
ciclicos, los cuales posteriormente se transforman en prostaglandinas y tromboxanos. Las
PG y los TX intervienen en los mecanismos de la inflamacion, especificamente en el dolor
y fiebre, al inhibir su formacion reducen la vasodilatacion, permeabilidad capilar,
infiltracion leucocitaria y reducen la actividad de las terminaciones sensitivas. (DURAN,
M. 2008; VALORIA, J. 1994; CASINO, G. 1995)

Posterior al proceso de inhibicion de la enzima ciclooxigenasa y la sintesis de

prostaglandinas, se reduce la liberacion de sustancias y mediadores proinflamatorios.
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Puede también inhibir la quimiotaxis y la agregacion de los neutrofilos y alterar la
actividad linfocitica. (DURAN, M. 2008; VALORIA, J. 1994; CASINO, G. 1995)

Mediado por Ia COX

-  Seperte renaly
funcienp hiquetaria
b-  Proteccion de la

Acido araquidénico ' @ * Prostaglandinas |::> :,Ti:?‘;m denal

-  Produccionde
inflamacikiny dolor
en las
articulaciones

Inhibicion delos AINES

FUENTE: HUANG, S. Rheumatology Basics of therapy. CMAJ. 2000
FIGURA No. 6 MECANISMO DE ACCION

1.2.5.3 Farmacologia clinica

Posee una absorcion rapida y eficiente, cuya biodisponibilidad in vivo es cercana al 95%.
Vida media de eliminacion esta entre 12 y 17 horas. El pico maximo de concentracion
plasmatica se obtiene entre 1 y 2 horas luego de su administracion oral. Se une a las
proteinas plasmaticas en un 99%. Cruza la barrera placentaria y se excreta en la leche
materna, alcanzando concentraciones equivalentes al 1% de la maxima concentracion
plasmatica de la madre. Vida media plasmatica: Esta entre 12 y 17 horas. Es extensamente
metabolizado por el higado. Finalmente es excretado aproximadamente el 95% de la dosis
por la orina y 3% o menos, por las heces. (MENDOZA, N. 2008)

1.2.5.4 Efectos adversos

El Naproxeno posee incidencia menor de efectos adversos que los salicilatos o la
indometacina. Los efectos secundarios principales que puede presentar el naproxeno son
alopecia, angioedema, alteraciones cognitivas, insomnio, nauseas, dolor abdominal,
cefalea, pirosis y dispepsia. Con menor frecuencia se presentan (del 1 al 3%) diarrea, y
Glcera digestiva. Las alteraciones de las pruebas hepéticas se presentan en < 1% de los
pacientes. (ARIAS, J. 2004; MORENO, J. 2013)
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TABLA No. 7 EFECTOS ADVERSOS MAS COMUNES DE LOS AINEs

Reacciones alérgicas Exantema
Prurito
Reacciones anafilacticas (raramente)

Sistema nervioso central Cefaleas  (Indometacina, Naproxeno,
Ketoprofeno).

Mareos, Vvértigo

Alteraciones digestivas Nauseas, vomitos, pirosis, Ulceras,
hemorragias.

Alteraciones renales Retencion de Na" y H»O, necrosis papilar
renal.

Alteraciones hematoldgicas Inhibicion agregacion plaquetaria.
Trombopenias, anemias  ferropénicas,
agranulocitosis, anemias aplasicas.

Alteraciones metabdlicas Deshidratacion, hiperglucemia.

Enlentecimiento del parto Disminucion de contracciones uterinas

FUENTE: (ARIAS, J. 2004; TORRES, L. 2001)

A. IMPORTANCIA DE LA FITOTERAPIA

La fitoterapia es una practica usada desde tiempos ancestrales que constituye una forma de
medicina alternativa a base de especies vegetales con gran repercusion en el mundo
moderno, ya que permite la recuperacion del uso de plantas que contienen principios
activos (metabolitos secundarios) con propiedades curativas o0 poseen una actividad
farmacoldgica, aportando al desarrollo sustentable de la industria farmacolédgica sin
perjudicar el medio ambiente, disminuyendo el uso de productos quimicos. Es asi, que en
los altimos tiempos se ha profundizado el estudio de distintas especies vegetales que

poseen propiedades curativas y medicinales. (MURAD, S. 2014)

La fitoterapia es uno de los tratamientos mas importantes en nuestro medio ya que
generalmente es al primero que se tienen acceso en toda zona geografica en casos de
presencia repentina de sintomas que alertan la aparicién de una enfermedad, con los
estudios que se han realizado se ha logrado determinar la composicion quimica de las

plantas, encontrandose metabolitos con diversas actividades tales como antiinflamatorias,
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antimicrobianas, cicatrizantes, hipoglucemiantes, etc; garantizando también la calidad del
las drogas utilizadas mediante el control de calidad basadas en normas nacionales e
internacionales; siendo estos estudios un aporte favorable al desarrollo de nuevos

fitomedicamentos y al tratamiento de diversas patologias a base de fitoterapia.

1.3 PLANTAS CON ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

Existen vegetales cuyos componentes indican que pueden ser usadas como medicina
contra una inflamacion, generalmente actlan reduciendo el dolor, reduciendo la
inflamacidn; la forma mas conocida de uso es en forma de infusion con agua hirviente,
dejandola en reposo hasta liberacion de los principios activos, se puede preparar también
troceada o en polvo en forma de unguento. (LORETO, E. 2014)

Entre los vegetales mas conocidos tenemos:

- Manzanilla

- Limodn

- Rabano

- Sébila

— Hierbabuena

- Romero (LORETO, E. 2014)

En Ecuador se han realizado diversos estudios con vegetales tales como Bonafousia sp,
Croton menthodorum, Heisteria acuminata, Marsdenia condurango y Piperlenticellosum,
utilizando extractos alcohdlicos para la evaluacion de test de edema de la pata de ratas
inducido con carragenina y se afirmo el efecto antiinflamatorio reportado por la poblacion.
(CASINO, G. 1995)
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1.3.1 CANA AGRIA

Descripcidn taxonémica

Nombre cientifico: Costus spicatus.
Reino: Plantae.

Familia: Zingiberaceae.

Género: Citrus.

Especie: spicatus.

Divisién: Magnoliophyta

Subclase: Commelinidae FUENTE: (OCAMPO, Z. 2011)

Orden: Zingiberales FIGURA No. 7 CANA AGRIA

Nombres comunes: Cafa agria, cafiita agria, cafiita de monte, cafia de venado, bordon de
viejo, cafiita, cafia de limon. (OCAMPO, Z. 2011)

1.3.1.1 Habitat y caracteristicas botanicas

Originaria de México. Presente en climas calido, semicalido y templado entre los 800 y
los 2600 metros sobre el nivel del mar. Se encuentra en bosques tropicales subperennifolio
y perennifolio. (CACERES, A. 2009)

Crece y se desarrolla con una mejor apariencia estando en la sombra, con poca exposicion
al sol, de ahi que se ha dado un buen asentamiento de esta especie en el bosque tropical
del oriente Ecuatoriano. (OCAMPO, Z. 2011)

Es una planta que presenta tallos de 1 a 2 metros de altura no ramificados, con anillos
articulados y cilindricos, sus hojas tienen forma ovalada, alargada y crecen a lo largo de
todo el tallo. "Las flores se presentan en grandes espigas Yy tienen una estructura parecida a
una hoja de color rojizo" estas flores solo se llegan apreciar cuando la planta ya es adulta,
en su etapa joven solo se van a presentar los tallos con sus hojas verdes. (OCAMPO, Z.
2011)
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1.3.1.2 Etnoboténica y antropologia

“La cafia agria se emplea tradicionalmente, para el tratamiento del mal de orina; cuyo
origen se relaciona con excesivo consumo de café, cerveza, melon o molienda (miel de
conserva envasada, cuando se hace piloncillo); el enfermo presenta dificultad y dolor al
orinar, dolor fuerte en el vientre”. Para el tratamiento se utiliza la capa delgada que se
desprende del tallo de la cafia agria, colocarlo en remojo por unos minutos y beberlo en
ayunas, o0 a su vez, se hierve el tallo libre de hojas, la persona enferma debe beber una taza
por la mafiana y otra por la tarde; en ocasiones también se aconseja masticar el tallo que es
ligeramente amargo, otro tratamiento puede ser realizando una infusion de las hojas; en
algunas preparaciones se sugiere acompafiar los preparados con cabellos de maiz o con
chote y ojite para obtener un mejor resultado. (CACERES, A. 2009)

La poblacion cercana al vegetal menciona que el vegetal es Gtil para tratar inflamaciones a
nivel renal, tratamiento de paperas, “boca pelada” y en infecciones de la vista. En este
altimo caso, se exprime el tallo tierno de cafia agria obteniendo gotas del mismo y se

coloca con precaucion en la vista de la persona afectada. (CACERES, A. 2009)

1.3.1.3 Forma de empleo

Se usan los tallos y hojas, en infusion, té, colirio, aguas frescas. (OCAMPO, Z. 2011)

1.3.1.4 Usos medicinales

- Diurética.

- Afecciones de los rifiones, inflamacién de los drganos del aparato urinario; limpia
y purifica los rifiones, ademas de que ayuda a regular su funcion.

- Mal de orina.

- Ojos irritados.

- Emenagoga. Aumenta la menstruacidn cuando es escasa.
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- Baja la fiebre. (OCAMPO, Z. 2011)

1.3.1.5 Posologiay recetas

Té: se limpia y desinfecta las hojas de cala agria, se seca y se ponen a hervir con un poco
de agua, en dependencia de la cantidad que se vaya a utilizar en ese momento, la coccién
puede endulzarse con un poco de miel, tomandose asi por las noches. (OCAMPO, Z.
2011)

Agua fresca: en especial para el tratamiento de inflamaciones a nivel de rifiones y vias
urinarias. Se procede a licuar las hojas con un poco de agua, se filtra el licuado y se
prepara en una jarra con cierta cantidad de agua limpia como agua fresca. De la misma
manera que la preparacion anterior se puede endulzar con un poco de miel o azlcar

morena. Esta se preparacion se puede tomar diariamente. (OCAMPO, Z. 2011)

Colirio: para tratar infecciones a nivel ocular. Se corta una parte del tallo tierno, se
exprime para extraer unas gotas de este de la manera mas estéril posible, posteriormente se
coloca una a dos gotas directamente en los ojos con mucha precaucion. (OCAMPO, Z.
2011)

Otros: para afecciones a nivel de cavidad bucal, se mastica un pedazo del tallo. Para bajar
la fiebre: se pela el tallo, se exprime y se saca el zumo el cual se mezcla con agua para
bafiar a la persona. (OCAMPO, Z. 2011)

Cuidados y contraindicaciones. No se conocen contraindicaciones. (OCAMPO, Z. 2011)

1.3.1.6 Fitoquimicay farmacologia

Se han realizado pocos estudios alrededor del vegetal, por ende se conoce muy poco

acerca de la fitoquimica de esta planta, los estudios que se han realizado sobre la quimica
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de Costus spicatus han reportado presencia de los flavonoides como: cianidin, delfinidin,
kaempferol y quercetin en las hojas. (OCAMPO, Z. 2011)

a. Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de sustancias vegetales (metabolitos secundarios)
ampliamente distribuidos en el reino vegetal en forma universal en plantas vasculares, son
compuestos generalmente amarillos responsables de una gran parte de la pigmentacién de
los vegetales, muchos de ellos se hallan en la corteza de los arboles.

Estructura: hay cuatro tipos fundamentales de flavonoides, que derivan de los cuatro
nucleos siguientes. (PRIMO, E. 1995; VALLEJO, J. 2009)

U= WU

1l Il
O 0

2-Fanilbanzopirona (lavona) 3-Fenilbenzopirona {isoflavona)
<
c
]
0
3-Hidroxillavona (flavonaol) 2, 3-Dihidroflavona (flavanona)

FUENTE: PRIMO, Eduardo. Quimica Orgénica y Aplicada, Barcelona-Espafa. Reverté. S. A.
FIGURA No. 8 ESTRUCTURA FLAVONOIDES

Usos: son utilizados como colorantes naturales. Otros tienen caracter vitaminico y usos
terapéuticos. Los flavonoides se usan para reducir la permeabilidad capilar en venopatias y
fragilidad capilar, mejorando la circulacion periférica, farmacoldégicamente los
flavonoides han demostrado tener actividad antiinflamatoria, analgésica, antihepatotéxica,
antialérgica, antitumoral, antibacteriana, antifungica y antivirica. (PRIMO, E. 1995;
ORTIZ, A. 1994)
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FUENTE: http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0121-40042009000100011&Ing=es&nrm=iso&tlng=es
FIGURA No. 9 ESTRUCTURA QUIMICA QUERCETINA

Es un compuesto antihemorragico y antiagregante plaquetario, como antiagregante inhibe
el metabolismo del &cido araquiddnico y estimula la secrecion de prostacidinas las cuales
son potentes antiagregantes secretados por el endotelio vascular. También presenta
propiedades antiinflamatorias, antialérgicas, antiherpético, antioxidante, protector capilar,
hipotensor, relajante del musculo liso y antidiarreico. (FONNEGRA, R; JIMENEZ, S.
2007)

"La quercetina es un flavonol antioxidante utilizado desde hace mas de 30 afos para
reforzar la resistencia a las alergias alimentarias y respiratorias. Sus defectos biologicos se
explican principalmente por su actividad antioxidante, por una sinergia especifica con la
vitamina C (la quercetina y la vitamina C se protegen y se regeneran mutuamente) y por
una actividad antiinflamatoria diversificada y polivalente. También se ha probado que
protege los rifiones de la toxicidad de los medicamentos”. (QUERCETINA.COM, 2012)
Por su amplio espectro se recomienda para todas las afecciones inflamatorias. (OCAMPO,
Z.2011)

Otro componente como el camferol actia como: antioxidante, antiinflamatorio,

antiepiléptico, anti cancerigeno, antiespasmaodico, diurético. (OCAMPO, Z. 2011)
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1.4 MODELOS DE EVALUACION IN VIVO DE LA ACTIVIDAD
ANTIINFLAMATORIA

1.4.1 MODELOS DE EVALUACION IN VIVO

Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vivo se dispone de modelos que

varian en la intensidad de la reaccién, y tenemos:

- Modelos de inflamacion aguda

- Modelos de inflamacion subcrdnica 6 cronica. (GOMEZ, H. 2011)

1.4.1.1 Modelos de inflamacion aguda

a. Edema plantar por carragenina:

Este método fue descrito por primera vez por Winter and Porter, 1957, posteriormente
modificado por Sughisita et al., 1981. Ha sido uno de los métodos de mayor utilidad en la
discriminacion de farmacos antiinflamatorios por su sencillez y reproducibilidad. Consiste
en la administracion subcutanea de una pseudo solucion de carragenina (un muco
polisacarido sulfatado extraido del alga marina Chondrus crispus y Gigartina stellata) a
nivel de la aponeurosis plantar de la rata o del raton. El producto a estudiar se puede

administrar por diferentes vias, oral, intraperitoneal, etc. (GOMEZ, H. 2011

La respuesta a la administracion de la carragenina es de tipo bifasica. Durante la primera
fase ocurre la liberacién de histamina, serotonina y quininas, mientras que la segunda fase
estd asociada a la liberacidn de prostaglandinas, bradiquinina, proteasa y lisosoma, con un
efecto maximo que se presenta alrededor de 3 h de la inyeccion de carragenina
(Chakraborty et al., 2004). (GOMEZ, H. 2011)
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b. Protocolo experimental por aceite de croton:

Consiste en la administracion topica del aceite de croton, una mezcla de ésteres y otros
componentes, los cuales poseen propiedades irritantes.  Esté método se utiliza
farmacologicamente para provocar una inflamacion localizada en las orejas de los
animales de laboratorio, inflamacién que responde a los antiinflamatorios no esteroideos.
Puede aplicarse conjuntamente con el colorante azul de Evans con el objeto de determinar
la capacidad de la sustancia a evaluar para inhibir la permeabilidad vascular (Hetter,
2000). (GOMEZ, H. 2011)

Cc. Edema auricular en ratén inducido por el 13-Acetato del-12-O-tetradecanoilforbol
(TPA):

Esta técnica, fue descrita por De Young et al., 1989, y modificada por Paya et al., 1993.
De los ésteres de forbol que se extraen del aceite de croton (Croton tiglium L.) el TPA es
el mas potente de todos, este posee propiedades irritantes, pro-inflamatorias y promotora
de tumores. (GOMEZ, H. 2011)

La aplicacion del TPA desencadena todos los eventos propios del proceso inflamatorio:

vasodilatacion y eritema, extravasacion y edema. (GOMEZ, H. 2011)

A nivel histolégico, se produce: agregacion plaquetaria, agregacion y adherencia de
compuestos polimorfonucleares (neutrofilos y eosinéfilos), migracion a la dermis y
degranulacion de mastocitos. También, se observa la acumulacién y migracion de
leucocitos al compartimiento subcorneal epitelial, particularmente alrededor de los
foliculos que degenera en la formacion de abscesos subcorneales. La actividad del TPA
parece implicar o ser independiente de la liberacibn y metabolismo del &cido
araquidonico, lo que puede ocurrir simultdneamente con o casualmente subsecuente a la
interaccion del TPA con un receptor de la protein quinasa C (PKC) estimulandola de

modo analogo al diacilglicerol, su agonista natural. (GOMEZ, H. 2011)
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1.4.2 CARRAGENINA

La carragenina en un polisacarido de origen natural que se extraen con agua o solucién
alcalina de ciertas variedades de algas marinas rojas de la clase Rhodophyceae, géneros
Eucheuma, Chondrus y Gigartina, especialmente usado dentro de la industria alimenticia
y farmacéutica como agente de suspension, espesante, gelificante, y estabilizante al igual
que en la industria cosmética. (GENARO, A. 2003)

1.4.2.1 Estructura quimica
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FUENTE: http://www.hablemosclaro.org/ingrepedia/carragenina.aspx#.U8_t1lbiHews

FIGURA No. 10 ISOMEROS DE CARRAGENINA

Quimicamente, la carragenina es un polisacarido, formado por polimeros lineales
formados a su vez de moléculas alternadas de D-galactosa y 3,6 anhidro-d-galactosa (3,6

AG) unidas por enlaces a a-1,3 y B 1-4; excepto la carragenina lambda, compuesta solo


http://www.hablemosclaro.org/ingrepedia/carragenina.aspx#.U8_t1biHews
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por unidades de D-galactosa. En su estructura también contienen grupos éster sulfato en
diferentes proporciones. (CARRAGENINAS.COM, 2013)

Los tres tipos principales de copolimeros presentes son la Kappa-carragenina, la iota-
carragenina y la lambda-carragenina, que difieren en su composicion y modo de enlace de
las unidades monoméricas y en el grado de sulfactacion (el contenido de éster sulfato de
las carrageninas varia de 18 a 40%). La kappa-carragenina y la iota-carragenina son las
fracciones gelificantes; la lambda-caragenina en la fraccion gelificante. Las fracciones
gelificantes pueden separarse de la fraccion no gelificante por agregado de cloruro de
potasio a una solucién acuosa de carragenina. La carragenina, separada por secado en
tambores puede contener mono- y di-glicéridos o hasta el 5% polisorbato 80 usado como
agentes de separacion. (BELLUCI, S. 2003; SOLIS, I. 2007)

TABLA No. 8 ESPECIFICACIONES DE LA CARRAGENINA

ITEMS ESPECIFICACIONES
Apariencia Polvo fluido libre y ligero
Perdida por desecacién Méx. of 12%

pH 8-11

Viscosidad del agua >10 mPa.s

Resistencia del gel al agua Ausencia

Resistencia del gel de potasio >1200 g/cm®

As Maéx. of 1 mg/kg

Zn Max. of 50 mg/kg

Pb Maéx. of 1 mg/kg

Cd Maéx. of 0.1 mg/kg

Hg Méx. of 0.03 mg/kg
Colonia total Max. of 10.000 cfu/g
Aerobias mesdfilas variable total Max. of 5.000 cfu/g
Levaduras y enzimas Max. of 100 cfu/g
Reduccidn de esporas Ausenteen 0.1 g
Salmonella Negativo en 25 g
Escherichia coli Negativoen 5 g
Sustancias insolubles en agua caliente Méx. de 2.0%
Sustancias insolubles en acidos Max. of 2.0%

Peso molecular medio Min. of 100.000 Daltons
Insectos Ausencia

Impurezas mecénicas ferromagnéticas Ausencia

FUENTE: http://www.gremount.com.cn/spain/pdf/Carragenina.pdf
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Descripcion. Polvo grueso a fino, amarillo pardusco a blanco; inodoro; insipido; producen

una sensacion mucilaginosa en la lengua. (BELLUCI, S. 2003)

Solubilidad. Todas las carrageninas se hidratan con rapidez en agua fria, pero sélo
lambda-carragenina y las carrageninas de sodio se disuelven por completo. Las
carrageninas gelificantes necesitan calentamiento a unos 80°C para su completa disolucion

cuando estan presentes iones de potasio y de calcio. (BELLUCI, S. 2003)

1.5 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

1.5.1 RATA “Rattus norvegicus”

En la actualidad, los experimentos con animales se utilizan fundamentalmente en
investigacion basica y en control de calidad de productos, donde no se han podido sustituir
por técnicas alternativas. Los animales de laboratorio deben estar sanos, genéticamente
definidos y mantenidos en un ambiente controlado, para que estos resultados

experimentales obtenidos sean validos y reproducibles. (SALVADOR, N. 2012)

Un uso responsable y racional de estos animales de experimentacion, conlleva un
conocimiento previo de sus caracteristicas bioldgicas (anatomicas, fisiologicas,
etologicas), y un mantenimiento (alojamiento, alimentacion y manejo) apropiado para
satisfacer todas las necesidades, promover su salud y bienestar para lograr el fin
propuesto. (SALVADOR, N. 2012)

La anatomia y fisiologia de la rata indican tienen poca vista, de hecho es dificil saber si
son ciegas o no. Presentan un higado pentalobulado, carecen de vesicula biliar. Las
glandulas suprarrenales estdn mas alejadas de los grandes vasos. Las nefronas de la
corteza renal son facilmente accesibles. No pueden regurgitar ni vomitar por lo que son
muy sensibles a los téxicos. Comen de forma semicontinua, aunque en condiciones ad
libitium comen principalmente durante el periodo de obscuridad. (SALVADOR, N. 2012)
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FUENTE: http://www.minifauna.com/2009/07/page/2/
FIGURA No. 11 Rattus norvegicus

1.5.1.1 Descripcion fisica

Rattus norvegicus, considerado como un miembro bastante grande del raton, es un animal
de experimentacion que presenta pelaje aspero y grueso con prominentes orejas y cola
practicamente desnudas; la cola es mas corta que la longitud del cuerpo. En promedio,
estas ratas llegan a medir 400 mm de nariz a cola, su peso varia de de 140 a 500 g. Los
machos son generalmente mas grandes que las hembras, en general su coloracion es café o
gris oscuro en las partes superiores, con pelos negros alternados y un color mas claro
grisaceo en el vientre, varias cepas criadas en cautiverio pueden ser de color blanco,
marron o negro. (ALVAREZ, J. 2005; ARMITAGE, D. 2004)

Las hembras poseen 12 mamas. Al igual que el resto de roedores, poseen cuatro incisivos,
dos superiores y dos inferiores, carecen de caninos y premolares anteriores lo que
ocasiona que haya un diastema. Sus incisivos crecen toda la vida a partir de la base lo que
hace que se sustituya la superficie que se va desgastando por la actividad de roer y cortar
materiales duros. (ALVAREZ, J. 2005; ARMITAGE, D. 2004)



- 38 -

TABLA No. 9 INFORMACION TAXONOMICA

TAXONOMIA
REINO Animalia
PHYLUM Chordata
CLASE Mammalia
ORDEN Rodentia
FAMILIA Muridae
NOMBRE CIENTIFICO Rattus norvegicus Berkenhout, 1769

FUENTE:http://www.conabio.gob.mx/conocimiento/exoticas/fichaexoticas/Rattusnorvegicus00.pdf

1.5.1.2 Ambiente

Las condiciones tanto internas como externas que rodean al animal de experimentacion
son muy importantes para obtener una especie dptima que nos serviran para el desarrollo
de diferentes estudios y obtener resultados confiables. (VEGA, E. 1988)

*Temperatura
«Ventilacién
*Humedad
eLuz

*Ruido

«Olor

MACROAMBIENTE

MICROAMBIENTE Bebederos/Agua
«Comedero/Alimento
+Densidad

FUENTE: VEGA, E. 1988; ALVAREZ, J. 2005
FIGURA NO. 12 MACROAMBIENTE-MICROAMBIENTE
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1.5.1.3 Alimentacion

Son omnivoros, comiendo desde material vegetal, animales y especialmente granos,
semillas, nueces; aunque se alimentan también de insectos y otros invertebrados.
(ALVAREZ, J. 2005)

1.5.1.4 Ciclo reproductivo y tamafio de camada

Una hembra es capaz de tener alrededor de 1 a 12 camadas por afio, por ello presentan
tasas de natalidad muy altas. Su ciclo reproductivo es durante todo el afio; las hembras son
receptivas por un periodo de 20 horas, cada 4 a 6 dias (Nowak, 1991). (ALVAREZ, J.
2005; ARMITAGE, D. 2004)

Periodo de gestacion: 22 a 24 dias.

Camada: promedio 8 a 9 crias, estas se tardan de 14 a 17 dias en abrir los ojos, y estar
cubiertos por pelo, pudiendo dejar el nido a los 22 dias (Nowak, 1991), alcanzan su
madurez sexual entre los 2 y 3 meses (Nowak, 1991). (ALVAREZ, J. 2005; ARMITAGE,
D. 2004)

1.5.2 MANEJO

Las ratas son animales dociles, de facil manipulacién, no deben manejarse con rapidez o
de forma brusca, sobre todo si se encuentran sobre un suelo de rejilla para evitar la rotura
de ufias. Si la rata esta prefiada o0 es muy grande, se aconseja apoyar el tercio posterior del
cuerpo en la otra mano. A veces, al sujetarla por la cola, si se mantiene suspendida gira en
redondo en el aire y puede lesionarse al desprenderse la piel del rabo desde el punto de
sujecion. Si no se tiene experiencia se pueden ayudar con un guante grueso o un pafio al

realizar alguna de las manipulaciones siguientes:
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- Parasacarla de la jaula: pasando la palma de la mano por debajo del vientre.

- Para determinar el sexo.

— Para inmovilizarla: habitualmente, se coloca una mano alrededor del pecho con el
pulgar situado bajo el mentén y el indice alrededor del cuello, y se asegura la
cabeza con firmeza. Con el resto de la mano, se sujeta toda la piel de alrededor de
los hombros.

También se consigue el mismo resultado, agarrando con una mano un gran pliegue de piel
en la zona de la espalda y del cuello. Otra posibilidad es sujetar la piel de la base del
cuello y la cabeza, pinzando con el dedo pulgar e indice el area de la oreja, manteniendo la
cabeza en linea con el resto del cuerpo. Esta forma de inmovilizacion se utiliza para
administrar sustancias por via oral. (SALVADOR, N. 2012)

Se pueden utilizar cilindros de plastico para inmovilizarlas durante cortos periodos de
tiempo. Estos cepos son Utiles en las extracciones de sangre de la cola, y se pueden usar
tanto en ratas como en ratones. (SALVADOR, N. 2012)

Los modelos experimentales son herramientas biologicas que han permitido el estudio de
procariotes (bacterias y otros microorganismos) y eucariotes (animales y vegetales),
facilitando el conocimiento de los procesos de la vida tanto naturales como patoldgicos,
por lo cual, es adecuado conocer su manejo, respetando los derechos de los animales de
acuerdo a los tratados de Helsinki. (GONZALEZ, M. 2011)

1.5.3 PRINCIPIOS DE LOS TRATADOS DE HELSINKI.

- Disefio cientifico y experiencias previas en animales.
- Principio de la proporcionalidad entre riesgos predecibles y beneficios posibles.
- Respeto a los derechos del sujeto, prevaleciendo su interés por sobre los de la

ciencia y la sociedad.
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- Consentimiento informado y respeto por la libertad del individuo que los riesgos
sean razonables frente a los beneficios previstos.

- Que el disefio de la investigacion sea acertado.

- Que los investigadores sean competentes.

- Es la obligacion ética de lograr los méaximos beneficios y de reducir al minimo el
dafio y la equivocacion.

- Desde tiempos antiguos los griegos y romanos colocaban sefiales 0 marcas en los
animales para su facil identificacion.

- Todos los métodos utilizados deben gozar de selectividad, aplicacion rapida y ser
preferentemente indoloros. En ocasiones cuando lo requiere se debe aplicar
anestesia local.

- La mayoria de los animales pequefios se tranquilizan rapidamente facilitandose la
sujecion cuando ésta se hace de una manera firme sin apretar demasiado. Esto les
da una sensacion de seguridad. Si un animal se siente inseguro, incomodo o
atemorizado, es casi seguro que luchara para librarse, lo que usualmente puede
causar heridas al animal o al que lo sujeta. (GONZALEZ, M. 2011)

1.5.4 VIAS DE ADMINISTRACION

Subcutanea: Se jala la piel del dorso o abdomen del animal y se introduce la aguja para
realizar la administracion. (GONZALEZ, M. 2011)

Esofagica: Se mantiene al animal en forma vertical, sujetando todo el cuerpo, se pone la
sonda en el hocico y con movimientos suaves y firmes se introduce la sonda, viendo el
movimiento de deglucion por parte del animal (Se puede comprobar el paso de la sonda al
sentirlo con el dedo indice de la mano que esta sujetando al animal). Se le puede
administrar el volumen requerido para cada especie, posteriormente, se extrae la sonda
con un movimiento firme y suave. (GONZALEZ, M. 2011)
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1.5.5 DISENO COMPLETAMENTE AL AZAR (DCA)

Este disefio consiste en la asignacién de los tratamientos en forma completamente
aleatoria a las unidades experimentales (individuos, grupos, parcelas, jaulas, animales,
insectos, etc.). Debido a su aleatorizacion irrestricta, es conveniente que se utilicen
unidades experimentales de lo m&s homogéneas posibles: animales de la misma edad, del
mismo peso, similar estado fisioldgico; parcelas de igual tamafio, etc., de manera de
disminuir la magnitud del error experimental, ocasionado por la variacion intrinseca de las
unidades experimentales. Este disefio es apropiado para experimentos de laboratorio,
invernadero, animales de bioterio, aves, conejos, cerdos, etc., es decir, situaciones
experimentales como de las condiciones ambientales que rodean el experimento.
(CORDOBA, J. 2012)

Este disefio es el mas utilizado en la experimentacion con animales, asociandole la técnica
del analisis de covarianza. (CORDOBA, J. 2012)



CAPITULO I1I

2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR Y FACTORES DE INVESTIGACION

Comprobacion e identificacion taxonomica: Herbario de la Escuela Superior Politécnica
de Chimborazo (ESPOCH).

Control de calidad de la droga (Costus spicatus) y preparacion de extractos: Laboratorio
de fitoquimica, analisis instrumental, y bromatologia de la Facultad de Ciencias, escuela

de Bioquimica y Farmacia, Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Evaluacion de la actividad antiinflamatoria: Bioterio de la Facultad de Ciencias, Escuela

de Bioquimica y Farmacia, Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Analisis Histopatoldgico: Laboratorio Histopatologico Dr. Oswaldo Duque

2.2 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1 MATERIA PRIMA

Materia prima (hojas), Cafia Agria (Costus spicatus) recolectada a una altitud de 924
metros sobre el nivel del mar a temperatura promedio de 25 °C, Humedad Relativa de

80% Epoca de verano, en la Provincia de Pastaza, Canton Puyo, Parroquia Canelos,

Comunidad Bolivarense como muestra para posterior realizacion de extractos.
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2.2.2 REACTIVO BIOLOGICO

Para el estudio in vivo de la actividad antiinflamatoria se utilizaron ratas (Rattus

norvegicus).

a. Descripcion:

Peso promedio: 328 g
Edad: 4-5 meses

Sexo: Machos/ hembras

Lugar de nacimiento: Bioterio de la Facultad de Ciencias, Escuela de Bioquimica y
Farmacia, Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

b. Condiciones ambientales:

Temperatura: 22°C +/- 2

Humedad relativa: 50 % +/-10

Periodo de fotoluminiscencia: 12 Horas de luz y 12 Horas de oscuridad

Cama con viruta: cambio cada 48 horas

Alimentacion: pellets de balanceado para roedor 15g/100g peso al dia y Agua ad libitum

Periodo de tiempo: 7 dias

2.2.3 EQUIPOS

- Mufla (Optic Ivymen System )

- Estufa ( Memmert)

- Rotavapor (HEIDOLPH TYPE HEIZBAD HEI-V)
- Balanza Analitica (Boeco)

- Rotavapor

- Refractometro

- pH-metro
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Espectrofotdmetro

MATERIALES DE LABORATORIO

Frasco ambar estériles de vidrio
500L

Balén esmerilado de 500 mL
Tubos de ensayo

Capsulas de porcelana

Crisol

Gradilla

Balones aforados de 10, 25, 50 y
100 mL

Vasos de precipitacion 50, 250 y
500 mL

Pipetas volumétricas 1, 5, y 10mL
Probetas 25 y 50 mL

Tripode

Varilla de agitacion

Reverbero

Mortero con pistilo

Matraces

Embudo simple

Mangueras

Termometro

Placas de vidrio

Papel filtro

Papel aluminio

Canula

Jeringuilla de 1y 3 mL (NYPRO)
Algododn

Guantes, mascarilla,
zapatos

Jaulas para ratas
Bebederos para ratas

Cinta métrica

cubre
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REACTIVOS

Naproxeno sodico 500 mg
Carragenina al 1% en suero fisiolégico
Eter dietilico

Alcohol al 96°

Acido clorhidrico

Acido sulfarico

Agua Destilada

Reactivos de Dragendorff
Reactivo de Mayer
Reactivo de Wagner
Reactivo de Baljet
Reactivo de Sudan 111
Reactivo de Fehling
Hidroxido de sodio
Amonio 5%

Magnesio metalico
Solucion de carbonato de calcio
Cloruro férrico

Alcohol amilico

Silica gel 60 F254 (Merck)
Formol al 10%
Cloroformo

CO:
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2.3 METODOS Y TECNICAS

2.3.1 COMPROBACION E IDENTIFICACION TAXONOMICA

La comprobacion e identificacion taxonémica de las hojas de Cafia Agria (Costus
spicatus) fueron realizadas en el Herbario de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo (ESPOCH).

2.3.2 RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL: MUESTREO

La materia prima hojas de Cafa Agria (Costus spicatus) fue recolectada a una altitud 924
metros sobre el nivel del mar, temperatura promedio de 25°C, Humedad relativa 80%, en
época de verano, en la Provincia de Pastaza, Canton Puyo, Parroquia Canelos, Comunidad
Bolivarense. Se descartd todas las partes aereas que presentasen algin sintoma de
deterioro, se lavo con abundante agua y luego se desinfecté con Kilol DF 100, finalmente
se procedid al secado con corriente de aire a una temperatura no mayor de 30 + 5 °C, para

evitar deteriorar algiin compuesto quimico presente en la planta.

2.3.3 LIMPIEZA Y DESINFECCION DEL MATERIAL VEGETAL

Las hojas del vegetal Cafia Agria (Costus spicatus) se sometié a un proceso de limpieza y

desinfeccion detallado a continuacion.

- Se separ0 las partes aéreas con sintomas de deterioro tomando en cuenta el color y
estado fisico de la planta.

- Se elimind las impurezas de las hojas, sumergiéndolas en un recipiente con agua
purificada, dos veces.

- Se dejo escurrir en un recipiente limpio por una hora.

- Luego se procedié a desinfectarlas con Kilol DF 100 y se seca en la estufa con
corriente aire a una temperatura 30 + 5 °C.

- Setroced las hojas en pequefias particulas y se coloca en un recipiente limpio.
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- Ladroga se almaceno en bolsas plasticas evitando contacto con luz y humedad.

2.3.4 PREPARACION DE EXTRACTOS

Extracto etéreo

Se pesd 50 g de material vegetal limpio, seco y troceado, se colocé en un frasco de vidrio
con 700 mL de solvente (éter), con lo cual se cubrié completamente la planta y se deja
macerar por 48 horas, a temperatura ambiente (20 2 °C) en un lugar fresco y seco alejado
de la luz, agitando periédicamente. Se filtro, y se concentr6 en un rotavapor hasta obtener
una tercera parte del extracto; el mismo que se colocd en frasco estéril &ambar y se dejé en

refrigeracion hasta su uso.

Extracto etanodlico

Se peso 50 g de material vegetal limpio, seco y troceado, se coloco en un frasco de vidrio
con 680 mL de solvente (etanol), hasta cubrir en su totalidad el vegetal y se deja macerar
durante 48 horas, en un lugar freso y seco a temperatura de (20 £2 °C) alejado de la luz,
agitando peridédicamente. Se filtrg, y se concentrd en un rotavapor a 50 °C hasta obtener
una tercera parte del extracto; se colocé finalmente en un frasco ambar y en refrigeracion

hasta su uso.

Extracto acuoso

Se pesé 50g de material vegetal limpio, seco y troceado se colocO en un recipiente de
vidrio con 580 mL de agua destilada, se cubrié completamente la planta y se deja macerar
por 48 horas, a temperatura ambiente (20 +2 °C) alejado de la luz con agitacion normal.
Se filtré y se concentro el extracto a 50 °C hasta obtener una tercera parte. EI extracto se

colocé en un frasco ambar y en refrigeracion.
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2.3.5 PARAMETROS DE CONTROL DE CALIDAD

El anlisis de control de calidad del vegetal se lo realizd, en base a la Norma Ecuatoriana

de Fitomedicamentos (2001) y Norma Internacional.

Determinacion de cenizas totales: método gravimétrico (determinacidn en vegetal seco).
Determinacién de cenizas solubles en agua: método de calcinacién.

Cenizas insolubles en acido clorhidrico: método de calcinacion.

Determinaciéon de Contenido de humedad: método gravimétrico (pérdida por

desecacion).

2.3.5.1 Parametros de calidad del extracto etandlico

La evaluacion de los parametros de calidad del extracto etandlico, se realizé en base a las
Normas Ramales Drogas Crudas. Extractos y Tinturas. NRSP 309,311 y 312. MINSAP
1992.

a. Requisitos organolépticos

Olor. El ensayo se realiza con una tira de papel filtro de 1cm de ancho y 10 cm de largo,
se introduce uno de los extremos en el extracto y se determina el olor caracteristico del

producto.

Color. Se coloca el extracto hasta las tres cuartas partes de un tubo de ensayo limpio y
seco, se observa el color, la transparencia, la presencia de particulas y la separacion en

capas.

Sabor. Se toma una pequefia cantidad del extracto en la palma de la mano o en el dedo

indice y se hace contacto con la punta de la lengua y se identifica el sabor.
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b. Determinacion de pH

Se ajusta el equipo con la solucién reguladora de pH adecuada al rango en que se realizara
la lectura, se introduce directamente los detectores del pH-metro en el extracto y se toma
el dato de la lectura.

c. Determinacién de densidad relativa

Primero se pesé el picndmetro previamente lavado y secado, se llena con la porcion de
ensayo, se mantiene a temperatura de 25 °C+1 °C durante 15 min, se ajusta el liquido al
nivel empleado, si es preciso, se usa una tira de papel para extraer el exceso y secar

exteriormente el picnometro.

Se pesa con mucho cuidado el picnémetro con la porcion de ensayo y se repite la

operacion con agua destilada a 25 °C, despueés de limpiar el picnometro.

d. indice de refraccién

Este parametro es una constante caracteristica de cada sustancia. Se mide colocando sobre
el prisma de medicién una gota de agua destilada, para encerar. Se ajusta el equipo
seleccionando la zona del espectro visible que aparece en la linea limite del campo visual,
moviendo el compensador cromatico y colocando la interseccion del reticulo sobre la linea
limite de los campos claro y oscuro. Se seca el prisma y se coloca una gota del extracto y

se realiza la lectura.

e. Solidos totales

— Tarar una capsula de porcelana, hasta peso constante a 105 °C.
— Tomar una muestra de 5 ml y colocarla en la capsula previamente tarada.
— Colocar la capsula en un Bafio Maria hasta que el residuo esté aparentemente seco.

— Pasar a una estufa y dejar hasta un peso constante (3h aproximadamente).
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- Finalmente se retira la capsula de la estufa y se coloca en una desecadora hasta

lograr temperatura ambiente.

Calculo.

La cantidad de solidos totales, expresado en %, R, se calcula de la siguiente
manera:

- PP 100

Donde:

P= masa de la capsula mas el residuo (g)
P= masa de la cépsula vacia (g)
V= volumen de la porcién de ensayo.

100=factor matematico para el calculo.
2.3.6 ESTUDIO QUIMICO CUALITATIVO (TAMIZAJE FITOQUIMICO)
Para este estudio se sigue un esquema de extracciones sucesivas con solventes de

polaridad creciente, con la finalidad de extraer la mayor cantidad de principios activos

presentes en el vegetal.
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30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

EXTRAER CON 90 -150 mL DE ETER ETILICO POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE

FILTRAR
|

EXTRACTO ETEREO
Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secary pesar

|
EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO
EN VOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS.

FILTRAR
|

EXTRACTO ALCOHOLICO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar y pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO _
EN VOLUMEN CON AGUA DESTILADA POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

EXTRACTO ACUOSO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

FUENTE: NORMAS RAMALES. DROGAS CRUDAS. EXTRACTOS Y TINTURAS. NRSP 309, 311 Y 312. MINSAP 1992.
FIGURA No. 13 PROCEDIMIENTO PARA OBTENCION DE EXTRACTOS

El anélisis del tamizaje fitoquimico se realizd en base a las Normas Ramales Drogas
crudas. Extractos y tinturas. NRSP 309,311 y 312. MINSAP 1992. El andlisis cualitativo

se realiza para los siguientes metabolitos secundarios.

TABLA No.10 TAMIZAJE FITOQUIMICO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

METABOLITO ENSAYO
Aceites y Grasas Sudan 111
% Alcaloides Dragendorff
-] Mayer
&) Wagner
g Lactonas y Cumarinas Baljet
O Triterpenos - Esteroides  Lieberman — Buchard
E') Catequinas Catequinas
% Resinas Resinas
;:l) Az(cares reductores Felhing
G Lactonas Baljet
L Saponinas Espuma
E Fenoles y Taninos Cloruro Férrico
o Aminoacidos Ninhidrina
5 Quinonas Borntrager
Ect Flavonoides Shinoda
E Antocianidina Antocianidina
Mucilagos Mucilagos
Sabor Principios amargos

FUENTE: CHIMBO, M. 2014
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2.3.7 ANALISIS CROMATOGRAFICO DEL MARCADOR QUIMICO
FLAVONOIDES

Fundamento

La cromatografia en capa fina es una técnica importante de identificacion y separacién de
compuestos, permitiendo obtener informacioén sobre la homogeneidad de compuestos
quimicos del producto y garantiza que las sustancias responsables de la actividad
farmacoldgica estén presentes en los niveles adecuados. Se basa en la preparacion de una
capa, uniforme, de un adsorbente mantenido sobre una placa de vidrio, donde acttian dos
fases una movil liquida y la fase estacionaria sdlida. La fase estacionaria serd un
componente polar y el eluyente sera por lo general menos polar que la fase estacionaria,
de tal forma que los componentes que se desplacen con mayor velocidad seran los menos
polares. (CASTANEDA, C. et al. 2002; AMAGUAYO, S. 2013)

Para la deteccion flavonoides se usé la técnica de cromatografia de capa fina de Wagner
H. 1996.

Procedimiento

- Se utilizé el extracto etandlico concentrado para realizar la cromatografia.

- Se coloca una pequefia muestra (10 uL) del concentrado etandlico en una placa
cromatografica de silica gel 60 F2s4 con un capilar.

- Se aplica el extracto tres veces en el mismo punto, dejando secar después de cada
aplicacion.

- Se prepara el solvente de corrido y se deja reposar por unos minutos en la cuba
tapada para saturar el vapor.

— Se colocé la placa en la cuba cromatogréafica, y se dejo correr el solvente hasta las
% partes de la placa.

— Se retir0 la placa de la cuba y se deja secar para observarla en la lampara UV 365

nm.
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- Se reveld la placa con vapores de sulfato de cerio y se dejé secar al calor del
reverbero.
— Se observo la fluorescencia coloreada nuevamente a la luz UV (365nm), y se toma
nota de los Rf.

Calculo:

Distancia recorrida por la muestra

Distancia recorrida por los solventes

Condiciones de ensayo

Adsorbentes: Silica gel 60 F254
Sistema de solventes: cloroformo — acetona — acido formico (75:16.5:8.5)

Revelador: Sulfato de Cerio

2.3.8 CUANTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA DE FLAVONOIDES
TOTALES (Método del AICIls) EXPRESADOS COMO RUTINA.

Fundamento:

El tricloruro de aluminio anhidro (AICl3) forma quelatos con flavonoides orto-
dihidroxilados, 3-hidroxilados y 5-hidroxilados en medio béasico. Estos quelatos presentan
una coloracion rosada indicando la presencia de flavonoides. Los valores de flavonoides
totales son expresados en valores de mg del flavonoide empleado como estandar
equivalente por gramo de muestra. (PALOMINO, L. y otros. 2009; RIOFRIO, K. 2014)

FUENTE: MARKHAM, 1968.
FIGURA No. 14 REACCION DE QUELACION DEL ION Al** CON LOS FLAVONOIDES.
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Procedimiento

— EI analisis del contenido de flavonoides en extracto etandlico fue medido por
espectrofotometria UV- visible, segin el método de Shin et al., con ligeras
modificaciones.

— Se tomo una alicuota de 500 pL de extracto alcoholico de Costus spicatus y su
coloco en un tubo de ensayo, a continuacion se afiade 400 puL de agua bidestilada.

— Se anadi6 inmediatamente 38 pL. de NaNO?2 al 5% p/v, se homogeniza y se somete
a la mezcla a un reposo cerrado a temperatura ambiente por 5 minutos.

— Transcurrido el tiempo se anadio 38ulL de AICI3 al 10% p/v, se agitd, y se dejo en
reposo, cerrado a temperatura ambiente durante 6min.

— Para finalizar la reaccion se agregé 250 pul de NaOH 1M mas 24 pL de agua
bidestilada, completando asi un volumen final de 1250 L.

- La absorbancia fue medida inmediatamente transcurrido el tiempo de reaccion a
510 nm en un espectrofotdmetro UV — visible. El ensayo se realizd por triplicado.

- La concentracion de flavonoides fue establecida empleando una curva de
calibracion con un estandar de rutina a diferentes diluciones.

— Los resultados se expresaron como mg de rutina por gramo de tejido vegetal.

- El contenido de flavonoides totales se calculd en base a la ecuacion de la recta del

estandar utilizado (catequina). (Ver Anexo No. 8)

Férmula: Y =0,0106 X + 0,0093

Donde:

Y = Absorbancia

X= Concentracion de flavonoides
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2.39 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTINFLAMATORIA DE
EXTRACTOS DE CANA AGRIA (Costus spicatus).
Poblacion
NUmero de animales: 18 ratas
Nombre Cientifico: Rattus norvegicus
Sexo: Machos/Hembras
Peso: 293-363 ¢
Edad: 4-5 meses
Alimento: Balanceado para roedor en forma de pellets y Agua ad libitum.
TABLA No. 11 DEFINICION DE LOS GRUPOS POR EXTRACTOS
NUMERO DE
CODIGO GRUPO TRATAMIENTO ANIMALES
A Blanco Sin tratamiento 3
B Control - Edema inducido por carragenina 3
C Control + Edema inducido por carragenina + 3
Naproxeno Sodico
D Grupo Tratamiento 1 ~ Edema inducido por carragenina + 3
Extracto Alcohdlico al 20%
E Grupo Tratamiento 2 Edema inducido por carragenina + 3
Extracto Alcohdlico al 40%
F Grupo Tratamiento 3~ Edema inducido por carragenina + 3
Extracto Alcohdlico al 80%
TOTAL 18

FUENTE: CHIMBO, M. 2014.

2.3.9.1 Protocolo farmacologico

a. Periodo de ambientacion

Se ambienta a todos los animales por grupos a las mismas condiciones ambientales y de

alimentacion de acuerdo al protocolo de investigacion.
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Temperatura: 22°C +/- 2
Humedad: 50 % +/-10
Periodo de fotoluminiscencia: 12 Horas de luz y 12 Horas de oscuridad.
Alimentacion: pellets de balanceado para roedor 15g/100g peso al dia y Agua ad libitum.

Periodo de tiempo: 7 dias.

Los animales de experimentacion se ambientan al investigador y a la técnica que se va a
realizar mediante manipulaciéon y adaptacion. Durante este periodo ademas se debe

alcanzar una homologacién de pesos adecuada.

MODELO EXPERIMENTAL

TABLA No. 12 DENOMINACION DE GRUPOS PARA LA INVESTIGACION
GRUPOS REPETICIONES

GCB R1 R2 R3
GCN R1 R2 R3
GCP R1 R2 R3
GEl R1 R2 R3
GE2 R1 R2 R3
GE3 R1 R2 R3

FUENTE: CHIMBO, M. 2014.

DONDE:

GCB: Grupo control blanco, administracion via oral de vehiculo.

GCN: Grupo control negativo, administracion de 0,05mL de carragenina al 1%.

GCP: Grupo control positivo, administracion via oral de Naproxeno Sddico 500mg
(7mg/kg) mas carragenina 0,05mL al 1%.

GE1: Grupo experimental 1, administracion de 0,05mL de carragenina al 1% mas extracto
de etandlico 20%.

GE2: Grupo experimental 2, administracion de 0,05mL de carragenina al 1% mas extracto

etandlico 40%.



-58-
GE3: Grupo experimental 3, administracion de 0,05mL de carragenina al 1% mas extracto

etanolico 80%.

b. Induccion de la patologia

e Prueba del edema a la Carragenina segin Winter.

- Concentracion de carragenina: 0.05 mL al 1%.

- Intervalo de aumento de inflamacion: 0, 1, 2, 3, 4, 5 y 6 horas después de la
administracion de carragenina. Diferencia de volumen.

- Via de administracion: Via subcutanea(aponeurosis plantar de la pata derecha)

— Célculo de porcentaje de inflamacion

- Volumen de inflamacion producido:

Volumen = w/4d2h

Doénde:

d = diametro de la pata
h = largo de la pata
n=3.14

Porcentaje de inflamacion

A VControl positive — VControl normal
YoInflamacion = X 100
VControl normal

Doénde:

V control positivo = volumen de la pata inflamada a un tiempo x.

V normal = volumen normal antes de la aplicacion de carragenina.
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Los resultados se determinaron como porcentaje de inhibicion utilizando la siguiente

formula:

A VControl — Vproblema
Y%Inhibicion = X100
VControl

Dénde:

Vol. Control = volumen de la pata inflamada a un tiempo x
Vol. Problema= volumen del grupo problema

c. Periodo de evaluacion farmacolégico

Poner las ratas en ayuno de 12 horas antes de empezar con la evaluacion de la actividad
antiinflamatoria. Inyectar carragenina 1% (0.05mL en la aponeurosis plantar de la pata

derecha), 30 minutos después de la administracion intragastrica de la sustancia a estudiar.

TABLA No. 13 EVALUACION FARMACOLOGICA

GRUPOS TRATAMIENTO/ EVALUACION N°

ADMINISTRACION RATAS

Tiempo/ horas % De % de
inflamacion inhibicion

= N° GRUPO

G1 Blanco Sin tratamiento 0-6 X1 %
Vehiculo agua més Tween 80
al 1% (via oral)

Gz control (+) Administracion de 1mL de 0-6 X2 %
solucion de Naproxeno Sédico
de 500 mg a un concentracion
de 7mg/kg (via oral)+0.05 ml
de carragenina al 1 %

GsControl (-) Edema inducido mediante 0-6 X3 %
0.05mL de carragenina al 1%
(via subcutdnea a nivel de
aponeurosis plantar)

G4 Extracto 20% Edema inducida con 0.05 ml 0-6 X4 %
de carragenina al 1% +
Extracto alcohdlico al 20 %

Gs Extracto Edema inducida con 0.05 ml 0-6 X5 %
40% de carragenina al 1% +
Extracto alcohélico 40 %

Gs Extracto 80% Edema inducida con 0.05 ml 0-6 X6 %
de carragenina al 1% +
Extracto alcohélico 80%

TOTAL 18

FUENTE: CHIMBO, M. 2014
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Se selecciona aleatoriamente 6 grupos de tres ratas que se serviran como Blanco, Control

Negativo, Control Positivo, Experimento Neto.

La inflamacion se cuantifico midiendo el volumen de las patasa las 0, 1, 2, 3, 4,5y 6
horas después de la inyeccidn de carragenina.

2.3.10 ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA

La prueba mas comln de toxicidad aguda involucra la determinacién de la dosis letal
media (DLso) del compuesto en estudio. La dosis letal media esta definida como una
expresion estadisticamente derivada de una sola dosis de una sustancia que
previsiblemente matara al 50% de los animales. (DOSIS LETAL. ORG, 2000)

2.3.10.1 Disefio experimental

Aleatoriamente se conforma un grupo de cuatro ratas, de cuatro meses de edad, de 355
+10 g de peso, dejandolos en ayunas por 24 horas con agua ad libitum y mantenidos a
temperatura 22 ° C +/- 2. Los cuales estan aptos para realizar el estudio de toxicidad aguda
con administracion via oral de la dosis maxima del extracto utilizando en el ensayo de

actividad antiinflamatoria.

Los animales de experimentacion son observados individualmente durante los primeros 30
minutos, con especial atencion durante las primeras 4 horas y diariamente hasta los 14

dias del experimento, recogiéndose signos y sintomas de toxicidad.

Las observaciones estuvieron dirigidas a signos y sintomas de toxicidad entre ellas
tenemos: actividad general, grito, irritabilidad, respuesta al toque, huida, contorsiones
patas posteriores, enderezamiento, tono corporal, convulsiones, lagrimacian, miccion,

defecacion, piloereccion, nimero de muertos.
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Asi los parametros, cuyos valores iniciales reciben una anotacion de 0, en el caso de
desaparicion de una respuesta analizada o un aumento del efecto analizado, que puede

tener maximo 4.

Se controla el peso de los animales en los dias 1, 7 y 14 del experimento como uno de los
parametros demostrativos de toxicidad.

Finalizado los 14 dias de estudio se procedié a realizar las necropsias de los Grganos
farmacocinéticos mas importantes de cada fitotratamiento, siendo entre ellos: rifidn,
higado, estomago. Con los cuales se realizé el estudio histopatolégico para investigar dafio

a nivel tisular.

Los pesos de los ratones en sus diferentes tiempos se procesaron estadisticamente para
obtener la media. (BOTHAM, P. 2003)

Para determinar la DLsp los datos obtenidos anteriormente se analizan utilizando el

método de Karber y Beherens.

DLy = sz—(j:'b]

Donde:
Df = Primera dosis que mata a todos los animales de un grupo.
a = Suma de muertos de dos lotes consecutivos.

b = Diferencia entre dosis consecutivas entre lotes, expresada en mg.

n = NUmero de animales por lote.
2.3.10.2 Examen anatomopatologico e histopatoldgico

Una vez terminada la etapa de ensayo de toxicidad los animales de experimentacion

fueron sacrificados, mediante eutanasia por CO2, seguidamente se procedio a realizar la
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necropsia macroscépica y en caso de haber algun tipo de alteracion se toma nota de cada
una; en parametros como: color, peso, tamafio, largo, ancho y profundidad de los
principales érganos farmacocinéticos estomago, higado vy rifiones, las muestras tomadas
son colocados en frascos con formol buferado al 10 %, para su posterior analisis
histopatoldgico con muestras preparadas en placas y tefiidas adecuadamente, esto con la

finalidad de corroborar el nivel de dafio a nivel tisular con la ayuda de un microscopio.

2.3.10.3 Andlisis estadistico

La investigacion se realizd con tres repeticiones con el objeto de obtener resultados méas
confiables. Para el analisis de datos se aplico el test ANOVA (Anélisis de varianza) que
permite medir la variacion total de los resultados obtenidos. Y posteriormente se aplicé la
prueba de Tuckey al 5% para determinar las diferencias existentes entre las medias de los

tratamientos realizados.



CAPITULO I

3 RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se detallaran los resultados de los ensayos descritos en los capitulos
anteriores, los mismos que son necesarios realizar para garantizar el éxito de la actividad a

analizar, asi como el efecto en si.

3.1 CONTROL FiSICO-QUIMICO DE LA DROGA CRUDA

Los rangos de las especificaciones estan dadas por la Norma Ecuatoriana de
Fitomedicamentos y la Farmacopea Britanica y Espafiola (2010). (NEFT; MUNOZ, M.
2014).

CUADRO No. 1 RESULTADOS DE CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA CRUDA CANA AGRIA
(Costus spicatus). LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. FEBRERO 2014

PARAMETRO RESULTADO ESPECIFICACION
NEFT
Determinacion de Humedad 7,97 % 10 %
Determinacion de Cenizas Totales 6,3 % 12 %
Determinacion de Cenizas Solubles en Agua 5,3 % 7%
Determinacion de Cenizas Solubles en Acido 5% 5%

En el cuadro No. 1 se puede apreciar que los datos obtenidos se encuentran dentro de los
rangos establecidos segun la Norma Ecuatoriana de Fitomedicamentos (2001) y

Farmacopea Britanica y Brasilefia (2010); lo cual garantiza la calidad de la droga vegetal.
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3.2 CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO ETANOLICO DE CANA

AGRIA (Costus spicatus).

Se realiz6 el control de calidad del extracto blando obtenido por maceracion en alcohol al
96 % de las hojas de cafia agria (Costus spicatus).

3.2.1 DETERMINACION DE REQUISITOS ORGANOLEPTICAS DEL EXTRACTO
ETANOLICO

CUADRO No. 2 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL EXTRACTO ETANOLICO DE CANA
AGRIA (Costus spicatus)”. LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. MARZO 2014.

PARAMETRO RESULTADO
Olor Picante
Color Verde oscuro
Sabor Ligeramente Amargo
Aspecto Liquido

En el cuadro No. 2 se indica las caracteristicas organolépticas del extracto etandlico de
cafa agria (Costus spicatus), es un liquido color verde oscuro, ligeramente amargo y de

olor picante caracteristicos de su especie.

3.2.2 DETERMINACION DE PARAMETROS FiSICOS DEL EXTRACTO
ETANOLICO

CUADRO No. 3 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS FiSICOS DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
CANA AGRIA (Costus spicatus)”. LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. ABRIL 2014

PARAMETRO RESULTADO
pH 6,4
Densidad relativa 0,95012 g/mL
Indice de refraccion 1,37
Sélidos totales 3,77%
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En el cuadro No. 3 se observan los resultados de los pardmetros fisicos analizados en el
extracto etanolico, obteniéndose un pH=6,4; que garantiza la presencia y estabilidad de
compuestos quimicos propios del vegetal como los flavonoides, alcaloides, acidos grasos

entre otros, conservando de esta forma su actividad.

La densidad relativa del extracto etandlico fue de 0,95012 g/mL, siendo mayor que la
densidad del solvente puro usado que tiene un valor de 0,789 g/mL; esto nos indica que en

el extracto se encuentran sustancias en disolucion.

El indice de refraccion medido fue de 1,37, siendo mayor en comparacion al indice de
refraccion del agua que es 1.333; lo cual ponen en evidencia la presencia de sustancias

disueltas en el medio.

En cuanto al porcentaje de solidos totales nos permite estimar la cantidad total de materia
disuelto en el medio, especificamente residuos sélidos filtrables (sales y residuos
organicos), habiéndose obtenido un porcentaje de 3,77 %, que nos indica la gran cantidad

de metabolitos secundarios extraidos por maceracion en medio alcohélico.

3.3 TAMIZAJE FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico o conocido también como “screening” fitoquimico, es un estudio
de tipo cualitativo, permite identificar los principales compuestos quimicos del vegetal en
estudio. Se basa en reacciones sensibles y reproducibles de coloracion y precipitacion, con

el uso de solventes adecuados.
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CUADRO No. 4 RESULTADOS DE CALIDAD CUALITATIVA (TAMIZAJE FITOQUIMICO) DE CARNA
AGRIA (Costus spicatus). LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH.MARZO 2014.

METABOLITOS | ENSAYO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO

SECUNDARIOS ETEREO ETANOLICO ACUQOSO

Compuestos Sudan I11 )

grasos

Alcaloides Dragendorff ) (++) (+)
Mayer ) ) +)
Wagner ¢) (++) +)

Cumarinas Baljet (+) (++)

Triterpenos y | Lieberman - (+)

esteroides Buchard

Catequinas Catequinas )

Resinas Resinas )

Azucares Fehling (+++) (+)

reductores

Saponina Espuma () ()

Taninos y fenoles | Cloruro Férrico (+++) (++4)

Quinonas Borntrager (+++)

Flavonoides Shinoda (+++) (+)
Antocianidina (+)

Mucilagos Mucilagos Q]

Principios Principios Ligeramente

amargos amargos amargo

(-): Sin evidencia del metabolito; (+): Baja evidencia; (++): Evidencia considerable; (+++): Alta evidencia

El analisis fitoquimico se realizd en tres tipos de extractos elaborados por extracciones

sucesivas con solventes de polaridad creciente con la finalidad de lograr la mayor

extraccion posible de los compuestos quimicos presentes en el material vegetal seco. Los
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compuestos que se extraen se denominan metabolitos secundarios, los solventes utilizados

son éter dietilico, etanol 96% y agua.

Los principios activos se van a extraer de acuerdo con la polaridad del solvente utilizado;
es asi que por maceracién de la droga seca con éter dietilico, etanol 96% y agua; estos
extraeran compuestos liposolubles, compuestos de polaridad intermedia y compuestos
hidrofilicos respectivamente. EIl extracto obtenido con etanol 96% sera el de mayor

interés en esta investigacion.

En la tabla se muestra los resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los principales
compuestos quimicos como: flavonoides, alcaloides, quinonas, triterpenos, cumarinas,
taninos, fenoles, resinas, azicares reductores. (MEJIA, M. Y OTROS. 2009; MUNOZ, M.
2014).

La mayor parte de los metabolitos presentes en la planta se encuentran en extracto
etanolico al 96%, lo cual se debe a la polaridad intermedia del solvente que permite una
mayor extraccion de compuestos por su afinidad. Los flavonoides y compuestos fenolicos
estdn presentes en gran cantidad en el vegetal lo que le otorga propiedades

antimicrobianas y antiinflamatorias de gran interés en esta investigacion.
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3.4 ANALISIS CROMATOGRAFICO

3.4.1 ANALISIS CROMATOGRAFICO DE FLAVONOIDES

CUADRO No. 5 DETERMINACION DE FLAVONOIDES SEGUN SU Rf EN CROMATOGRAFIA DE CAPA
FINA DEL EXTRACTO CANA AGRIA (Costus spicatus)”. LABORATORIO DE

FITOQUIMICA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. ABRIL 2014.

TLC-EXTRACTO Calculo de Rf | Compuesto Especificacion
ETANOLICO
Rf=6.2/7.8 = Kaempferol 0.77
0.79
Rf=5.1/7.8 = Flavonona 0.65
0.65
Rf=4.3/7.8 = Dihidroxiflavona 0.54
055
Rf=2/7.8= Quercetina 0.27
0.25

FUENTE: WAGNER, H. 1996; SARIE, M. et al. 2003

Los resultados de la cromatografia en capa fina presentados en el cuadro No. 5 indican los

posibles compuestos presentes e identificados a partir de sus Rf calculados. Estos Rf se

compararon con los citados por Wagner H. 1996 y Sarié¢, M. 2003. Para estandares de

flavonoides, determinandose que posiblemente se trate de los siguientes compuestos:
kaempferol, Flavonona, Dihidroxiflavona y quercetina. (WAGNER, H. 1996; SARIE, M.

et al. 2003)
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3.5 CUANTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA DE FLAVONOIDES
TOTALES EXPRESADO COMO PORCENTAJE DE RUTINA

Para la curva de calibracion la lectura se realiz6 una longitud de onda de 510 nm, y como
estandar catequina. Para la determinacion de flavonoides totales presentes en el extracto

etandlico de cafa agria se obtuvieron los siguientes resultados.

CUADRO No. 6 DETERMINACION DE CONCENTRACION DE FLAVONOIDES TOTALES
EXPRESADOS EN mg DE CATEQUINA/ g DE MUESTRA EN EL EXTRACTO
ETANOLICO DE CANA AGRIA (Costus spicatus). LABORATORIO DE
QUIMICA INSTRUMENTAL. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. MAYO

2014.
Absorbancia Concentracion en ppm (ug de | Contenido de flavonoides
catequina/mL de extracto) totales en mg de
catequina/ g de muestra
0,710 1730,43 54 18

N = 3; + DESVIACION ESTANDAR PARA TRES MEDICIONES; p-Valor <0,05.

En el cuadro No. 6 se muestran los resultados obtenidos de la concentracion de
flavonoides totales presentes en el extracto etandlico en funcién de -catequina
encontrandose 1.8 mg de catequina/g de muestra, lo que confirma los resultados obtenidos

en el analisis cualitativo. (Ver Cuadro No. 4)

36 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE CANA AGRIA (Costus spicatus) EN RATAS
(Rattus norvegicus) CON EDEMA PLANTAR INDUCIDO CON
CARRAGENINA.

Se evaluo la actividad antiinflamatoria del extracto etandlico de las hojas de cafia agria
(Costus spicatus), administrado por via oral en diferentes dosis 20%, 40% y 80%

respectivamente.
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CUADRO No. 7 RESULTADOS DEL VOLUMEN DE INFLAMACION DE LOS GRUPOS TRATADOS EN
LOS DIFERENTES TIEMPOS (HORAS). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. MAYO 2014.

Volumen de inflamacién

Tiempo | GEB GEN GEP GE1 GE2 GE3

1 1,78 +0,23 | 2,37+0,16 | 2,64+0,24 | 2,75+0,24 2,57+0,17 2,49+0,29
2 1,78 +0,23 | 3,25+0,16 | 2,55+0,35 | 2,87+0,14 2,62+0,14 2,49+0,29
3 1,78 +0,23 | 3,63+0,14 | 2,33+0,35 | 2,93+0,23 2,68+0,23 2,33+0,28
4 1,78 +0,23 | 4,05+0,14 | 2,33+0,35 | 2,96+0,47 2,56+0,15 2,25+0,40
5 1,78 +0,23 | 4,39+0,25 | 2,28+0,37 | 2,69+0,13 2,45+0,13 2,14+0,27
6 1,78 +0,23 | 4,39+0,25 | 2,28+0,37 | 2,69+0,13 2,45+0,13 2,14+0,27

N = 3; + DESVIACION ESTANDAR PARA TRES MEDICIONES; p-Valor <0,05.

En el cuadro No. 7 se encuentran los datos obtenidos del volumen de inflamacion segun el
tratamiento al que fue sometido cada grupo, se puede observar como va variando el

volumen de inflamacidn vs tiempo.

Este cuadro permite analizar el comportamiento de los grupos experimentales tratados con
extracto etanolico de cafia agria en comparacion con el control positivo Naproxeno
Saodico, siendo el grupo experimental 3 de extracto al 80% el que presenta actividad

antiinflamatoria similar al grupo experimental positivo.

Este resultado puede deberse a la gran concentracion de flavonoides presentes en la planta,

los cuales participan directamente en el proceso inflamatorio.
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Volumen de Inflamacion vs Tiempo
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GRAFICO No. 1 RESULTADO DE VOLUMEN DE INFLAMACION DE LOS DIFERENTES
GRUPOS VS TIEMPO. DE EXTRACTOS CANA AGRIA (Costus spicatus).
BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. MAYO 2013.

En el grafico No. 1 se aprecia el volumen de inflamacion de los grupos de ensayo,
teniendo el valor maximo de inflamacion a la quinta hora con un valor de 4,39 cm® que
pertenece al grupo experimental control negativo, el grupo experimental positivo presenta
un volumen de inflamacion de 2,28 cm?; en cuanto a los grupos experimentales tratados
con el extracto etandlico de cafia agria a diferentes dosis presentan los siguientes
volimenes de inflamacién GE1 (2,96 cm®), GE2 (2,68 cm®), GE3 (2,49cm°), de tal
manera que todos los grupos tratados presenta actividad antiinflamatoria en mayor o

menor grado.

3.6.1 ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico de los resultados en primer lugar se procedié a obtener los
porcentajes de inhibicion y sus respectivos promedios por cada grupo de estudio, los datos
se analizaron utilizando el test de ANOVA y de Tukey HSD al 95% de significancia con
el objeto de determinar una diferencia significativa con respecto al grupo control (p<0,05),

utilizando el programa estadistico SPSS.
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CUADRO N° 8. RESULTADOS DEL PORCENTAJES DE INHIBICION DE LA INFLAMACION DE LOS
GRUPOS TRATADOS EN LOS DIFERENTES TIEMPOS (HORAS). BIOTERIO DE LA

FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. MAYO 2014.

% DE INHIBICION DE LA INFLAMACION

Tiempo GEN GEP GE1l GE2 GE3

1 0,0+0,0 -11,39+0,03 -16,03+0,03 -8,44+0,03 -5,06+0,03
2 0,0+0,0 21,54+0,17 11,69+0,17 19,38+0,17 23,38+0,17
3 0,0+0,0 35,81+0,16 19,28+0,16 26,17+0,16 35,81+0,16
4 0,0+0,0 42,47+0,18 26,91+0,18 36,79+0,18 44,44+0,18
5 0,0+0,0 48,06+0,20 38,72+0,20 44,19+0,20 51,25+0,20
6 0,0+0,0 48,06+0,15 38,72+0,15 44,19+0,15 51,25+0,15

+ Desviacion estandar p < 0,05

El cuadro No. 8. Se encuentra el porcentaje de inhibicion de los diferentes grupos; en el
cual se puede analizar el comportamiento de los grupos tratados con el extracto etandlico
de cafa agria (Costus spicatus) a diferentes concentraciones, comparandolos tanto con el

grupo control positivo como con el grupo control negativo.

Porcentaje de Inhibicion de la Inflamacion (%) vs Tiempo (H)
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GRAFICO No. 2 RESULTADOS DEL PORCENTAJES DE INHIBICION DE LA
INFLAMACION DE LOS GRUPOS TRATADOS EN LOS DIFERENTES
TIEMPOS (HORAS). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. MAYO 2014.




-73-
En el gréfico No. 2 se ilustra el porcentaje de inhibicion de los diferentes grupos tratados y

su variacion con respecto al tiempo.

El porcentaje de inhibicion a la primera hora de administracion, se puede apreciar que
tienen valores negativos en los grupos GEP (-11,39%), GE1 (-16,03%), GE2 (-8,44) y

GE3 (-5,06%), que nos indica que aun no existe la accion antiinflamatoria requerida.

A la segunda y tercera hora de administrado los diferentes extractos y el Naproxeno

sodico estos empiezan a presentar una disminucién de la inflamacién.

A la cuarta hora se observa que el grupo tratado con extracto etandlico de cafia agria al
80% (GE3) presenta una actividad antiinflamatoria similar al Naproxeno sédico (7mg/kg),
en cuanto a los grupos tratados con extracto al 40% (GE2) y extracto al 20% (GE1)
presentan menor actividad antiinflamatoria.

A la quinta hora la inhibicion de la inflamacion alcanza un valor aproximado de 50% en el
caso de los grupos tratados con Naproxeno sodico y extracto de cafia agria al 80%. Siendo
los dos tratamientos con mayor actividad antiinflamatoria. En la sexta hora la los valores

de porcentaje de inhibicion de la inflamacion se mantienen constantes.

CHMEWAY inhibicion BY tratamiento
/MISSING BNALYSIS
/POSTHOC=TUEEY ALEPHA (0.03).

ANOVA de un factor
[Conjunto_de datos0]

ANOVA de un factor

inhibicion

Suma de Media

cuadrados al cuadratica F Sig.
Inter-grupos 4390,619 4 1087 655 2,095 038
Intra-grupos 9163, 4486 25 366,538
Total 13554 065 29

GRAFICO No. 3 APLICACION DEL TEST ANOVA (ANALISIS DE VARIANZAS)
PARA EL ESTUDIO DE ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE
LOS GRUPOS TRATADOS EN LOS DIFERENTES TIEMPOS
(HORAS). ESPOCH. AGOSTO 2014.



-74 -
En el gréfico No. 3 se aprecia la aplicacion del test estadistico ANOVA de un factor a los
datos obtenidos del estudio, analizando este grafico con un nivel de significancia de 0,05
tenemos que p es < 0,05 con lo que se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipdtesis
alternativa, resaltando que al menos dos de los tratamiento aplicados en el experimento
son diferentes.

Subconjuntos homogéneos

inhibicion

HSD de Tukey?

Subconjunto para alfa=0.05
tratarniento M 1 2
1,00 G ,0000
3,00 G 18,3817 18,3817
v | 4,00 G 27,0467 27,0467
2,00 G 30,7583 30,7583
5,00 G 33,5117
Sig. 0649 652

Se muestran las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. lUsa eltamafio muestral de |la media armdnica
= §,000.

GRAFICO No. 4 APLICACION DEL TEST TUKEY PARA EL ESTUDIO DE
ACTIVIDAD  ANTINFLAMATORIA DE LOS GRUPOS
TRATADOS EN LOS DIFERENTES TIEMPOS (HORAS).
ESPOCH. AGOSTO 2014.

El grafico No. 4 muestra el test de Tukey con un nivel de significancia del 95% el cual
nos indica que los grupos aleatorios 2 y 5 correspondientes al control positivo tratado con
Naproxeno Sddico y al grupo aleatorio tratado con el extracto etandlico de cafia agria al
80 % respectivamente presentan mayor porcentaje de inhibicion de la inflamacion.
Seguido por los grupos 3y 4 correspondientes a los grupos tratados con extractos al 40%

y 20% respectivamente.
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3.7 EVALUACION DE LA TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE CANA AGRIA (Costus spicatus)

Para el analisis de la toxicidad aguada se utiliza un nuevo grupo de ratas a las cuales se les
asignd un cédigo individual que permite la identificacion correcta para el estudio de los

signos a evaluar.
Donde:

ET-B = Blanco ensayo de toxicidad aguda.
ET-R1 = Ensayo de toxicidad aguda rata 1.
ET-R2 = Ensayo de toxicidad aguda rata 2.
ET-R3 = Ensayo de toxicidad aguda rata 3.
ET-R4 = Ensayo de toxicidad aguda rata 4.

El total de animales utilizados para este ensayo fueron cinco ratas (Rattus norvegicus) el

tiempo de investigacion fue de 14 dias, con aplicacion de la norma OCDE 423.

CUADRO No. 9 ANALISIS DE LOS SIGNOS EN LOS PRIMEROS 7 DIAS. EN RATAS DURANTE LA
INVESTIGACION DE LA TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO ETANOLICO CANA
AGRIA (Costus spicatus). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. JUNIO 2014.

SIGNOS DE | ET-R1 ET.R2 ET-R3 ET-R4
TOXICIDAD DIAS DIAS DIAS DIAS
1234567 1234567 1234567 1234567
Actividad general 5555555 5555555 5555555 5555555
Grito 1000000 1000000 1000000 1000000
Irritabilidad 0000000 0000001 0000001 0000000
Respuesta al toque 5555555 5555555 5555555 5555555
Huida 4444444 4444444 4444444 4444444
Contorsiones 0000000 0000000 0000000 0000000
Patas posteriores 0000000 0000000 0000000 0000000
Enderezamiento 0000000 0000000 0000000 0000000
Tono corporal 5555555 5555555 5555555 5555555
Convulsiones 0000000 0000000 0000000 0000000
Lagrimacién 0000000 0000000 0000000 0000000
Miccién 5555555 5555555 5555555 5555555
Defecacion 1100000 1100000 0000110 0000111
Piloereccion 0000000 0000000 0000000 0000000
Ndmeros de muertos 0000000 0000000 0000000 0000000
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En el cuadro No. 9 se describe los signos analizados durante los 14 dias que duro el
ensayo para determinar la presencia de toxicidad aguda. Una vez transcurrido el tiempo de
ensayo se denotd que no hubo connotacién en los pardmetros de evaluacion. No se

reportan datos del blanco ya que no existe ninguna modificacion.

La dosis letal DLso no puede ser calculado ya que durante el periodo de ensayo no hubo

muerte de ningun animal.

Conr los resultados obtenidos se puede decir que el extracto etandlico de cafa agria

(Costus spicatus) utilizado, no posee ningun efecto toxico a la dosis administrada.

3.8 EXAMEN HISTOPATOLOGICO EN RATAS (Rattus norvegicus)

Para asegurar la ausencia de toxicidad del extracto se realizaron cortes histopatolégicos de
los principales 6rganos farmacocinéticos estdmago , higado y rifiones después de los 14
dias de administracion consecutiva de la dosis mas alta, se prepararon placas con las
muestras de tejidos para poder obsérvalos al microscopio y determinar asi el dafio

ocasionado por la dosis administrada.

CUADRO No. 10 PROTOCOLO HISTOPATOLOGICO DE BIOPSIAS DE RATAS (Rattus norvegicus) A
LAS QUE SE LES ADMINISTRO EXTRACTO ETANOLICO DE CANA AGRIA (Costus
spicatus) PARA EL ANALISIS DE EFECTO TOXICO. BIOTERIO DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. JUNIO 2014.

CODIGO | EXAMEN MACROSCOPICO | EXAMEN MICROSCOPICO

ET-B Estomago Mucosa géstrica conservada, con vasos de calibre normal.
Color: Mucosa color rosa palido | No se observa lesiones focales ni erosivas.
Peso: 2,9 ¢
Largo: 3,2cm
Ancho: 1,5 ¢cm

Profundidad: 0,6 cm

Rifion Glomérulos con integridad del epitelio, tibulos de calibre
Color: Rojo vino contenido normal.

Peso: 1,4 ¢

Largo: 1,8 cm

Ancho: 1,2 cm

Profundidad: 0,6 cm
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Higado

Color: Rojo oscuro
Peso: 11,3 g

Largo: 5,7 cm
Ancho: 4,0 cm
Profundidad: 0,7 cm

Lobulillos hepéticos de distribucion y arquitectura normal,
espacios porta adecuados con vasos de calibre normal.

ET-R1

Estomago

Color: Mucosa color rosa palido
Peso: 2,6 g

Largo: 2,0 cm

Ancho: 1,2 cm

Profundidad: 0,6 cm

Mucosa gastrica conservada, vasos de calibre normal. No
se observa lesiones focales ni erosivas.

Rifion

Color: Rojo vino
Peso: 1,59

Largo: 2,1 cm
Ancho: 1,2 cm
Profundidad: 0,5 cm

Glomérulos con integridad del epitelio, tlbulos de calibre
contenido normal.

Higado

Color: Rojo oscuro
Peso: 12,59

Largo: 5,2 cm
Ancho: 3.9 cm
Profundidad: 0,5 cm

Lobulillos hepaticos de distribucion y arquitectura normal,
espacios porta adecuados con vasos de calibre normal.

ET-R2

Estémago

Color: Mucosa color rosa palido
Peso: 2,59

Largo: 2,2 cm

Ancho: 1,1 cm

Profundidad: 0,6 cm

Mucosa géastrica conservada, vasos de calibre normal. No
se observa lesiones focales ni erosivas.

Rifion

Color: Rojo vino
Peso: 1,49

Largo: 2,1 cm
Ancho: 1,2 cm
Profundidad: 0,5 cm

Glomérulos con integridad del epitelio, tibulos de calibre
contenido normal.

Higado

Color: Rojo oscuro
Peso: 12,7 g
Largo: 5,5¢cm
Ancho: 4,7 cm
Profundidad: 0,7

Lobulillos hepaticos de distribucion y arquitectura normal,
espacios porta adecuados con vasos de calibre normal.

ET-R3

Estomago

Color: Mucosa color rosa palido
Peso: 3,09

Largo: 2,8 cm

Ancho: 0,7 cm

Profundidad: 0,5 cm

Mucosa géastrica conservada, vasos de calibre normal. No
se observa lesiones focales ni erosivas.




-78 -

Rifién

Color: Rojo vino
Peso: 1,59

Largo: 2,3 cm
Ancho:1,2 cm
Profundidad: 0,5 cm

Glomérulos con integridad del epitelio, tibulos de calibre
contenido normal.

Higado

Color: Rojo oscuro
Peso: 13,1

Largo: 5,6

Ancho: 4,5
Profundidad: 0,6

Lobulillos hepaticos de distribucion y arquitectura normal,
espacios porta adecuados con vasos de calibre normal.

ET-R4

Estomago

Color: Mucosa color rosa palido
Peso: 2,8 g

Largo: 2,6 cm

Ancho: 1,1 cm

Profundidad: 0,6 cm

Mucosa gastrica conservada, vasos de calibre normal. No
se observa lesiones focales ni erosivas.

Rifién

Color: Rojo vino
Peso: 1,49

Largo: 2,1 cm
Ancho: 1,1 cm
Profundidad: 0,5 cm

Glomeérulos con integridad del epitelio, tlbulos de calibre
contenido normal.

Higado

Color: Rojo oscuro
Peso: 12,3 g

Largo: 5,6 cm
Ancho: 3,9 cm
Profundidad: 0,6 cm

Lobulillos hepaticos de distribucion y arquitectura normal,
espacios porta adecuados con vasos de calibre normal.

En el cuadro No. 10 se aprecia los resultados obtenidos del analisis macroscépico y

microscopico que se realiz6 a los principales érganos farmacocinéticos de los animales de

experimentacion para determinar la toxicidad aguda del extracto de Cafia Agria (Costus

spicatus).

Dentro de las caracteristicas macroscépicas analizadas se observo el color, peso, largo,

ancho y profundidad de los distintos 6rganos, encontrandose que estos no han sufrido

ningun dafio y se encuentran dentro de los rangos normales.

En cuanto al examen microscépico del estdbmago presentdé una mucosa gastrica

conservada, vasos de calibre normal. No se observa lesiones focales ni erosivas.
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El higado present6 lobulillos hepaticos de distribucion y arquitectura normal, espacios

porta adecuados con vasos de calibre normal.

Los rifiones presentaron glomérulos con integridad del epitelio, tubulos de calibre

contenido normal.

Con los resultados obtenidos del andlisis tanto macroscépico como microscépico de los
6rganos estomago, higado y rifiones no se encontrdé ninguna anomalia o cambio en su
estructura histoldgica por lo tanto el extracto de Cafia Agria (Costus spicatus) en dosis de

80% de dilucién del extracto madre no es toxico.



CAPITULO IV

4 CONCLUSIONES

1. Se desarrollo el estudio de la actividad antiinflamatoria del extracto etandlico de cafia
agria (Costus spicatus) a dosis de 20 %, 40 % y 80%, mediante la induccion de edema
plantar por carragenina al 0,05% en ratas (Rattus norvegicus), al realizar el analisis de
las medias mediante el test ANOVA, se evidencid que hay una diferencia

estadisticamente significativa entre los grupos tratados y el grupo control.

2. En lainvestigacion se evaluo la calidad de la droga cruda y del extracto a administrar,
se puede afirmar que cumplen con las especificaciones establecidas en la Norma
Ecuatoriana de Fitomedicamentos y Normas Ramales, mediante el tamizaje
fitoquimico realizado a los extractos etéreo, alcohdlico y acuoso de la cafia agria
(Costus spicatus) se comprobd la presencia de varios metabolitos secundarios como:
flavonoides, quinonas, triterpenos, alcaloides, azucares reductores, lactonas, fenoles,
taninos, cumarinas; que estan presentes en la droga cruda, siendo los de mayor
importancia para esta investigacion los flavonoides, ademas se evidencid la presencia
de flavonoides en el extracto etanolico, mediante la cuantificacion espectrofotométrica
a razon de 1,8mg de catequina/gramo de muestra, siendo factible el desarrollo del

estudio.

3. Al finalizar la investigacion se concluye que los grupos tratados con extracto etanélico
de cafa agria (Costus spicatus) a diferentes dosis fueron comparados con un grupo
control positivo, al que se administré Naproxeno Sédico, presentando actividad
antiinflamatoria el extracto etanolico al 80%, similar al medicamento utilizado como

control positivo.
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4. Mediante el estudio de toxicidad aguda realizado con el extracto de cafa agria
(Costus spicatus) a la dosis maxima de 80% se comprobd que no existié
connotacion en los parametros de evaluacion, apoyandose esta teoria con el
analisis macroscépico y microscopico de los principales érganos farmacocinéticos
higado, estomago y rifion los cuales no evidencian cambios a nivel tisular, por lo

que se establece que la dosis es segura.



CAPITULO V

5 RECOMENDACIONES

La planta al contener gran cantidad de metabolitos se recomienda realizar un aislamiento y
elucidacion de los compuestos y realizar mas estudios sobre el vegetal ya que también se
le atribuye la propiedad diurética.

Realizar estudios de toxicidad con dosis mayores con la finalidad de establecer el DLso.
Continuar con el estudio de plantas medicinales utilizadas por la sociedad Ecuatoriana en
busca de productos funcionales y efectivos que causen el menor efecto toxico posible

dentro del organismo.

Establecer una dosis especifica para la elaboracion de un fitomedicamento a partir de este

vegetal, que garantice su utilizacion en procesos inflamatorios.
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CAPITULO VI

6 ANEXOS

ANEXO No. 1 MATERIA PRIMA

FOTOGRAFIA No. 1 MATERIAS PRIMA FRESCA FOTOGRAFIA No. 2 MATERIA PRIMA SECA Y
DE CANA AGRIA (Costus TRITURADA DE CANA
spicatus) AGRIA (Costus spicatus)

ANEXO No. 2 OBTENCION DE EXTRACTOS CON DIFERENTES SOLVENTES

FOTOGRAFIA No. 3 FILTRACION Y CONCENTRACION DE EXTRACTO DE CANA AGRIA PARA
TAMIZAJE
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ANEXO No. 3 TAMIZAJE FITOQUIMICO DE EXTRACTO ETEREO

FOTOGRAFIA No. 4 ENSAYOS DE IDENTIFICACION DE METABOLITOS
SECUNDARIOS WAGNER, MAYER, SUDAN il

FOTOGRAFIA No. 5 ENSAYOS DE IDENTIFICACION DE METABOLITOS
SECUNDARIOS BALJET, LIEBERMAN-BUCHARD,
DRAGENDORFF
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ANEXO No. 4 TAMIZAJE FITOQUIMICO DE EXTRACTO ALCOHOLICO

FOTOGRAFIA No. 7 ENSAYOS DE IDENTIFICACION DE METABOLITOS
SECUNDARIOS ANTOCIANIDINAS, SHINODA,
CLORURO FERRICO

FOTOGRAFIA No. 8 ENSAYOS DE IDENTIFICACION DE METABOLITOS
SECUNDARIOS CATEQUINAS, RESINAS, FEHLING



FOTOGRAFIA No. 9 ENSAYOS DE IDENTIFICACION DE METABOLITOS
SECUNDARIOS BALJET, LIEBERMAN-BUCHARD,
SAPONINAS.

FOTOGRAFIA No. 10 ENSAYOS DE IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS QUINONAS,
DRAGENDORFF, MAYER, WAGNER.

ANEXO No. 5 TAMIZAJE FITOQUIMICO DE EXTRACTO ACUOSO

FOTOGRAFIA No. 11 ENSAYOS DE IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS
DRAGENDORFF, MAYER, WAGNER.



FOTOGRAFIA No. 12 ENSAYOS DE IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS
SHINODA, FEHLING, BALJET, CLORURO FERRICO.

FOTOGRAFIA No. 13 ENSAYOS DE IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS CLORURO
FERRICO, SAPONINAS.

ANEXO No. 6 CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE CANA
AGRIA (Costus spicatus)

FOTOGRAFIA No. 14 DETERMINACION DE PARAMETROS FiSICOS DEL EXTRACTO ALCOHOLICO:
SOLIDOS TOTALES, pH, DENSIDAD
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ANEXO No. 7 CUANTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA DE FLAVONOIDES TOTALES

m- ¥
FOTOGRAFIA No. 15 REACTIVOS Y MATERIALES UTILIZADOS EN LA

CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES

FOTOGRAFIA No. 17 CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES
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ANEXO No. 8 ANALISIS CROMATOGRAFICO DE FLAVONOIDES

FOTOGRAFIA No. 18 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA PARA FLAVONOIDES

ANEXO No. 9 CURVA DE CALIBRACION DE CATEQUINA USADO COMO PATRON EN LA
CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES

CUADRO No. 11  CURVA DE CALIBRACION DE CATEQUINA USADO COMO PATRON EN LA
CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES. LABORATORIO DE QUIMICA
INSTRUMENTAL. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.

CONCENTRACION (ppm) ABSORBANCIAS (510 nm)
20 0,222
20 0,435
60 0,647
80 0,860
100 1,073

FUENTE: CHIMBO. M 2014
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GRAFICO No. 5 CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES. CURVA ABSORVANCIA VS.
CONCENTRACION DE CATEQUINA A CONCENTRACIONES DE 20, 40, 60, 80 Y
100 PPM. LABORATORIO DE QUIMICA INSTRUMENTAL. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH.

ANEXO No. 10 OBTENCION DE EXTRACTOS PARA LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD

FOTOGRAFIA No. 19 OBTENCION DE EXTRACTO MADRE



FOTOGRAFIA No. 20 DILUCION Y CONSERVACION DEL EXTRACTO MADRE A DIFERENTES
CONCENTRACIONES

ANEXO No. 11 EVALUACION DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO DE CANA AGRIA (Costus

spicatus)

FOTOGRAFIA No. 21 DISTRIBUCION ALEATORIA Y ACONDICIONAMIENTO DE LOS GRUPOS DE
EXPERIMENTACION
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FOTOGRAFIA No. 22 PESOS DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES

FOTOGRAFIA No. 23 MATERIALES PARA EL DESARROLLO DE LA INVESTIGACION
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FOTOGRAFIA No. 24 ADMINISTRACION DE CARRAGENINA

FOTOGRAFIA No. 25 ADMINISTRACION DE EXTRACTOS

FOTOGRAFIA No. 26 FORMACION DE EDEMA PLANTAR
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FOTOGRAFIA No. 27 MEDICION DE VOLUMEN DE INFLAMACION

ANEXO No. 12 EVALUACION DE TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE
CANA AGRIA (Costus spicatus). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH.

FOTOGRAFIA No. 28 DISECCION DE RATAS (Rattus norvegicus)
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ANEXO No. 13 ANALISIS MACROSCOPICO DEL ESTOMAGO, HIGADO Y RINON. BIOTERIO DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.

FOTOGRAFIA No. 29 EXTRACCION DE LOS ORGANOS A INVESTIGAR

® 2

FOTOGRAFIA No. 30 ORGANOS EXTRAIDOS ESTOMAGO, HIGADO Y RINONES PARA ANALISIS
MACROSCOPICO Y MICROSCOPICO.



FOTOGRAFIA No. 31 TOMA DE PESOS DE LOS DISTINTOS ORGANOS

FOTOGRAFIA No. 32 CONSERVACION DE ESTOMAGO, HIGADO Y RINONES DE RATAS (Rattus
norvegicus ) EN FORMOL AL 10 %
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ANEXO No. 14 EXAMEN HISTOPATOLOGICO DE ESTOMAGO, HIGADO, RINON DE LOS ANIMALES
DE EXPERIMENTACION RATAS (Rattus norvegicus). LABORATORIO
HISTOPATOLOGICO DR. OSWALDO DUQUE ANDRADE.

FOTOGRAFIA No. 33 CORTES HISTOLOGICOS DE ESTOMAGO, HIGADO Y RINON DE RATAS
(Rattus norvegicus)

FOTOGRAFIA No. 34 FIJACION DE PLACAS DE ESTOMAGO, HIGADO Y RINON DE RATAS (Rattus
norvegicus) PARA EXAMEN HISTOPATOLOGICO



