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RESUMEN

Piper auritum es una especie nativa de México, usada ampliamente como planta medicinal y alimenticia.
En medicina tradicional se ha empleado en la salud reproductiva femenina, para combatir dolores de
cabeza, mordeduras de serpientes y resfriados. Este estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto
antiinflamatorio del extracto acuoso en crudo de la hoja santa (Piper auritum Kunth) en ratones albinos
machos cepa CDI1. Se emplearon dosis efectivas (ED) cuyas concentraciones fueron de 20, 40 y 80 mg/kg,
administradas por via oral mediante el uso de sonda gastrica para combatir procesos inflamatorios agudos
y cronicos. Se utilizaron modelos experimentales, como el edema subplantar administrando carragenina al
1% para el proceso agudo midiendo grosor de la extremidad cada hora por 5 horas y para el proceso
crénico se usaron varias variables como granuloma inducido por pellets de algodén y determinaciones de
concentraciones en suero de proteinas de fase aguda en higado como la ceruloplasmina y radicales libres
como el NO,. Los resultados de los modelos de inflamacion cronica y aguda fueron comparados con dos
antiinflamatorios de uso comercial hidrocortisona e indometacina. En el modelo de inflamacion cronica no
se presentaron diferencias significativas con respecto a los oOrganos extraidos respecto a los indices
esplénicos, cardiacos, renales, hepaticos ni con los marcadores de dafio en higado como fueron
ceruloplasmina y nitritos en el proceso de inflamacion cronico al administrar los tratamientos por un
periodo de 10 dias solo encontrando un marcado descenso en los pesos corporales de los individuos
tratados con la dosis de 80 mg/kg con respecto en el antinflamatorio esteroideo de uso comercial
hidrocortisona de 15 mg/kg . Se encontr6 actividad en el modelo de inflamacion agudo en dosis de 20
mg/kg teniendo diferencias significativas a la 1, 2, 4 y 5 hrs un promedio de inhibicion del 92% respecto al
antiinflamatorio no esteroideo de uso comercial indometacina el cual tuvo un 76 % de inhibicion sobre el
edema de la pata en casi todo el ensayo. Conclusion el extracto acuoso no posee efecto antiinflamatorio en
pero si posee un efecto diurético a largo plazo parecido al del antiinflamatorio hidrocortisona de uso
comercial en el ensayo cronico, pero si posee un efecto antiinflamatorio superior al antiinflamatorio

indometacina en tiempos cortos en el ensayo agudo



INTRODUCCION

Una de las aportaciones que trajo el desarrollo de la agricultura hace 8 mil afios para el ser humano, fue el
desarrollo de las primeras civilizaciones y la busqueda y descubrimiento de nuevos remedios que
asistieran en las enfermedades y padecimientos que le provocaban gran mortandad cuando el hombre tenia
una vida némada, para ello las medicinas naturales principalmente de origen vegetal y animal jugaron un
papel primordial durante milenios, hasta siglo XIX donde la industria farmacéutica nace como tal,
alcanzando su auge en el siglo XX. Es en este mismo siglo donde la medicina tradicional fue separada de la
medicina con caracter cientifico. La medicina tradicional también llamada medicina herbolaria se ha
caracterizado por estar presente en la mayoria de las civilizaciones del mundo desde tiempos antiguos.
Dicha medicina se base fundamentalmente en el empleo de hierbas.

Actualmente la medicina herbolaria en sus nuevas modalidades como lo es la homeopatia y demas
medicinas alternativas estan teniendo en pleno siglo XXI un mayor auge debido a las nuevas tendencias y
planteamientos respecto al tratamiento de enfermedades tanto antiguas, como modernas que exige esta
nueva sociedad. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce que alrededor del 80% de la
poblacion mundial emplea plantas medicinales para resolver problemas de salud.

El planteamiento moderno sobre el uso de la medicina herbolaria estd enmarcado en el
aprovechamiento sustentable de los recursos naturales propios de las comunidades sociales en cada pais.
México como pais mega diverso posee un extraordinario acervo de plantas con alto potencial para ser
estudiadas y documentar sus usos en medicina. De hecho, en nuestro pais existe una reconocida tradicion
del empleo de plantas medicinales entre sus pobladores debido a que son mas accesibles que la medicina de
patente. Asi, en México se han registrado mas de 4 mil especies con usos medicinales.

El empleo de hierbas como remedios para combatir diversas enfermedades principalmente para
aliviar el dolor e inflamacidn, frecuentemente se basa en que su consumo es inocuo, saludable, natural y no
se espera que cause dafios secundarios, lo cual no siempre es verdadero. Son numerosas las especies
vegetales que contienen compuestos letales para la vida. Por ello es importante evaluar el efecto que tienen
en distintas dosis y tipos de preparaciones, asi como documentar las consecuencias secundarias de su

consumeo.



II.MARCO TEORICO
2.1. Medicina tradicional

El uso de plantas medicinales viene desde la antigliedad hasta hoy en dia, el género humano ha empleado a
las plantas como medicamentos a través de ensayo y error. El conocimiento actual que se tiene en la sobre
la herbolaria ha sido producto de las experiencias transmitidas oralmente o por escrituras de las diversas
civilizaciones del mundo. Esta practica médica pasaba y se perfeccionaba de generacidon en generacion por
lo cual se denomind medicina tradicional. Todas las culturas han adquirido un conocimiento medicinal de
las plantas nativas, propias de su entorno ambiental. Se ha aprendido a emplear determinadas estructuras de
los vegetales asi como formas de preparacion y este acervo de informacion forma parte de la identidad

cultural. (Carhuapoma y Angulo, 1999; Fonnegra y Jiménez, 2007)

Los documentos escritos mds antiguos sobre plantas medicinales se remontan a 6000 afios.
Basicamente se distinguen cuatro areas principales de la medicina tradicional: la china, indd, europea y
americana (Carhuapoma y Angulo, 1999; Fonnegra y Jiménez, 2007). De las culturas que se desarrollaron
en estas areas geograficas surgen los primeros remedios herbolarios que se comercializaron con la finalidad
de obtener beneficios para la salud. Se han registrado alrededor de mil cuatrocientas plantas diferentes en la
herbolaria, de los cuales solo unos cuantas han sido probados cientificamente

El uso de plantas medicinales en el tiempo tiene una larga historia. En China, la practica de la
medicina herbal se volvié un arte que se remonta a mas de 5000 afios. El emperador Shengmong Jing de la
dinastia Han, fue de los primeros personajes en interesarse en las propiedades medicinales de las plantas y
formo6 un herbario en el afio 2700 antes de nuestra Era. Entre los testimonios médicos y farmacéuticos de
los antiguos egipcios, destaca el famoso papyrus de Ebers escrito durante la dinastia XVIII (1500 a.C) .
Los productos empleados como farmacos medicinales fueron extraidos de animales y de rocas minerales,
pero sobre todo de vegetales. La mayoria de estos preparados son para uso externo, aunque también se
establecieron las pautas de la medicacion interna. Algunas de las plantas registradas alli, como el ajo y las
semillas de amapola aun se siguen empleando en la actualidad (Mendoza, 2008).

En el antiguo Egipto existia una practica real y organizada de la farmacia que era coordinada por
personas especializadas en la elaboracidon y preparacion de productos medicinales. Estas personas eran
llamadas los Ph- Ar- MaKi, término que posteriormente se convertiria en “farmacia” (Stewart et al.,

1998).).



En la Grecia Antigua, destacé Hipocrates, considerado el médico mas importartante de la
antigiiedad y es llamado padre de la medicina. Hipocrates se opuso al esquema de considerar a las
enfermedades como castigo de los dioses y explica la falta de salud como una consecuencia de los habitos
alimenticios y del ambiente. Explica las enfermedades en funcion de cuatro humores que son sangre, flema,
bilis negra y bilis amarilla. Cuando estos fluidos no estdn en equilibrio en el cuerpo humano se genera
alguna enfermedad. Entre los farmacos conocidos en la época de Hipocrates se citan el opio, genciana,
beleno, azufre y arsénico. Los médicos griegos utilizaron el término Pharmakon, palabra que encierra el
doble significado veneno y medicamento. Ellos sabian que la sustancia que proporciona el alivio a la
enfermedad es capaz de causar la muerte (Carvajal, 1993).

Dioscorides fue considerado el padre de la farmacognosia, por su obra De Materia Médica, donde
describe cerca de 600 plantas, 35 farmacos de origen animal y 90 de origen mineral que clasifico de
acuerdo a la semejanza de sus acciones En su obra, agrup6 todo el saber farmacobotanico de la época.
Describi¢ varias propiedades medicinales, algunas de las cuales se usan actualmente por ejemplo el opium
hyoscyamus, ergot y describio la preparacion de medicamentos en los cuales se utilizan operaciones
quimicas como: sublimacion, cristalizacion, bafo maria, destilacion y extraccion (Carhuapoma;Angulo,
1999;Carvajal, 1993).

En los ultimos afos, la informacion sobre los productos quimicos bioactivos de plantas ha crecido de
manera constante, en parte se ha incrementado el interés en los remedios a base de hierbas y en la
identificacion de nuevos enfoques a los problemas médicos (Klaaseen, 2008)

2.2 Farmacognosia

La farmacognosia estudia basicamente el origen, composicion y caracteristicas quimicas de farmacos
provenientes de vegetales y animales que pueden poseer un potencial terapéutico o aplicacion en la
industria farmacéutica. La disciplina de la farmacognosia repercute directamente en las ciencias médicas.
El término farmacognosia proviene de la palabra griega pharmakon que significa remedio y de gnosis que
quiere decir conocimiento, por lo tanto la farmacognosia es el “conocimiento de los farmacos” . En un
sentido mas amplio, esta disciplina estudia la historia, el cultivo, la recoleccion, preparacion, preservacion,
comercializacion, distribucion, identificacion y evaluacion de los componentes quimicos de origen natural
(Cortez-Gallardo et al., 2004). Los origenes de la farmacognosia se ubican por consiguiente en la
Antigliedad (Fonnegra y Jiménez 2007).

Con respecto a los fArmacos de origen vegetal, las plantas son la mayor fuente de medicamentos
conocida, basta decir que en la actualidad la busqueda de principios activos para la cura de muchas
enfermedades, inicia a menudo con la investigacion de un principio activo de origen vegetal o derivado de

estos. La farmacognosia ha abordado el estudio de la biosintesis y la estructura molecular de las drogas



naturales, lo cual ha permitido sintetizar compuestos andlogos con una mayor actividad bioldgica y
potencia terapéutica. A partir de 1950 se considera que la sintesis quimica de los productos identificados
inicialmente en plantas desplaza el uso de los vegetales como fuente principal de medicamentos. Asi,
varios anestésicos locales como o la procaina, la benzocaina y la lidocaina se sintetizaron a partir de la
estructura del alcaloide aislado de Erythroxylon coca (Cortez-Gallardo et al, 2004). En otros casos, el
empleo de plantas persiste como fuente de drogas medicinales, como es Digitalis purpureum que por su
contenido de glucosidos no ha podido ser sintetizado como droga de naturaleza cardiotdnica a pesar de los
avances actuales de la farmacognosia. Otro ejemplo lo constituye la adormidera Paver somniferum, de
cuyas capsulas inmaduras se obtiene el opio, del cual deriva un alcaloide denominado morfina, droga que
es utilizada como analgésica y narcotica, y que es mas efectiva que otros productos afines a su estructura y
que se han producido a través de sintesis quimica (Fonnegra y Jiménez, 2007). La mayoria de los farmacos
utilizados en la medicina veterinaria, asi como en la humana tienen su origen a partir de las plantas,
animales, y algunos son de procedencia mineral. Debe mencionarse que los medicamentos utilizados en la
actualidad son sintetizados por profesionales en quimica, probados y seleccionados por los farmacologos y
los toxicologos y es el quimico farmacéutico quien se encarga de determinar su dosificacion terapéutica
para luego ser valorados por el investigador clinico y una vez que los medicamentos han superado todas
estas etapas y han obtenido el visto bueno de cada uno de estos profesionales, se permite entonces su
comercializacion (Fonnegra y Jiménez, 2007).

En relacion con la palabra farmaco, se define como toda aquella substancia de naturaleza quimica
(natural o sintética) que se incorpora en los organismos bioldgicos con la finalidad de curar, prevenir o
mitigar los ataques de las enfermedades y los efectos que estas ocasionan. De acuerdo con lo anterior la
farmacologia veterinaria, en esencia de lo que trata es de corregir por medio de la utilizacién de drogas,
aquellas alteraciones fisiologicas que causan las enfermedades de los diversos organos, aparatos y demas
sistemas que componente el organismo de los animales. Desde el punto de vista farmacoldgico se ha
establecido que la administracion al paciente de un compuesto medicinal (puro) permitia una mejor
dosificacion del medicamento y facilitaba el control de su toxicidad, a diferencia de lo que ocurria con el
uso de extractos, normalmente usados en crudo, cuya dosificacién presentaba serias dificultades. El
conjunto de todas estas ideas y proyectos determind que la investigacion de nuevas plantas medicinales
dejara poco a poco de ser una actividad prioritaria, por lo que el interés de los investigadores y la
asignacion de recursos econdmicos se dirigieron preferentemente hacia la quimica de sintesis. Esta
estrategia se aplico entre los afios 1950 y 1970 repercutiendo en el sector médico que considero desde
entonces a las plantas medicinales como recursos primitivos y de poca utilidad terapéutica (Carhuapoma y

Angulo, 1999).



I11. Hoja santa (Piper auritum Kunth)
3.1 Clasificacion
Clase:Equisetopsida
Subclase :Magnoliidae
Superorden:Magnolianae
Orden:Piperales
Familia:Piperaceae Giseke
Genero:Piper
Especies:Piper auritum Kunth
Variedad Taxonomica :Piper auritum var. amplifolium C. DC.
Forma: Piper auritum fo. auritum
Variedad:Piper auritum var. auritum
Forma:Piper auritum fo. rinconense Trel.
Variedad Piper auritum var. schiedeanum C. DC.
Variedad:Piper auritum var. seemannianum (Miq.) Trel.

Clasificacion cientifica de la hoja santa tomada de ( http://tropicos.org/Name/25002010 )

3.2 Descripcion botanica de la hoja santa (Piper auritum Kunth)

Piper auritum pertenece a la familia Piperaceae y es comunmente conocida como Acoyo, Acoyo cimarrdn,
Acuyo, Anisillo, Cordoncillo, Corrimiento, Hierba anis, Hierba santa, Higuerilla, Hoja de Santa Maria,
Hoja de estrella, Hoja del cancer, Quelite (Espafiol) Mecaxochitl, Tlamapaquilitl, Tlanepaquilitl,
Xalacuahuitl, Xalcuahuitl (Nahuatl) Mak'ulan, Maakulan, X-mak'ulam, Xmaculan (Maya) Jinan, Jinan
(Totonaco). (Quisbert, 2006; http://bios.conabio.gob.mx/especies/6030477).

Es una planta nativa de México. El término genérico Piper deriva del latin y significa “pimienta”, y el
epiteto especifico auritum significa “oreja” en alusion a las hojas largas (Quisbert, 2006).

Piper auritum es una especie herbacea, semilefiosa o arbusto siempreverde de hasta 6 metros de
altura, con tallos nudosos y frecuentemente con raices adventicias. Las hojas de 20-35 cm, simples,
alternas, de dimensiones y formas variables, obovadas, oblongas o cordadas unidas a un peciolo largo,
margen entero, 16bulos basales redondeados, con la superficie pubescente, aromaticas. La inflorescencia es
una espiga de 2-8 cm de largo, opuesta a las hojas, arqueadas o péndulas. Cada espiga consta de numerosas
flores mintsculas, blanquecinas o verde palido, densamente dispuestas en el raquis (Figura. 1). Las flores
individuales no tienen sépalos o pétalos. Los frutos son drupas de menos de 1 mm de didmetro. Se

distribuye en bosques himedos, en elevaciones de 0 a 1300 m. Su distribuciéon comprende el sur y sureste


http://tropicos.org/Name/25002010

de México hasta Colombia. Ha sido cultivada y naturalizada en Cuba y en el estado de Florida, E. U. A.
(Callejas, 2001).
3.3 Usos medicinales y culinarios de la hoja santa ( Piper auritum Kunth).
La hoja santa suele usarse en comunidades rurales en padecimientos como inflamacién, infeccion de la
matriz, para bafios de parturientas, dolor de estobmago, estrefiimiento, para el asma, laringitis, reumatismo,
en mordeduras de vibora, dolores musculares y quemaduras (Germosén, 2014).
Las hojas de Piper auritum Kunth contienen elevadas concentraciones de safrol. Los tallos
despiden un fuerte olor a anis al ser machacados. Aunque se han reportado diversos usos de esta planta en
las areas de su distribucion, atin no se ha verificado su eficacia y seguridad, especialmente cuando hay

reportes de que los safroles son cancerdgenos en algunos animales (Denslow y Duane, 2006).

Figura 1. Esquema y fotografia de la hoja santa (Piper auritum) (Quisbert, 2006).

En los estados de Oaxaca, Quintana Roo y Veracruz la hierba santa se emplea en remedios que van
desde el alivio de granos en la piel, hasta afecciones de la salud reproductiva de la mujer como inflamacion
de la vagina o infeccion de la matriz, para después del parto, como galactdogeno y para acelerar el parto, en
este caso, las hojas se remojan en aguardiente o mezcal. Las hojas también se usan para tratar mordeduras
de serpientes, dolores de cabeza y resfriados y en infusién contra la hipertension. Las raices machacadas
tienen un efecto anestésico y se usan para aliviar picaduras de insectos y dolores de muela. Ademas, se
utiliza como planta de sombra en cafetales. Las hojas frescas se usan para aliviar dolores de cabeza y
desinflamar heridas; las semillas pulverizadas junto con jengibre se utilizan para el escorbuto y la atonia
digestiva y las hojas fritas con almendras para curar colicos del higado (Germosen, 2005, Chizmar 2009;

mediciantradicionalmexicana.unam.mx 2012).



Las hojas de Piper auritum se consumen tiernas e incorporadas en sopas y caldos, utilizdndose
como condimento o saborizante para carnes. Las hojas también se consumen fritas para acompanar con
otras comidas. Otra forma de consumo es envolviendo la carne de pollo o de pescado sazonados con tomate
y ajo en una hoja de esta planta, luego se amarra y se le rodea con una hoja de platano para que se
sostengan bien todos los ingredientes. Finalmente, se coloca sobre una plataforma dentro de una olla con
poca agua para cocinarlo con el vapor o en bafio de maria por més o menos una hora a este plato se le llama
pollo o pescado en baché también de consume en mole verde oaxaquefio. El tallo tierno se utiliza en
ensaladas de vegetales, para lo cual se le quita la corteza, se parte en rodajas y se mezcla con los demas
vegetales. La hoja se utiliza para envolver tamales de masa de maiz, por el sabor agradable que les da

(Chizmar, 2009; Quintana.P,Carol. W.H 1989).

3.4. Metabolitos secundarios presentes en la hoja santa (Piper auritum Kunth)

Los metabolitos secundarios encontrados en mayor porcentaje en el aceite esencial en la hoja santa y sus
inflorescencias, son de tipo aromatico, sustituidos por grupos alquilo y alilo, ademds se observa alto
contenido de compuestos oxigenados.

La hoja santa contiene compuesto safrol un aceite esencial, el cual se concentra mas en las hojas de la
planta ademés de que se han encontrado otros compuestos en menor cantidad como elemicina eugenol y
miristicina,borneol,acetato de borneol,5-cadineno,canfeno,acadina-1-4-dieno,B-bisaboleno,B-borboneno,
cariofileno; diterpenos: transfitol; fendlicos: aurantiamida I y II; esteroides: B-sitosterol; bencenoides: 4cido
piperoico; flavonoides: derivado de flavona; alcanos: n-hexadecano, nonan-2-ona; heterociclos oxigenados:
acido piperocromanoico y Piperocromenoico la planta entera contiene alcaloides: aporfina6; aceite esencial
(0.47-0.58%): cefaradiona A y B3 (Germosen et al., 2005;Garcia et al.,2007), investigaron los
componentes obtenidos del aceite esencial de Piper auritum Kunth, asi como el porcentaje relativo
encontrado en hojas e inflorescencias (Germosen ef al., 2005). En el cuadro 1, se muestran los datos de ese
estudio (Garcia et al., 2007), investigaron los componentes por HPLC obtenidos del aceite esencial de
Piper auritum Kunth , asi como el porcentaje relativo encontrado en hojas e inflorescencias (cuadro 2), asi
también se muestran los datos de ese estudio, respecto al indice nutricional mostrado en el (cuadro 1) se

puede observar la gran cantidad de nutrientes por cada 100g de hoja (Germosen et al., 2005).



Componentes nutricionales de la
hoja santa(Piper auritum Kunth) Unidades
por cada 100g de hoja
Agua 80.4¢g
Proteinas 4.25¢g
Grasas 1.82¢g
carbohidratos 8.25¢g
Fibras 2.8¢g
Cenizas 2.48¢g
Calcio 317mg
Fosforo 46mg
Hierro 4.8mg
Sodio 18mg
Caroteno 5.95mg
Damina 0.12mg
rivoflamina 0.28mg
Niacina 1.97mg
acido ascorbico 49mg

Cuadro 1: Andlisis nutricional de los componentes de la hoja de Piper autitum, se ha encontrado en 100 g

tomado de (Germosen et al., 2005).

La concentracion de safrol en las hojas de esta especie es similar a la de Sassafras albidum, cuyo aceite
obtenido de la corteza de la raiz contiene aproximadamente el 5-9% de aceite volatil compuesto
principalmente de safrol (80-85%) junto con alcanfor 3%, metileugenol 1% y cantidades menores de

monoterpenos (o-canfeno, P-pineno, 1,8-cineol. p-cimeno) y compuestos de sesquiterpenos distintos



metileugenol. El contenido de safrol en infusiones elaboradas a partir de la corteza de la raiz de sasafras es
variable y las concentraciones van desde 0.09-4.66 mg/taza. En las infusiones elaboradas con hojas, las
concentraciones de safrol no son detectables (es decir 1.5ng / ml). El safrol esta también presente en
lllicium vera (anis estrella), Cuminum cyminum (comino), Myristica fragrans (nuez moscada), Piper
nigrum (pimienta negra) y Zingiber officinale (jengibre), todas estas especies de marcado uso culinario
(Nair, 1989; Barcelux, 2008; Marquez, 2011 ).

Cuadro 2. Composicion quimica del aceite esencial de Piper auritum (Tomado de Garcia et al., 2007).

Componente Cantidad relativa Cantidad relativa
hojas (%) inflorescencia (%)
2-E-Hexanal 0.05 --
a-Terpineno 0.06 0.09
p-Cimeno 0.06 0.10
y-Terpineno 0.28 0.32
Terpinoleno 0.21 0.22
2-Nonanona 0.22 0.07
Nonanal -- 0.08
Safrol 93.24 90.30
a-Copaeno 0.10 0.05
Metil eugenol 0.46 0.5
trans-f-Cariofileno 0.20 0.18
n-Pentadecano 0.11 0.40
Miristicina 4.34 5.84
Elemicina 0.09 0.55

El safrol es un liquido claro incoloro o ligeramente amarillo con un olor aromético del compuesto sasafras,
es insoluble en agua. Tanto el safrol y su metabolito proximo, 1’-hidroxisafrol son cancerigenos en
modelos animales. La absorcion y eliminacion de dosis bajas de safrol en los seres humanos es rapida. En
un estudio con voluntarios, una dosis de 1.66 mg de safrol se elimina en la orina dentro de las 24 horas con
conjugado 1, 2-dihyrodxy-4-alilbenceno siendo el principal metabolito urinario figura 3 (Barcelux, 2008;

Wislock et al 1976).



Figura 3. Muestra el compuesto safrol en amarillo metabolito de mayor concentracion en la hoja santa
Piper auritum kunth y los metabolitos que se producen en el higado de humano y hamster chino imagen

tomada t de Wislock et al 1976).

IV. Absorcion de medicamentos

El metabolismo es aquel proceso por medio del cual el medicamento es llevado por el organismo hasta
transformarlo en una sustancia hidrosoluble de facil excrecion renal. El metabolismo de los farmacos se
lleva a cabo en el higado principalmente. Los medicamentos pueden ser metabolizados por oxidacion,
reduccion, hidrolisis, hidratacion, conjugacion, condensacion o isomerizacion. Cualquiera de estas rutas
requiere de la participacion de enzimas que suelen ser abundantes en el higado. Las enzimas responsables
del metabolismo se encuentran en el reticulo endoplasmico de los hepatocitos. Alli se encuentra el sistema
enzimatico mas importante, el P450 que desempefia una funcion oxidasa mixta (Beltran G. K,1986)

La absorcion es el proceso por medio del cual los medicamentos son dispuestos en los liquidos
corporales para su distribucion por el cuerpo del organismo animal. Para que exista absorcion del
medicamento, primero deben disolverse. En general, un medicamento debe atravesar varias barreras
celulares semipermeables antes de alcanzar la circulacion sistémica. Los procesos mediante los cuales los
farmacos atraviesan las membranas plasmaticas van desde la difusion pasiva, la difusion pasiva facilitada,
el transporte activo hasta el transporte mediante proteinas especializadas para ese fin (Florez J,1997).

Existen diferentes factores que intervienen en el proceso de absorcion de los medicamentos tales
como los siguientes:

Grado de concentracion del medicamento. A mayor concentracion del farmaco habra mayor absorcion del

mismo. Aumento en la motilidad géstrica. Esta condicién permite un vaciamiento rapido del estdbmago y



facilita que aquellos farmacos de accion entérica lleguen lo mas rapido posible a su sitio de accion (Beltran
G. K,1 986;Florez J,1997). .

Forma de presentacion del medicamento. Las presentaciones o diluciones liquidas son absorbidas mas
rapidamente que aquellas que se representan en forma de cristales o sélidas.

Solubilidad en grasa. Los medicamentos solubles en grasa se absorben con mayor rapidez cuando se

suministra por via cutanea (Florez J, 1997).

V. Técnicas de extraccion de metabolitos de plantas medicinales
La extraccion es un proceso para obtener los compuestos de interés de la materia prima. Antiguamente era
dificil determinar la potencia de un extracto concentrado debido a las grandes variaciones de calidad de la
materia prima provocada por las técnicas empleadas en el cultivo, recoleccion y fabricacion de las mismas.
Actualmente los extractos estandarizados permiten solventar este problema. La estandarizacion es la mejor
manera de asegurar el efecto deseado de los principios activos del extracto obtenido ya sea de manera
liquida o solida (Gomez, 2006).

Las plantas biosintetizan y almacenan una importante variedad de sustancias quimicas llamadas
metabolitos primarios y secundarios de importancia en la farmacia. Para poder estudiarlos es necesario
extraerlos del material vegetal. Los metabolitos primarios o secundarios, tienen diferentes e importantes
funciones en los seres vivos ayudan en el desarrollo y funcionamiento del organismo. Para obtener los
materiales producidos por las plantas se deben fragmentar las estructuras vegetales a emplear y pueden
procesarse en fresco o en seco. En general, se utiliza material seco, excepto cuando el objetivo es la
extraccion de aceites volatiles en donde se prefiere utilizar la planta fresca (Gomez, 2006;
catedrawww.fcn.unp.edu.ar/sitio/farmacognosia).

Para extraer el principio activo de los metabolitos de plantas medicinales, se han empleado diversos
métodos, entre los que figuran la extraccion mecdanica, la destilacion y la extraccion con disolventes. Los
métodos de extraccion implican el tratamiento del material vegetal con el disolvente adecuado, que
solubilice dentro de lo posible tUnicamente el principio activo deseado (Cétedra 2013

www.fen.unp.edu.ar/sitio/farmacognosia)./ ).

El estudio basado en una marcha fotoquimica consiste en efectuar una extraccion (del material
previamente colectado, secado y molido) que permita obtener la mayor parte de los constituyentes
quimicos (extracto total o crudo o bruto). Por ello se debe utilizar un solvente universal que solubilice (y
cosolubilice) la mayoria de los compuestos, siendo los mas utilizados metanol, agua y el etanol.(

www.fen.unp.edu.ar/sitio/farmacognosia/, Catedra, 2013).

En varios procesos industriales, como la produccién de colorantes, la extraccion u obtencion de materias

primas aromadticas, entre otros, se utilizan procesos de extraccion solido-liquidos y liquido-liquido. En estas


http://www.fcn.unp.edu.ar/sitio/farmacognosia)./
http://www.fcn.unp.edu.ar/sitio/farmacognosia/

operaciones se utilizan grandes cantidades de disolventes orgédnicos, que es necesario eliminar para obtener
los extractos o los productos naturales en forma pura. Muchos de estos productos naturales son sensibles a
las temperaturas altas y a la exposicion a la luz. En estos casos es conveniente la eliminacion de los
disolventes utilizados en la extraccién por evaporacion a presiones reducidas ( Quisbert F.N.E ,2006).El
equipo ideal para este tipo de operacion técnica, es el evaporador rotativo o rotavapor que permite eliminar,
de forma rapida, los disolventes utilizados en los procesos de cromatografia.

La extraccion de las sustancias estd estrechamente relacionada con las propiedades de las mismas.
Asi, las oleorresinas son sustancias liquidas, viscosas o semisoélidas (caucho, gutapercha, chicle, balata,
oleorresina de paprika, de pimienta negra, de clavero, entre otros.), cuya principal caracteristica es que
poseen aroma y se obtienen de las plantas en forma concentrada. Los aceites esenciales son de olor
agradable, aunque existen algunos de olor relativamente desagradable como el ajo y la cebolla, los cuales
contienen compuestos azufrados, generalmente se obtienen mezclas complejas de mas de 100 componentes
que pueden ser compuestos alifaticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas,
¢ésteres y acidos grasos ), monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos. Estas sustancias pueden presentar
cambios en sus composiciones al alcanzar temperaturas cercanas a los 100°C, tales como la hidrélisis de
esteres, polimerizacion de aldehidos o descomposicion de otros compuestos. Existen métodos de
procesamiento en la industria alimenticia y cosmética para reducir metabolitos no deseables presentes en
algunos aceites esenciales (Martinez, 2003).

Para la extraccion del safrol u otros compuestos nocivos para la salud, se incluye el lavado y el
calentamiento de la semilla a 70°C o (158°F) durante 30 minutos, 5 minutos de ebullicién en agua destilada
y secado al sol durante 48 horas, con este método se reduce hasta el 90% del contenido de safrol
(Martinez, 2003; Marquez, 2011). El safrol presente en las hojas y tallos de la hoja santa, es extraido por el
método de hidrodestilacion asistida por la radiacion de Microondas, su estructura quimica corresponde a un
éter fenolico (Marquez, 2011).

En la medicina tradicional la forma de extraccion de principios activos supone diferentes métodos
utilizados por milenios. Para elaborar las preparaciones se deben utilizar recipientes de porcelana, vidrio o
barro, para machacar desmenuzar o triturar el firmaco, se recomienda utilizar una piedra de moler o las
manos limpias. Si se requiere filtrar algin liquido se debe usar papel filtro, algodon, lienzo, gasa o pafo.
No se recomienda utilizar instrumentos metélicos para filtrar, macerar o embazar fArmacos naturales, ya
que el metal puede propiciar cambios en las propiedades medicinales. La luz y el oxigeno alteran el sabor
de las propiedades medicinales de las plantas, por tantos los productos obtenidos siempre deben de

conservar herméticamente tapados en envases de vidrio o porcelana en lugares frescos, secos y protegidos



de la luz. Todas las preparaciones caseras de plantas medicinales deben de elaborarse en el momento de su
uso (Fonnegra y Jiménez 2007).

Un ejemplo claro en la extraccion de un principio activo en forma de aceite para uso externo, se
machaca o tritura las partes de la planta, se deja macerar en aceite de olivas, de almendras o de girasol
durante un periodo de 8 a 20 dias. Luego se filtra con un lienzo o pafio limpio. Se exprime el triturado y el
aceite se conserva herméticamente tapado. El aceite también se puede preparar si se disuelve o se deja
hervir durante 2 horas el triturado. Cuando el preparado es a partir de tintura, el envase de deja destapado
48 horas para que volatilice el alcohol (Figura. 4).

Entre las formas mas comunes de preparacion tradicional de las plantas medicinales se encuentran:

Agua ardiente. Este procedimiento consiste en machacar, triturar o desmenuzar las partes de la planta que
son colocados en un recipiente adecuado al que se le agrega agua, en una proporcion de 1 parte de droga
por 16 partes de agua, se lleva a fuego lento hasta que se evapore la mitad del agua. Se retira del fuego se le
afiade agua ardiente de cafia hasta obtener el volumen inicial, se tapa bien y se deja macerar durante 24
horas. Se cuela a través de cedazo, gasa, paio o lienzo y se exprime. El producto colado se filtra con papel
filtro o a través de algodon. Se almacena herméticamente tapado (Figura. 4).

Cataplasma. La planta o partes de la planta se trituran en fresco y se mezcla con un poco de agua
caliente. Este preparado se pone entre dos pedazos de tela fina o de gasa y se aplica sobre la zona afectada.
Otra forma de preparar un cataplasma es triturar la planta, secarla y pulverizarla. Al polvo obtenido de la
trituracion se le agrega harina y agua fria para formar una pasta, que se coloca entre gasas en la zona
afectada. El cataplasma se cambia una vez que se seca el triturado, ademéas no se debe reutilizar, la
cataplasma al aplicarse, debe de tener una temperatura méaxima de 40°C de lo contrario pierde sus
propiedades revulsivas y descongestionantes (Figura.4).

Compresa. A partir de las partes trituradas de la planta se hace una decoccion, infusion o
maceracion en agua caliente o fria. El macerado se coloca entre gasas y se aplica sobre el area afectada. Se
sujeta ligeramente con lana, pafio o tela gruesa para evitar que se enfri¢ (Figura. 4).

Emplasto. Consiste en aplicar la planta fresca, triturada o machacada, directamente sobre la piel,
también se puede aplicar en decoccion. Se usa en casos continuos de contusion o hematomas. En todos los
casos debe evitarse su uso sobre escoriaciones, heridas, supuraciones u otras afecciones abiertas. Siempre
se aplica caliente (Figura.4)

Esencia o espiritu. La planta o partes de la planta machacada o triturada se macera en vino durante 15
dias. Luego se cierne a través de un colador o lienzo, se exprime y el liquido obtenido se almacena

herméticamente tapado (Figura. 4).



Infusion o té. Es el procedimiento mas empleado y clasico de utilizacion de las drogas vegetables,
generalmente se preparan con partes tiernas de las plantas, tales como hojas, flores y raices ricas en aceites
esenciales. En un recipiente se pone la cantidad necesaria de droga (hojas, flores, raices, entre otros), es

comun emplear proporciones de 1 g de droga por mL de agua (Figura. 4) (Fonnegra y Jiménez 2007).

Infusion o te Jugo

Emplasto Tintura

Ungiiento Polvo
Maceracion o remojo Compresa

Figura 4. Diferentes formas de preparacion tradicional y obtencién de metabolitos de las plantas para uso

medicinal (Tomado de Fonnegra y Jiménez, 2007).



VI .Inflamacion
La inflamacion es el nombre genérico que engloba a un grupo de reacciones en el tejido conjuntivo
vascular como respuesta a una agresion endégena o exdgena. En este proceso intervienen factores solubles
y células Las reacciones de un organismo ante moléculas, microorganismos o cuerpos extraios a él,
constituyen la respuesta inmune (Martin A.D, 2005).Las células inmunitarias son las que se encargan de
detectar las moléculas extranas que pertenecen al elemento invasor. El sistema inmunitario puede
responder a una gran variedad de antigenos extrafios. Se estima que puede reconocer entre 10° y 10"
determinantes antigénicos distintos (Kumar et al., 2003). Este sistema esta formado por células y moléculas

responsables de la inmunidad. Un tipo de respuesta inmunitaria es la reaccion inflamatoria.

Cuando existe un dafo a los tejidos corporales se activa una respuesta defensiva denominada
inflamaciéon que puede ser causada por infeccidn microbiana, agentes fisicos como el calor, luz,
electricidad o agentes quimicos como acidos, bases y gases. La inflamacion suele caracterizarse por cuatro
signos y sintomas que son enrojecimiento, dolor, calor y tumefaccion (figura 5). La pérdida de la funcion

depende del sitio y la magnitud del dafio (Kumar et al., 2003).

Figura 5. Representacion del proceso de inflamacion donde la caracteristica principal es el aumento de

grosor y cantidad de vasos sanguineos (Tomado de Kumar et al., 2003).
6.1 Funciones de la inflamacion

La inflamacion tiene como funcion la destruccion del agente nocivo y eliminarlo del cuerpo junto con sus
derivados. Si la destruccion del agente patdogeno no es posible, la inflamacion representa la limitacion de
sus efectos sobre el cuerpo, ya sea porque encierra al factor provocante o a sus derivados. Otra funcion de

la inflamacion es reparar o remplazar el tejido dafiado por el agente nocivo a sus derivados (Florez, 1997).



Durante la inflamacion hay una activacion y un aumento de la concentracioén sanguinea de un grupo
de proteinas. Algunas de estas proteinas se producen en el higado; otras estan presentes en la sangre en una
forma inactiva y se convierten en una forma activa durante la inflamacion (Goldsby et al., 2004).

Los procesos de inflamacion se dividen en 3 fases. La primera consiste en la vasodilatacion y
aumento de la permeabilidad de los vasos sanguineos. La segunda esta relacionada con la migracion de los
fagocitos y fagocitosis y la tercera es la reparacion del tejido.

En la vasodilatacion se dilatan los capilares cercanos a la lesion, lo que implica un incremento en la
permeabilidad capilar debido a la lesion de las paredes capilares y a sustancias quimicas liberadas por los
tejidos lesionados. La fagocitosis es un proceso que llevan a cabo los monocitos y los macrdéfagos, células
que forman parte del sistema fagocitico mononuclear, estas células son capaces de ingresar a su interior
elementos del medio inflamado. La medula 6sea genera las células del sistema fagocitico mononuclear que
maduran y adquieren caracteristicas diferentes, tanto morfologicas como funcionales. Las células
originadas de la médula dsea se conocen como monocitos, las cuales circulan y llegan a los tejidos donde
se convierte en macrdofagos (histiocito) (Kumar et al ., 2008).

6.2 Tipos de inflamacion

La inflamacion ha sido clasificada de acuerdo con el tiempo de duracion de la reaccion
inflamatoria. Los términos empleados para calificar estas reacciones son aguda, subaguda y croénica
(Golsby et al., 2004).

La inflamacion aguda es aquella que perdura en un periodo relativamente corto pero cuya
respuesta inflamatoria es intensa. Un ejemplo de esta inflamacion es forunculo en la piel que causa el
Staphylococcus aureus. La inflamacion aguda es un mecanismo defensivo precoz, que tiene como funcion
inmediata contener la infeccion, evitar su extension a partir del foco inicial e inducir mediante sefales las
respuestas inmunitarias especificas posteriores. Las reacciones inflamatorias agudas pueden ser
desencadenadas por varios estimulos, como las infecciones bacterianas, viricas, fingicas y parasitarias. se
encuentran entre las causas mas comunes y medicamente importantes de inflamacion; por los
traumatismos contusos y penetrantes, y por agentes fisicos y quimicos como quemaduras, congelacion,
radiacion o sustancias quimicas. o congelacion; radiacion; algunas sustancias quimicas ambientales)
lesionan las células del huésped. Otro factor que causa inflamacion aguda es la necrosis tisular de cualquier
causa, incluida la isquemia (como en el infarto de miocardio), lesiones fisicas y quimicas. También causan
inflamacion aguda, la penetracion de cuerpos extrafios como astillas o suciedad (Kumar et al., 2008).

En una inflamacion aguda se presenta primero la expansion de los capilares para incrementar el
flujo. Esta condicion provoca el enrojecimiento del area afectada y hay liberacion de calor. Después hay un

aumento de la permeabilidad de la estructura micro vascular para permitir el transito de proteinas



plasmaticas y leucocitos hacia la circulacion. Por ultimo hay un reclutamiento de netrofilos que acttian
frente a la infeccion en el lugar de la lesion (Golsby et al ., 2004).

En la inflamacion subaguda hay una disminucion de los cambios vasculares y la exudacion
neutrofilica, asimismo hay un predominio de las células mononucleares. La duracién del proceso subagudo
va de unos cuantos dias hasta una o dos semanas (Kumar et al., 2008).

La inflamacion croénica se presenta cuando el tejido lesionado no se restablece por completo, es
decir, no se elimina el factor extrafio que provoco la lesion, en estos casos la inflamacion progresa hasta un
estado de inflamacion cronica. Esta se caracteriza por la presencia sostenida de linfocitos, monocitos y
células plasmaticas. La progresion de acontecimientos hasta esta etapa puede ser la persistencia de material
extrafio vivo o muerto que moviliza las reacciones inmunitarias. Por ejemplo en la hepatitis viral, el virus
que se reproduce puede persistir dentro del higado. Se acumulan células plasmaticas y linfocitos en gran
namero que aportan defensas inmunolédgicas. Otro ejemplo lo constituye la respuesta a la infeccion cronica
causada Mycobacterium tuberculosis que produce tuberculosis (Kumer et al., 2008).

Durante la inflamacidn se presentan cambios rapidos en los vasos sanguineos, aunque la velocidad
de los cambios son variables y dependen de la naturaleza e intensidad del estimulo inflamatorio original.
Después de una vasoconstriccion transitoria, que dura unos segundos, se produce una vasodilatacion
arteriolar, lo que da lugar a un aumento localizado en el flujo de sangre y a una congestion de los lechos
capilares en sentido posterior. Esta expansion vascular es la causa del enrojecimiento (eritema) y aumento
del calor (figura 6). A medida que se desarrolla la estasis, los leucocitos, principalmente neutrofilos,
comienzan a acumularse en la superficie del endotelio vascular proceso denominado marginacion. Es la
primera etapa en el viaje de los leucocitos a través de la pared vascular hacia el interior de la pared
intersticial.

En la fase inicial de la inflamacion, la vasodilatacion arteriolar y el aumento del flujo sanguineo
llevan a un aumento de la presion hidrostatica intravascular, lo que da lugar a formacion de un liquido
denominado trasudado, que es esencialmente un ultrafiltrado de plasma sanguineo con determinadas
proteinas. Sin embargo el fluido extravascular no inflamatorio o trasudacion se ve pronto eclipsada por el
aumento de la permeabilidad vascular que permite el paso del liquido rico en proteinas al espacio
perivascular, lo cual reduce la presion osmotica intravascular y aumenta la presion osmotica del liquido
intersticial. El resultado neto es la salida de iones contenidos en agua hacia los tejidos extravasculares,

constituyendo asi la formacion de un edema (Kumar et al., 2008).



Figura 6. Representacion del proceso de inflamacion aguda donde se observa la diferencia en flujo y la

presion de un tejido normal y uno afectado (Tomado de Kumar ef al., 2003).

6.3 Mediadores quimicos del proceso de inflamacion

La respuesta inflamatoria estd controlada por moléculas de sefializacion conocidas como mediadores
inflamatorios. Algunos de estos mediadores muestran efecto vasoactivo, otros median el dolor, la fiebre, la
coagulacion o la quimiotaxia leucocitaria. Los mediadores del proceso inflamatorio se originan del plasma
o de las células. La produccion de estos mediadores es desencadenada por microorganismos o moléculas
sefializadores de dano. Entre los mediadores celulares se encuentran moléculas de histamina, serotonina,
enzimas lisosomales, prostaglandinas, leucotrienos, factores activadores de plaquetas, especies activadas
del oxigeno, 6xido nitrico y citocinas. Los mediadores plasmaticos incluyen sistemas de cininas, sistema de
la coagulacion/fibrndlisis, anafilatoxunas y complejos de ataque de membrana (Alberts y Bray, 1996).

Las citocinas son mediadores producidas por muchos tipos celulares, presentan funciones multiples,
entre ellas inmunidad innata, inmunidad adaptativa, inflamacion y hematopoyesis. Las quimiocinas son una
superfamilia de polipéptidos pequeios, que en su mayor parte contienen 90 a 130 residuos de aminodacidos.
Controlan en forma selectiva, y a menudo con especificidad, fendmenos como la adherencia, la quimiotaxis
y la activacion de muchos tipos de poblaciones y sus poblaciones de leucocitos. Algunas quimiocinas
participan en procesos inflamatorios, otras se expresan de manera constitutiva. Estos mediadores provienen
de tres fuentes principales, algunos son secretados por las células del hospedero como la histamina, las
prostaglandinas, los leucotrienos, el factor activador de plaquetas, el 6xido nitrico y las quimiocinas como
la IL-8, RANTES, linfotactina, fractalquina y citocinas proinflamatorias como las IL-1,IL-6,TNFa,INFa,
IFNa y IFNP, otros mediadores son productos intermedios del trauma tisular como la activacion de las

cascadas de coagulacion y del complemento, y otros mas son macromoléculas de origen microbiano como



los lipopolisacaridos, residuos de manosa, oligopéptidos y N-formilados (Alberts y Bray, 1996; Marroqui
et al.,2009).

Las citocinas ocasionan que los leucocitos se desplacen hacia diversos sitios tisulares al inducir su
adherencia al endotelio vascular. Después de emigrar a los tejidos, los leucocitos se atraen hacia las
grandes concentraciones de quimiocionas, lo que origina un reclutamiento dirigido de fagocitos y
linfocitos efectores en los sitios inflamados. El ensamblaje de leucocitos en los sitios infectados,
orquestando por las quimiocinas, es una parte esencial del montaje de una reaccion guiada apropiadamente
a un proceso infeccioso (Marroqui et al., 2009).

Una molécula mediadora de la respuesta inflamatoria es el acido araquiddnico, el cual es un
constituyente de la membrana celular. Es un &cido graso poliinsaturado de veinte carbones, derivado del
acido linoleico. La activacion del acido araquiddnico se lleva a cabo en la membrana celular por la accion
de fosfolipasas, que son activadas cuando se detecta dafio en la membrana celular, movimientos
intracitoplasmaticos de calcio o porque en lo receptores de la superficie de la célula se adhieren diversas
substancias liberadas durante el proceso inflamatorio como citosinas y péptidos quimiotacticos entre otras
moléculas. Una vez activado el 4cido, este puede seguir dos rutas metabdlicas: la de lipooxigenasa que da
lugar a los leucotrienos y la de las ciclooxigenasas (COX1, COX2) que forma tromboxanos,
prostaglandinas y prostaciclina (Mendoza, 2009). Los metabolismos del &cido araquiddénico tienen
funciones importantes en el proceso inflamatorio como vasodilatacion, aumento de la permeabilidad
celular, coagulacion, trombosis, dolor y su liberacion produce efectos en diversos sistemas del organismo.
Desde el punto de vista farmacoldgico, los derivados del dcido araquidonico son bloqueados por diversos

antiinflamatorios.

VII. Metabolismo de farmacos en organos principales

Cuando los farmacos ingresan al organismo sufren un conjunto de modificaciones quimicas por la accidén
de diferentes enzimas. Las mayores concentraciones enzimaticas se encuentran en el higado, intestino
delgado y colén. La mayoria de los fairmacos se absorben en el intestino en un proceso que combina
enzimas gastrointestinales y hepaticas. El sistema mas utilizado en el metabolismo de farmacos reside en
los microsomas hepaticos que contienen una funcion oxidasa que depende de la citocromo P450. E general,
las reacciones de biotransformacién producen metabolitos inactivos mas polares e hidrosolubles que
facilitan su eliminaciéon. Sin embargo, en algunos casos se generan metabolitos con mayor actividad
bioldgica, mas reactivos y en consecuencia con propiedades toxicas (Alberts y Bray, 1996).

Las reacciones de biotransformacion incluyen procesos de desalquilacion, desaminacion,

desepoxidacion, reduccion de aldehido-cetona, deshidrogenacion de alcohol, deshidrogenacion de aldehido



e hidrolisis de esteres-amidas. En ocasiones los farmacos no son transformados o eliminados sino que son
filtrados y reabsorbidos en los procesos renales. La biotransformacion también se realiza en bazo, gonadas,

epidermis y sangre (Alberts y Bray, 1996; Roos y Pawlina, 2007).

VIII. Antiinflamatorios
Los antiinflamatorios son farmacos que inhiben la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos, los
antiinflamatorios no esteroideos reducen la actividad sensibilizadora de las terminaciones sensitivas, asi
como la actividad vasodilatadora y quimiotéctica , interfiriendo de esta forma en uno de los mecanismos
iniciales de la inflamacion.
Los corticoesteroides que son derivados del colesterol incluyen prednisona, prednisolona 'y
metilprednisolona. Estos agentes antiinflamatorios ejercen diversos efectos cuyo resultado es la reduccion
del numero de linfocitos y la actividad de las células del sistema inmunolégico. Los glucocorticoides, por
lo general no interfieren en el desarrollo de la inmunidad adquirida en los seres humanos, ya que inhiben
las reacciones de hipersensibidad y el factor responsable de la migracion de los macrofagos (Beltran, 1986;
Mendoza, 2008).
Existen dos grupos de farmacos antiinflamatorios, los de naturaleza esteroide y los no esteroides. Los
esteroides son corticoides producidos en la glandula adrenal, los no esteroides son inhibidores de la
ciclooxigenasa producida por las prostaglandinas. La capacidad de los anti inflamatorios no esteroideos
para reducir la inflamacién es variable, en general, son mas eficaces frente a inflamaciones agudas que
cronicas, su accion depende del tipo de proceso inflamatorio y participacion relativa de algunos
eicosanoides.

Las acciones antiinflamatorias de los corticosteroides involucran moléculas de lipocortinas y de
fosfolipasa A2 que a través de la inhibicion del 4&cido araquidonico controlan la biosintesis de
prostaglandinas y leucotrienos (Mendoza, 2008).

Los glucocorticoides como la hidrocortisona (fig. 7), también estimulan la lipocortina 1 al escapar
al espacio extracelular, donde se une a los receptores de membrana de leucocitos e inhibe diversos eventos
inflamatorios como la adhesion epitelial, la emigracion, la quimiotaxis, la fagocitosis, el estallido
respiratorio y la liberacion de diversos mediadores inflamatorios entre las que se encuentran las citoquinas,
enzimas lisosomales, el activador del plasmindgeno tisular y las quimiocinas de los neutréfilos, macrofagos
y mastocitos. Ademads, el sistema inmune es suprimido por los corticosteroides debido a una disminucion
en la funcién del sistema linfatico, una reduccion en las concentraciones de inmunoglobulinas y la
precipitacion de linfocitopenia, asi como su funcidon en la interferencia de la unidén antigeno-anticuerpo

(Wishart et al., 2013).



O

Figura 7. Molécula de hidrocortisona (Tomado de Wishart et al., 2013)

La indometacina (fig. 8) es un antiinflamatorio no esteroide derivado del acido indolacético. Este
farmaco se introdujo en clinica en 1963 para el tratamiento de la artritis reumatoidea y procesos
inflamatorios relacionados. Aunque su eficacia es muy notable, su asociacion con una incidencia elevada
de efectos secundarios intolerables, a veces irreversibles y potencialmente fatales, ha limitado su uso. Es
uno de los mas potentes inhibidores de la sintesis de prostaglandinas, su accidon analgésica, independiente

de su accion antiinflamatoria, se ejerce a niveles central y periférico.

Figura 8. Molécula de indometacina (Tomada de Mendoza, 2008).



IX. Dosis efectiva, toxica y letal
Cualquier sustancia enddgena o exdgena (xenobiodtico) puede actuar como téxico, es decir que puede
producir efectos nocivos en el organismo. La toxicidad de una sustancia determinada esta relacionada con
la condicion del sujeto, dosis y el ambiente. Para conocer el efecto de farmaco se requiere conocer el
umbral de referencia que es la cantidad minima requerida para que se produzca un efecto en el organismo,
asi como la maxima concentracién del compuesto que no produce efectos adversos. El conocimiento de la
toxicidad de las sustancias se logra a través se ensayos experimentales con animales.

La dosis es la cantidad total de una sustancia a la cual el organismo es expuesto. La dosis efectiva
(ED) es la cantidad minima capaz de producir el efecto deseado del farmaco. La dosis téxica (TD) es la
cantidad de farmaco que produce algin efecto dafiino, en cambio, la dosis letal (LD) es la cantidad de
medicamento que produce la muerte (figura. 9). Un concepto que suele emplearse es el indice terapéutico,
empleado por primera vez por Pablo Ehrlich en 1913, que se define como la relacion de la dosis requerida
para producir un efecto toxico y la dosis necesaria para producir la respuesta terapéutica deseada (Klausen,

2008).

Figura. 9 Muestra la dosis ED o dosis efectiva, TD dosis toxica y LD dosis letal usados comiin mente en

estudios farmacologicos tomado de (Klausen, 2008)



X. Hipotesis Y Objetivos
Hipotesis

Al administrar un extracto acuoso de Piper auritum Kunth en diferentes concentraciones en el proceso
inflamatorio inducido en ratones macho cepa CD 1, se inhibird o disminuird, la inflamacion y se

comprobara el efecto antiinflamatorio referido por la poblacion mexicana.
Objetivo General

-Evaluar el efecto antiinflamatorio del extracto acuoso de Piper auritum Kunth en ratones macho cepa CD

1 en dos modelos de inflamacion, uno cronico y otro agudo.
Obijetivos particulares

-Evaluar el efecto antiinflamatorio del extracto acuoso de Piper auritum Kunth en dos modelos de
inflamacién cronico y agudo contrastado con dos anti inflamatorios de uso comercial indometacina e

hidrocortisona.

-Evaluar un posible dafio del extracto acuoso de Piper auritum en drganos como higado, corazon, bazo y

rifiones.

-Determinar las concentraciones de los marcadores de inflamacion ceruloplasmina y 6xido nitrico.



XI .Metodologia

11.10btencion del extracto acuoso de Piper auritum Kunth
Las hojas de Piper auritum fueron obtenidas de un invernadero de la localidad Dos Rios, ubicada en el
municipio de Huixquilucan, Estado de México. La determinacidon taxondmica del ejemplar se realizo en el
herbario FEZA-UNAM de la FES Zaragoza. El ejemplar herborizado tiene el registro 15616 (Figura 25).

Se recolectaron hojas de varios ejemplares que fueron lavadas con agua corriente y se pesaron 200
gramos. Las hojas se maceraron en una licuadora con 500 mL de agua destilada (Figura. 26). El macerado
se depositd en un matraz Erlenmeyer de 1L forrado con papel aluminio para protegerlo de la luz a fin de
evitar descomposicion de los componentes del extracto. El macerado permaneci6 en el matraz durante dos
dias a temperatura ambiente. Se procedid a filtrar el macerado con la ayuda de una gasa y un embudo
buchner al vacio. Se realiz6 una segunda filtracion con papel filtro cualitativo Whatman No. 1.

El extracto obtenido de las filtraciones se coloco en un matraz de rotavapor de 1 L, que previamente
se pesd en una balanza granataria. Se procedio a la concentracion del extracto a una temperatura de 60°C y
160 rpm revoluciones por minuto con presion reducida. El extracto se concentrd por un periodo de dos dias
guardando el extracto en el mismo matraz a una temperatura ambiente cubierto con aluminio y gasa estéril
asi al obtener una consistencia semisolida que fue secado en una estufa a 37.1°C cubriendo el matraz con
papel aluminio para evitar el contacto con la luz y la boca del matraz se cubrié con una gasa estéril durante
un periodo de tres dias, se comprobd con una espatula limpia que el extracto no presentara solvente y que
su consistencia fuera solida. Se pes6 el matraz con el extracto en su interior en la misma balanza granataria
con el fin de saber el porcentaje de rendimiento obtenido. Las paredes del matraz fueron raspadas con una
espatula para desprender la mayor cantidad de extracto solido. El extracto fue colocado en un mortero con
pistilo, para ser molido y convertido en un polvo fino (Figura 27).

El extracto hecho polvo fue colocado en un frasco d&mbar lavado con alcohol al 70% secado y
debidamente etiquetado con el nombre del extracto, especie vegetal y fecha de produccion. El frasco con el

polvo se coloco en un refrigerador a una temperatura constante de 3°C.

11.2 Ensayo cronico
Para los ensayos cronicos y agudo se emplearon ratones macho cepa CD 1 que fueron tratados de acuerdo a
la Norma Oficial Mexicana Zoologica de 1999 (NOM-062-Z00-1999), en relacion con el cuidado y
sacrificio de los animales en el laboratorio (Figura 30). La administracion del pellet se hizo siguiendo el
procedimiento desarrollado por (Marroquin et al. (2013).

Se prepararon 30 pellets de algodon de 10 mg, cuyo peso fue ratificado en una balanza analitica.

Los pellets se esterilizaron en autoclave a 2 atmosferas de presion y 120°C.



Se pesaron y marcaron 30 ratones machos de la cepa CD 1 previamente aclimatados un dia antes
del inicio del estudio a las condiciones de temperatura y estrés después de ser transportados del bioterio de
la FES Zaragoza a la UMIES (cuadro 7), se dividieron en cinco grupos de estudio de seis individuos cada
grupo a cada raton se le implantd un pellet subcutdneo en la zona escapular con la ayuda de un bisturi y de
una sonda estéril de acuerdo al procedimiento de (Marroquin et al., 2011)( Figura.28 y cuadro 7). Después
de la implantacion del pellet a los 30 ratones se procedid a la administraron de volimenes constantes del
grupo testigo solucion salinal0) mL/Kg ,antiinflamatorio comercial hidrocortisona 15 mg/ kg y extracto
acuoso de Piper auritum Kunth de concentraciones 20, 40 y 80 mg/Kg en el rango de la dosis efectiva en
base al peso (cuadro 7) , por medio de una sonda géastrica (Figura 29), la administracion de las sustancias se
realizd diariamente a la misma hora en la que fueron administrados la primera vez durante 10 dias
manteniendo aislados a los ratones en cajas de policarbonato con agua y alimento disponible durante todo
el ensayo (Figura 30), la preparacion de las dosis correspondientes del extracto acuoso de piper auritum
Kunth e antiinflamatorio de uso comercial hidrocortisona de realizo cada 3 dia del ensayo tomando
siempre del extracto principal en polvo guardado a 3°C cuyos célculos fueron realizados por concentracion
de diluciones (anexo XVIL.).

Al onceavo dia, todos los ratones fueron pesados y anestesiados en una camara con éter (Figura 31),
al momento se procedi6 a realizar una incision del plexo axilar con la ayuda de un bisturi estéril y usando
la presion arterial del raton, se colecto aproximadamente 1 a 2 ml de sangre en tubos ependorff foliados
del 1 al 30 asignando cada tratamiento un numero o secuencia para el estudio, después de obtener la sangre
se procedio al sacrificio por dislocacion posteriormente se separd el suero dejando coagular la sangre a
temperatura ambiente y centrifugando a 10000 rpm ( revoluciones por minuto) para cada tratamiento por
raton extrayendo una micropipeta alrededor de 400uL de suero colocando el suero en otros tubos foliados
dichos tubos se congelaron a -20°C para su posterior andlisis. Al terminar de extraer la sangre y con los
efectos de la anestesia, se procedid a sacrificar a los ratones por la técnica de dislocacion. Se realizé una
diseccion de cada uno de los individuos (figura 32) donde fue retirando el pellet de algodon y pesado en
una balanza analitica y colocada en una placa de ELISA estéril dejandose por 5 dias en una estufa a una
temperatura de 37.1°C (Figura 34), también cada raton se le retird cuidadosamente con pinzas, el higado, el
corazon, el rifidon y el bazo. Los drganos se colocaron en cajas petri que fueron pesados inmediatamente
en una balanza analitica. Cada caja Petri fue etiquetada de acuerdo a los tratamientos recibidos y

posteriormente3 se calcul6 el coeficiente de relacion de peso 6érgano animal (figura.33).



11.2.1. Determinacion de ceruloplasmina

Se pes6d 0.2 g de agarosa que fue vertida en un matraz Erlenmeyer de 50 mL con 20 mL de (fosfato
dibasico de sodio) PBS. La agarosa contenida en el matraz fue solubilizada en un horno de microondas
mediante tres ciclos de 10 segundos.

En un bafio Maria a una temperatura de incubacion de 45°C se colocaron 6 tubos de ensaye de 6 x
100, en los que se colocaron 3 mL de la solucidon de agarosa. A los tubos incubados con agarosa también se
les agregd 150 pL de suero anticeruloplasmina de ratdon obtenido de un conejo dejandose incubar por 5
minutos. Cada tubo fue agitado vigorosamente con un vortex y su contenido fue colocado en una placa con
6 pozos de 35 mm, misma que se cubrid y espero hasta que gelificara a temperatura ambiente por 5
minutos. En cada pozo se instrumentd de perforacion 4 agujeros siguiendo el patron de la distribucion de
los numeros de un reloj, es decir, a las 12, 3, 6 y 9. Cada uno de los pozos hechos en las dos placas fue
etiquetado con el nimero de andlisis de cada uno de los individuos estudiados a cada pozo se le agrego 5
pL de suero de raton de cada grupo tratado siguiéndola secuencia asignada. Las dos placas fueron
colocadas por 48 hrs en refrigeracion.

Se procedi6 a realizar las mediciones del didmetro del halo con un vernier al sol observando si
habia formacion de los halos de precipitacion de la reaccion de las proteinas de ceruloplasmina y el
antigeno posteriormente se establecié un estdndar de medicion de los halos en base a la concentracion de
proteina ceruoplasmina presente en suero.

11.2.2. Determinacion de nitritos por el método de Griess” s

Para esta técnica se procedid primeramente al plateado de cadmio, se emplearon 30 tubos de ensaye de 13
x 100 enumerados consecutivamente de acuerdo a los distintos tratamientos (solucién salina,
hidrocortisona 10 mg/Kg y las dosis administradas de extracto de Piper auritum de 20, 40 y 80 mg /kg.),
aplicados a los ratones. A cada tubo se les agrego 0.5 g de cadmio metalico mismo que se lavo con
solucion de HCI 0.1 N. Posteriormente a cada tubo se le agrego 2 mL de solucion de CuSO4 .5H,0 al 5%
p/v. Los tubos se pusieron en agitacion por 10 minutos en un rocker. Se elimind el sobrenadante de cada
tubo y se hicieron tres lavados con agua destilada, desechando el sobrenadante para eliminar el cobre.
Nuevamente se procedi6 a lavar con HCI 0.1 N y a centrifugar a 3500 rpm durante 5 minutos quitando
todo el sobrenadante.

Se observd que el cadmio al fondo de cada tubo presentara en su superficie un brillo plateado. Se

adicion6 NH4Cl al 5% p/v con pH 9.



Numero de tubo Solucion de NaNO;3 | Agua destilada pL. | Concentracion
Calibracion pL pg/Ml

1 0 900 0

2 100 800 0.20
3 200 700 0.40
4 300 600 0.60
5 400 500 0.80
6 500 400 1.0

Cuadro 3. Diluciones de NaNO3 , agua y concentracion de NaNO3 para la curva de calibracion
Curva de calibracion

Se prepar6 una solucion de NaNOs de concentracion 2pg/mL. Para esta solucion se pesd 0.02g de nitrato
de sodio (NaNOs) en una balanza analitica, el cual se aforo en un matraz 100 mL con agua destilada. Se
agitd vigorosamente en un vortex. Esta solucion denominada A o base tuvdé una concentracion de
200pg/mL. En el (cuadro 3 y Figura 31) , se muestra la relacion de las diluciones de NaNOs, agua destilada
y las concentraciones de NaNOs por mL.

Se tomo una alicuota de 100ul de la soluciéon A con la ayuda de una micropipeta con punta estéril de rango
de 10 a 100ul. La alicuota de la solucién A se colocd en otro matraz aforado del mismo volumen, tratando
de no tocar las paredes del matraz, posteriormente se aford con agua destilada y se agitd vigorosamente,
dicha solucion se le nombro6 solucion B o de calibracion con concentracion de 100 pg/mL.

En 6 tubos (cuadro 3 y Figura ) de ensayo estériles de 13 x 100 enumerados, y con ayuda de un
micropipeta de 100 a 1000uL se tomo para cada tubo de la solucién B de calibracion junto con un volumen
de agua destilada en base a la siguiente proporcion de nuestra curva de calibracion establecida en la figura
al igual para el tratamiento de las 30 muestras de suero de raton.

11.2.3. Determinacion de NO, en suero de ratéon

Las 30 muestras de suero mantenidas a una temperatura de -20°C y enumeradas de acuerdo al tratamiento
ensayado, fueron colocadas en una gradilla de tubos ependorff a temperatura ambiente durante un lapso de
30 minutos para su descongelamiento. Se dispuso de otros 30 tubos ependorff estériles que fueron
etiquetados consecutivamente de acuerdo a los tratamintos ensayados y en concordancia con las muestras
contenidas en los 30 tubos congelados. Los tubos que contenian las muestras de suero fueron agitadas
vigorosamente y con ayuda de una micropipeta, se tomaron 100 pL de suero concentrado de cada una de
las muestras que posteriormente fue colocada en los nuevos tubos foliados, a los cuales se les adiciono 300

uL de agua destilada. Se agitaron y se les adicion6 20 pL de ZnSQy,, y centrifugaron a 10000 rpm durante 5



minutos. Pasando este tiempo se tomaron los tubos con cadmio plateado a los cuales se les desecho el
sobrenadante de solucion NH4Cl, y se le agrego el sobrenadante dejando al fondo el pellet que se formo
en cada uno de los tubos con suero diluido.

Los tubos que contenian el suero y el cadmio plateado fueron colocados en un rocker por 15
minutos, después fueron centrifugados a 3500 rpm durante 5 minutos. De cada tubo se recogid 200 pL de
sobrenadante de que fue colocado en nuevos tubos de ensayo, estériles, de 13 x 100, enumerados conforme
al tratamiento correspondiente, a estos mismos tubos se les adicion6 700uL de agua destilada con 50 pL de
sulfanamida y 50 pL de reactivo de NED ( N-(1-naftil)-etilendiamina), se dejaron incubar por 10 minutos
a temperatura ambiente.Posteriormente las muestras fueron leidas en celdas de plastico en un

espectrofotometro JENWAY 6305 uv/vis a 540 nm.

11.3 Ensayo agudo

Se emplearon 30 ratones machos cepa CD1 con un peso promedio de 40 g, divididos en cinco grupos que
correspondieron a los cinco tratamientos (solucion salina, indometacina 10 mg/kg, extracto de Piper
auritum de 20, 40 y 80 mg /kg). Cada grupo consté de 6 individuos de estudio que fueron marcados y
aclimatados por un periodo de 24hrs. Después de dicho periodo, se les privd de alimento durante 16 hrs,
con acceso libre al agua.

El dia del ensayo, se midid el grosor de la pata izquierda con la ayuda de un micrémetro
registrando el grosor inicial en mm (Figura 36). Después se inyectaron con la ayuda de una jeringa de insulina
50 pL de carragenina al 1% p/v para provocar una inflamacion aguda en el cojinete plantar de la pata
izquierda trasera (Figura 35). Inmediatamente después de la inoculacion de la carragenina, cada uno de los ratones
de los cinco grupos fue administrado con la ayuda de una sonda gastrica (Figura 29), con el tratamiento
correspondiente a su grupo. Asi, en el grupo A, se le inyect6 solucion salina, en el grupo B, Indometacina 10mg/kg,
en el C, extracto de Piper auritum 20 mg /kg, en el grupo D, 40 mg /kg y en el grupo E, 80 mg /kg. Después
de la administracion de los tratamientos, se midio el grosor del cojinete plantar de la pata izquierda trasera.
Las mediciones se hicieron en periodos de 1, 2, 3, 4 y 5 horas con el uso de un cronometro se fueron
ajustando los tiempos para poder asi administrar a 1 hora exacta después al medir el cojinete plantar
(Figura 36) registrando en una bitacora el grosor en mm del cojinete plantar. Al terminar el ensayo, los 30
individuos fueron sacrificados en cdmara de éter procurando el menor sufrimiento del animal.

Los datos obtenidos de los ensayos cronico y agudo fueron capturados en una base de datos en
Microsoft Excel 2007 y analizados con el programa estadistico SPSS de IBM version 10.5 donde se
obtuvo la media, desviacion estdndar, margen de error Yy significancias. Las graficas de los datos se

realizaron con el programa SIGMA PLOT version 12.0 para Windows xp.



XII. Resultados

12.1 Extracto acuoso de hoja santa Piper auritum Kunth
La cantidad de extracto acuoso en crudo que se obtuvo apartir de 200g de hoja fresca Piper auritum Kunth
por el método de destilacion al vacio un rendimiento de 1.98% peso del matraz antes de colocar el

extracto 72.2g, peso del matraz con el extracto seco 76.16g cantidad de extracto obtenido 3.96g.

12.2 Ensayo cronico

Determinacion de ceruloplasmina

En la figura 10 se muestran los resultados obtenidos de la concentracion de ceruloplasmina en cada uno de
los tratamientos ensayados. Ninguno de los 5 grupos experimentales tratados con mostr6é diferencias
significativas *p< 149 respecto a la concentracion en mg/dL de ceruloplasmina proteina de fase aguda, en

plasma sanguineo obtenida de ratones machos adultos cepa CD 1 en ensayo cronico.

Figura 10. Concentracion de ceruloplasmina en los cinco tratamientos ensayados. SS= solucion salina,
hidrocortisona, 20 mg/kg= extracto de Piper auritum 20 mg/kg, 40 mg/kg= extracto de Piper auritum 40
mg/kg, 80 mg/kg= extracto de Piper auritum 80 mg/kg.



indice hepatico
En la figura 11 se muestran los valores del peso del higado en g, obtenido en ratones macho cepa CD1 en

los cinco tratamientos ensayados no existen diferencias significativas *P<.258

Peso del higado g

55 Hidrocortisona 20mgdkg 40magdkg 80mgkg
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Figura 11. Indice hepatico obtenidos en ratones macho cepa CD1 en modelo de ensayo cronico en los cinco
tratamientos ensayados. SS= solucion salina, hidrocortisona 15mg/kg= extracto de Piper auritum 20
mg/kg, 40 mg/kg= extracto de Piper auritum 40 mg/kg, 80 mg/kg= extracto de Piper auritum 80 mg/kg.



ndice esplénico

En la figura 12 se observan los valores obtenidos del peso del bazo en g., obtenido en ratones macho cepa
CDI en los cinco tratamientos ensayados. A pesar que existe una diferencia estadisticamente significativa
entre el grupo tratado con el antiinflamatorio hidrocortisona que fue mayor en relacion con los demas

tratamientos ensayados no mostro diferencia estadisticamente significativa alguna *p<.152
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Figura 12. Indice esplénico obtenidos en ratones macho cepa CD1 en modelo de ensayo crénico en los
cinco tratamientos ensayados. SS= solucion salina, hidrocortisona 15 mg/kg= extracto de Piper auritum 20
mg/kg, 40 mg/kg= extracto de Piper auritum 40 mg/kg, 80 mg/kg= extracto de Piper auritum 80 mg/kg.



indice cardiaco
En la figura 13 se observan los valores obtenidos del peso del corazon en g, obtenido en ratones macho
cepa CD1 en los cinco tratamientos ensayados. No hubo donde diferencias significativas entre los

tratamientos *P<.859.
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Figura 13. Indice cardiaco obtenidos en ratones macho cepa CD1 en modelo de ensayo cronico en los cinco
tratamientos ensayados. SS= solucién salina, hidrocortisona 15 mg/kg= extracto de Piper auritum 20
mg/kg, 40 mg/kg= extracto de Piper auritum 40 mg/kg, 80 mg/kg= extracto de Piper auritum 80 mg/kg.



indice renal
En la figura 14 se observan los valores obtenidos del peso de los rifiones en g obtenidos en ratones macho
cepa CDI1 en los cinco tratamientos ensayados. No hubo diferencias significativas entre los tratamientos

*P<.824.
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Figura 14. Indice renal obtenidos en ratones macho cepa CD1 en modelo de ensayo cronico en los cinco
tratamientos ensayados. SS= solucion salina, hidrocortisona, 15 mg/kg= extracto de Piper auritum 20
mg/kg, 40 mg/kg= extracto de Piper auritum 40 mg/kg, 80 mg/kg= extracto de Piper auritum 80 mg/kg.



Concentracion de nitritos

En la figura 15 se observan los valores obtenidos de nitritos en plasma, cuantificados en mg/dl en ratones

macho cepa CDI1 en los cinco tratamientos ensayados. No hubo diferencias significativas entre los
tratamientos *P<681.
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Figura 15. Concentracion de nitritos obtenidos en ratones macho cepa CD1 en modelo de ensayo cronico
en los cinco tratamientos ensayados. SS= solucion salina, hidrocortisona, 15 mg/kg= extracto de Piper

auritum 20 mg/kg, 40 mg/kg= extracto de Piper auritum 40 mg/kg, 80 mg/kg= extracto de Piper auritum
80 mg/kg.



Descriptivos

grupos y tratamientos

inflamacién cronica

Intervalo de confianza para la

media al 95%

N Desviacién Limite
Individuos Media tipica Error tipico | Limite inferior superior Minimo Maximo

bazo SS(solucién salina) 6 543531 11610861 .0657631 .374482 712581 .3915 .8445
Hidrocortisona 15mg/Kg 6 1.272622 .9398325 .3836850 .286328 2.258916 .2639 2.1990

20mg/Kg piper auritum 5 1.073794 | 1.1603806 .5189380 -.367009 2.514597 4389 3.1404

40mg/kg piper auritum 6 472827 .2328644 .0950665 .228450 717203 .2181 .8750

80mg/kg piper auritum 6 489684 .2958394 1207759 179220 .800149 .2079 1.0221

Total 29 .760033 .7051911 .1309507 491793 1.028273 .2079 3.1404

higado SS(solucién salina) 6 5.812637 4355457 1778108 5.355560 6.269714 5.2840 6.4652
Hidrocortisona 15mg/Kg 6 5.235987 5398134 .2203779 4.669488 5.802487 4.6483 6.2274

20mg/kg piper auritum 5 6.278161| 1.0529006 4708715 4.970812 7.585510 5.1903 8.0282

40mg/kg piper auritum 6 5.292643 .3963823 11618224 4.876666 5.708621 4.8663 5.9241

80mg/kg piper auritum 6 5.337603 | 1.4575250 5950321 3.808024 6.867182 3.3619 7.8350

Total 29 5.567725 .8976741 .1666939 5.226268 5.909182 3.3619 8.0282

rifién SS SS(solucion salina) 6 1.415516 1436189 .0586322 1.264798 1.566235 1.2411 1.5831
Hidrocortisona 6 1.363809 1313888 .0536392 1.225924 1.501693 1.2258 1.5684

20mg/kg piper auritum 5 1.490706 2252791 .1007479 1.210985 1.770427 1.2138 1.8400

40mg/kg piper auritum 6 1.403746 1116958 .0455996 1.286528 1.520963 1.2563 1.5789

80mg/kg piper auritum 6 1.339904 .3746043 1529316 .946781 1.733027 .9160 1.9776

Total 29 1.399703 .2094775 .0388990 1.320022 1.479384 .9160 1.9776

corazoén SS SS(solucién salina) 6 529537 .0663735 .0270969 1459882 .599192 4373 .6215
Hidrocortisona 15mg/Kg 6 .522089 .0421959 .0172264 AT7807 .566370 4639 5726

20mg/kg piper auritum 5 488372 .0357380 .0159825 443997 .532746 4453 5311

40mg/kg piper auritum 6 .641080 .5563805 2271414 .057194 1.224965 .3628 1.7740

80mg/kg piper auritum 6 1496962 .0992978 .0405382 .392755 .601169 .3451 .6118

Total 29 .537237 2479372 .0460408 442926 .631547 .3451 1.7740

ceruloplasmina  SS SS(solucién salina) 6 3.3300 .22045 .09000 3.0986 3.5614 2.97 3.51
Hidrocortisona 15mg/Kg 6 3.5550 .57698 .23555 2.9495 4.1605 2.70 4.32

20mg/kg piper auritum 5 3.7260 .35204 .15744 3.2889 4.1631 3.24 4.05

40mg/kg piper auritum 6 3.5550 .20325 .08298 3.3417 3.7683 3.24 3.78

80mg/kg piper auritum 6 3.8700 .32699 13349 3.5268 4.2132 3.24 4.05

Total 29 3.6031 .38371 .07125 3.4571 3.7491 2.70 4.32

nitritos SS 6 5.9650 5.06785 2.0689%4 .6466 11.2834 1.52 15.23
Hidrocortisona 15mg/Kg 6 8.7568 9.30547 3.79894 -1.0087 18.5223 .76 26.66

20mg/kg piper auritum 5 3.4802 5.32248 2.38029 -3.1285 10.0889 .38 12.95

40mg/kg piper auritum 6 4.5068 6.82443 2.78606 -2.6550 11.6686 .00 16.00

80mg/kg piper auritum 6 4.3700 4.87676 1.99093 -.7478 9.4878 .38 12.90

Total 29 5.4825 6.33971 1.17726 3.0710 7.8940 .00 26.66

Cuadro 4 .Datos estadisticos obtenidos de SPSS IBM de las respecto a los tratamientos correspondiente a
concentracion ceruloplasmina nitritos ,indice, esplénico, hepatico y cardiaco figuras 10,11,12,13,14 y15
muestra el numero de individuos en el estudio, media y desviacion estandar




ANOVA

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Bazo Inter-grupos 3.283 4 .821 1.851 162
Intra-grupos 10.641 24 443
Total 13.924 28
Higado Inter-grupos 4.316 4 1.079 1.419 .258
Intra-grupos 18.247 24 .760
Total 22.563 28
Rifién Inter-grupos .072 4 .018 375 .824
Intra-grupos 1.156 24 .048
Total 1.229 28
Corazén Inter-grupos .088 4 .022 .324 .859
Intra-grupos 1.633 24 .068
Total 1.721 28
ceruloplasmina Inter-grupos .978 4 .245 1.867 .149
Intra-grupos 3.144 24 131
Total 4.123 28
Nitritos Inter-grupos 98.908 4 24.727 578 .681
Intra-grupos 1026.467 24 42.769
Total 1125.375 28

Cuadro 5 .Datos estadisticos obtenidos de SPSS IBM de las respecto a los tratamientos correspondientes a
concentracion ceruloplasmina nitritos, indice, esplénico, hepatico y cardiaco figuras 10,11,12,13,14 y15
no mostraron diferencias significativas



Peso del pellet himedo

En la figura 16 se observan los valores obtenidos en mg, de los pellets himedos en ratones macho cepa
CD1 en los cinco tratamientos ensayados. No hubo diferencias significativas entre los tratamientos
*P<.989.
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Figura 16. Peso de los pellets humedos en mg, obtenidos en ratones macho cepa CD1 en modelo de ensayo
crénico en los cinco tratamientos ensayados. SS= solucion salina, hidrocortisona, 15 mg/kg= extracto de
Piper auritum 20 mg/kg, 40 mg/kg= extracto de Piper auritum 40 mg/kg, 80 mg/kg= extracto de Piper
auritum 80 mg/kg.



Peso del pellet seco

En la figura 17 se observan los valores obtenidos en mg, de los pellets secos en ratones macho cepa CD1

en los cinco tratamientos ensayados. No hubo diferencias significativas entre los tratamientos *P<.148.
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Figura 17. Peso de los pellets secos en mg, obtenidos en ratones macho cepa CD1 en modelo de ensayo
crénico en los cinco tratamientos ensayados. SS= solucion salina, hidrocortisona, 20 mg/kg= extracto de
Piper auritum 20 mg/kg, 40 mg/kg= extracto de Piper auritum 40 mg/kg, 80 mg/kg= extracto de Piper
auritum 80 mg/kg.



Comparaciones miltiples
HSD de Tukey

Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de Limite
Variable dependiente () tratamiento () tratamiento medias (-J) | Emortipico Sig. Limite inferior Superior
pellets secos TESTIGO 55 HIDROCORTISONA 15mgikG 44.00000 | 19124888 999 -519.4247 60T 4247
EXTRACTO ACUOSO 20 mafkg -280.73333 | 200.58351 634 -871.6582 3101915
EXTRACTO ACUIOSO 40 maikg -216.16667 | 181.24888 788 7T9.5814 347.2580
EXTRACTO ACUOSO 80maika 181.50000 | 191.24888 875 -381.9247 744.9247
HIDROCORTISOMNA 15mgikG  TESTIGO SS -44.00000 | 191.24888 999 B07.4247 519.4247
EXTRACTO ACUOSO 20 malkg -37473333 | 20058351 500 815 6582 2661815
EXTRACTO ACUOSO 40 mafkg -260.16667 | 191.24888 658 -823.5914 303.25680
EXTRACTO ACUOSO B0maikg 137.50000 | 191.24888 950 -425.9247 700.9247
EXTRACTO ACUOSO 20 malg  TESTIGO 58 28073333 | 200.58351 634 -310.1915 871.6582
HIDROCORTISOMNA 15maikG 32473333 | 200.68351 500 -266.1915 916.6582
EXTRACTO ACUOSO 40 malkg 64 56667 | 200 58351 998 -526.3582 6554815
EXTRACTO ACUOSO 80maikg 462.23333 | 200.58351 478 -128.6915 10531562
EXTRACTO ACUOSO 40 malkg  TESTIGO SS 21616667 | 191.24888 789 -347.2580 779.5014
HIDROCORTISOMA 15ma/kG 26016667 | 191.24888 658 -303.2580 823.5014
EXTRACTO ACUOSO 20 maikg -64.56667 | 200.58351 998 -656.4815 526.3582
EXTRACTO ACUOSO 80maika 397 666GT | 19124888 261 -165 7580 961.0914
EXTRACTO ACUOSO 80mgikg  TESTIGO SS -181.50000 | 191.24888 875 7449247 381.9247
HIDROCORTISONA 15maikG -137.50000 | 191.24888 950 -700.9247 4259247
EXTRACTO AGUOSO 20 malkg -462.23333 | 200.58351 478 -1053.1582 128.6915
EXTRACTO ACUOSO 40 maikg -397.66667 | 191.24888 (261 -961.0814 166.7580
pellets humedos TESTIGO 55 HIDROCORTISONA 15mgikG -6.66667 | 4501482 1.000 -139.2816 1259483
EXTRACTO ACUOSO 20 mafkg -20.06667 | 47.21194 993 -158.1544 119.0211
EXTRACTO ACUOSO 40 malkg -11.66667 | 45.01482 .99 -144.2816 120.9483
EXTRACTO ACUOSO 80maika -21.16667 | 45.01482 989 -153.7816 111.4483
HIDROCORTISONA 15mgikG  TESTIGO SS 6.66667 | 45.01482 1.000 -125.9483 139.2816
EXTRACTO ACUOSO 20 malkg -13.40000 | 4721194 998 152 4877 125 6877
EXTRACTO ACUOSO 40 mafkg -5.00000 | 45.01482 1.000 -137.6150 127.6150
EXTRACTO ACUOSO B0maikg -14.50000 | 45.01482 998 -147.1150 118.1150
EXTRACTO ACUOSO 20 malg  TESTIGO 58 20.06667 | 47.21184 993 -118.0211 159.1544
HIDROCORTISONA 15maikG 13.40000 | 47.21184 998 -125.6877 1524877
EXTRACTO ACUOSO 40 moikg 540000 | 4721184 1.000 -130 6877 147 4877
EXTRACTO ACUOSO 80maikg -1.10000 | 47.21184 1.000 -140.1877 137.9877
EXTRACTO ACUOSO 40 malkg  TESTIGO SS 11.66667 | 45.01482 999 -120.9483 144.2816
HIDROCORTISOMA 15ma/kG 500000 | 45.01482 1.000 -127.6150 137.6150
EXTRACTO ACUIOSO 20 maikg -B.40000 | 47.21184 1.000 -147.4877 130.6877
EXTRACTO ACUOSO 80maika -9.50000 | 4501482 1.000 -1421150 123.1150
EXTRACTO ACUOSO 80mgikg  TESTIGO SS 2116667 | 45.01482 989 -111.4483 153.7816
HIDROCORTISONA 15maikG 14.50000 | 45.01482 998 -118.1150 147.1150
EXTRACTO AGUOSO 20 malkg 110000 | 47.21184 1.000 -137.9877 1401877
EXTRACTO ACUJOSO 40 maikg 9.50000 | 45.01482 1.000 -123.1150 1421150
ANOVA de un factor
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
pellet seco Inter-grupos 821065.915 4 205266.4749 1.871 148
Intra-grupos 2633481.533 24 1089728.397
Total 3454547 448 28
pellethumedo  Inter-grupos 1860.932 4 465.233 ' 989
Intra-arupos 145896.033 24 6079.001
Total 147756.966 28

Cuadros 6. Muestra los grupos 5 grupos de comparacion tukey y ANOVA de la diferencia de medias
con los tratamientos administrados con respecto al peso de los pellets humedos y pellets secos donde no se
observa diferencia significativas en testigo solucion salina antiinflamatorio hidrocortisona solucién salina
y tratamientos del extracto acuoso de hoja santa a diferentes dosis Figuras 16 y 17.



Grafica de pérdida y ganancia de peso corporal ensayo crénico
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Figura 18. Se observa el promedio de peso ganado y perdido de los ratones durante el ensayo cronico del
dia 1 al dia 10 de tratamiento con solucion salina, hidrocortisona y extracto acuoso de piper auritm Kunth a
diferentes dosis, donde el testigo solucion salina hubo un aumento de peso normal y el las dosis de
antiinflamatorio hidrocortisona hay un marcado descenso en los pesos corporales al igual que las dosis de

extracto acuoso de piper auritm Kunth siendo la mas notable la dosis de 80 mg/kg.



12.3 Ensayo agudo

Grosor de la pata después de una hora de aplicar los tratamientos

En la figura 19. se observan los valores del grosor de la pata (mm) obtenido después de una hora de aplicar
los tratamientos, en ratones macho cepa CD1 en los cinco tratamientos ensayados .muestran diferencias

significativas entre 20 mg vs testigo solucion salina * p<0.05, indometacina 10mg/Kg vs contra 20mg*

p<0.05,40mg/Kg vs 20 * p<0.05,80mg/Kg vs 20mg/Kg * p<0.05.

GROSOR DE LA PATAA 1HR

1,5
e
£ T T
S 10 -
: |
S
5 |
o> 05 -
®
()]
©
S 00
S
-
=
g -0!5 T
©
>
kel
S -1.0 -
e
>
@
-1,5 T T T T T

Testigo SS Indometacina 20mg/Kg 40mg/Kg 80mg/Kg
TRATAMIENTO

[ Col 2
I Col 2: -0,84

Figura 19. Grosor de la pata en mm, después de una hora de la aplicacion de los tratamientos, obtenidos en
ratones macho cepa CD1 en modelo de ensayo cronico en los cinco tratamientos ensayados. SS= solucion
salina, indometacina, 20 mg/kg= extracto de Piper auritum 20 mg/kg, 40 mg/kg= extracto de Piper
auritum 40 mg/kg, 80 mg/kg= extracto de Piper auritum 80 mg/kg.



Grosor de la pata después de 2hrs de aplicar los tratamientos

En la figura. 20 se observan los valores del grosor de la pata (mm) obtenido después de 2 hrs de aplicar los
tratamientos, en ratones macho cepa CD1 en los cinco tratamientos ensayados. En el modelo de ensayo
agudo, la dosis de indometacina 10 mg/Kg vs 40 mg/Kg * p<0.38,la dosis de 40 mg/Kg vs 20mg/Kg

* p<0.01,40 mg/Kg vs indometacina 10 mg/Kg * p<0.38, 40 mg/Kg vs 20 mg/Kg * p<0.01 Presento

diferencias significativas
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Figura 20. Grosor de la pata en mm, después de 2 hrs de la aplicacion de los tratamientos, obtenidos en
ratones macho cepa CD1 en modelo de ensayo cronico en los cinco tratamientos ensayados. SS= solucion
salina, indometacina, 10 mg/kg= extracto de Piper auritum 20 mg/kg, 40 mg/kg= extracto de Piper
auritum 40 mg/kg, 80 mg/kg= extracto de Piper auritum 80 mg/kg.



Grosor de la pata después de 3 hrs de aplicar los tratamientos

En la figura 21 se observan los valores del grosor de la pata (mm) obtenido después de 3 hrs después de
aplicar los tratamientos, en ratones macho cepa CD1 en los cinco tratamientos ensayados. En el modelo de
ensayo agudo, la dosis indometacina 10mg/Kg vs 20 mg/ kg vs *P<0.023,20mg/Kg vs 40mg/Kg *P<0.029
,40mg/Kg vs 20mg/Kg*P<0.029 presentd diferencias significativas con respecto al testigo, al

antiinflamatorio indometacina, y a las dosis de extracto de Piper auritum kunth de 40mg/kg y de 80mg/kg.
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Figura 21. Grosor de la pata en mm, después de 3 hrs de la aplicacion de los tratamientos, obtenidos en
ratones macho cepa CD1 en modelo de ensayo cronico en los cinco tratamientos ensayados. SS= solucion
salina, indometacina, 10 mg/kg= extracto de Piper auritum 20 mg/kg, 40 mg/kg= extracto de Piper

auritum 40 mg/kg, 80 mg/kg= extracto de Piper auritum 80 mg/kg.



Grosor de la pata después de 4 hrs de aplicar los tratamientos

En la Figura 22. Se observan los valores del grosor de la pata (mm) obtenido después de 4 hrs después de
aplicar los tratamientos, en ratones macho cepa CDI en los cinco tratamientos ensayados. La dosis de 20
mg/Kg *P< 0.02 presenta significancia con el grupo testigo, al igual que con el antiinflamatorio

Indometacina *P<0.07 y con la dosis de 40mg/Kg *P<0.49.
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Figura 22. Grosor de la pata en mm, después de 4 hrs de la aplicacion de los tratamientos, obtenidos en
ratones macho cepa CD1 en modelo de ensayo cronico en los cinco tratamientos ensayados. SS= solucion
salina, indometacina, 10 mg/kg= extracto de Piper auritum 20 mg/kg, 40 mg/kg= extracto de Piper
auritum 40 mg/kg, 80 mg/kg= extracto de Piper auritum 80 mg/kg.



Grosor de la pata después S hrs de aplicar los tratamientos

En la figura 23 se observan los valores del grosor de la pata (mm) obtenido después de 5 hrs después de
aplicar los tratamientos, en ratones macho cepa CD1 en los cinco tratamientos ensayados. En el modelo de
ensayo agudo, la dosis de 20 mg/ kg presentd diferencias significativas con respecto al testigo *P<.005, al
antiinflamatorio indometacina *P<,002 y a las dosis de extracto de Piper auritum de 40mg/kg *P<,000 y

de 80mg/kg P*<,000.

GROSOR DE LA PATA A LAS 5 HRS
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Testigo SS Indometacina 20 mg/Kg 40 mg/Kg 80 mg/Kg
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Figura 23.Diferencia de medias grosor de la pata en mm, después de 5 hrs de la aplicacion de los
tratamientos, obtenidos en ratones macho cepa CD1 en modelo de ensayo cronico en los cinco tratamientos
ensayados. SS= solucion salina, indometacina, 10 mg/kg= extracto de Piper auritum 20 mg/kg, 40 mg/kg=
extracto de Piper auritum 40 mg/kg, 80 mg/kg= extracto de Piper auritum 80 mg/kg.



HSD Tukey

Comparaciones mlultiples

confianza
Diferencia de Error o . Limite
Variable dependiente medias (I-J) estandar Sig. Limite inferior superior
t1 Testigo Indometacina
,2850000 ,1869361 .557 -,264007 ,834007

40 -, 1133333 .1869361 973 -.662341 435674
80
,3600000 .1869361 .330 -,189007 ,909007
Indometacina Testigo -,2850000 ,1869361 557 -.834007 ,264007
40 -,.3983333 ,1869361 .239 -.947341 ,150674
80 ,0750000 ,1869361 ,994 -, 474007 ,624007

20

Testigo

-1,7300000"

, 1869361

-2,279007

-1,180993

40 Testigo 1133333 1869361 073 _435674 662341
1 taci

ndometacina 3983333 1869361 ,239 -,150674 947341

80 ,A733333 ,L1869361 115 -,075674 1,022341

80 Testigo ~.3600000 1869361 330 —.909007 189007

Indemetacina -,0750000 ,11869361 994 -,624007 474007

40 -, 4733333 1869361 115 -1,022341 ,075674

2 Testigo Indemetacina 2416667 2108875 781 _377683 861016

20 ,6150000 2108875 052 -,004350 1,234350

40 -,4050000 2108875 333 -1,024350 214350

8o ,0400000 2108875 1,000 -,579350 659350

Indometacina Testigo ., 2416667 2108875 ,781 -,.861016 ,377683

20 3733333 2108875 a12 -,246016 ,092683

80 -, 2016667 2108875 872 -.821016 417683

20 Testigo —.6150000 2108875 052 ~1,234350 004350

Indometacina -,.3733333 ,2108875 412 -,992683 ,246016

-,5750000 , 2108875 -1,194350 ,044350

40 , 4050000 ,.2108875 1,024350

80

, 4450000 2108875 247 -,174350 1,064350

80 Testigo -,0400000 ,2108875 1,000 -,659350 ,679350

Indometacina ,2016667 ,2108875 872 -,417683 821016

20 ,6750000 ,2108875 078 -,044350 1,194350

40 -, 4450000 2108875 247 -1,064350 174350

B Testigo Indemetacina ,1583333 2618770 973 -,610766 927432

Indometacina

7000000

, 2618770

,087

40 ,0250000 2618770 1,000 -, 744099 794099
80 ,(1850000 ,2618770 953 -,684099 ,954099
Indemetacina Testigo -,1583333 , 2618770 973 -,927432 610766
20 ,7000000 ,2618770 087 -,069099 1,469099
40 -,1333333 2618770 o086 -.902432 635766
80 ,0266667 ,2618770 1,000 -, 742432 795766

-1,469099

,069099

80 -,6733333 , 2618770 107 -1,442432 ,095766
20 Testigo ~,0250000 2618770 1,000 ~. 794099 744099
Indemetacina 1333333 2618770 086 -.635766 ,902432
80 ,1600000 ,2618770 972 -,609099 ,929099
80 Testigo ~,1850000 2618770 o953 ~,954099 584099
Indometacina -,0266667 ,2618770 1,000 -, 795766 742432
20 6733333 ,2618770 107 -,095766 1,442432
a0 -,1600000 2618770 o972 -,.929099 609099

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel <P 0.05.



t4

Testigo Indometacina

,0983333

,2469467

,994

-,626917

,823584

40 ,3133333 ,2469467 712 -411917 1,038584
80 4116667 ,2469467 AT -,313584 1,136917
Indometacina Testigo -,0983333 ,2469467 ,994 -,.823584 ,626917

,2150000
,3133333

,2469467
,2469467

,905
712

-,510251
-411917

,940251
1,038584

N
o

80 -6283333| 2469467 113|  -1,353584 096917
40 Testigo -3133333|  ,2469467 712|  -1,038584 411917
Indometacinal 5150000 2469467 905 -,940251 510251

80 ,0983333 2469467 994 626917 823584

80 Testigo -4116667 2469467 471 -1,136917 313584

Indometacinal _3133333| 2469467 712  -1,038584 411917

20 6283333 2469467 113 -,096917 1,353584

40 -,0983333 2469467 994 -,823584 626917

5 Testigo Indometacinal 1446667 2348196 089 -,801301 577968

40 -,5000000 ,2348196 239 -1,189635 ,189635
80 -,2450000 ,2348196 ,833 -,934635 444635
Indometacina Testigo ,1116667 ,2348196 ,989 -,577968 ,801301

-,3883333
-,1333333

,2348196
,2348196

-1,077968
-,822968

,301301
,556301

N
o

40 Testigo
Indometacina

,56000000

,3883333

,2348196

,2348196

-,189635

-,301301

1,189635

1,077968

80 2550000 2348196 812 -434635 944635
80 Testigo 2450000 2348196 833 - 444635 1934635
Indometacina 1333333 2348196 979 -,556301 822068
40 -,2550000 2348196 812 -,944635 434635

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Cuadro 6.Comparacion de medias y significancias entre los tratamientos en los tiempos de inflamacion
medidos en mm de las patas de raton se observa en rojo las p*< 0.05 cercanas donde las dosis de 20 mg/kg

en el tiempo 1,4,y 5 figuras (15, 18, 19) solo la dosis de 40 mg Kg mostro actividad antiinflamatoria



Porcentaje de inhibicion de edema suplanar de los diferentes tratamientos

% de
inhibicion

PORCENTAIE
PROMEDIO GENERAL

TRATAMIENTOS DE INHIBICION DE
EDEMA SUPLANTAR
EN RATON
SOLUCION SALINA 0.2mL 65%

76%

92%

65%

71%

Figura 24.Muestra el porcentaje de inhibicion del edema de la pata de raton en el ensayo agudo después
del término del tratamiento donde se muestra una clara superioridad con un 92 % en general del extracto
acuoso de piper auritum Kunth en la dosis menor de 20 mg/kg sobre el antiinflamatorio no esteroideo de

uso comercial indometacina de 10 mg/kg cuyo % fue de 76%, y las demas dosis de extracto acuoso.



XIII. Analisis de resultados
13.1 Extracto acuoso de hoja santa (Piper auritum Kunth)

En la obtencion de extracto acuoso de hoja santa Piper auritum por el método de destilacion a presion
reducida el rendimiento fue de 200g de hojas 1.98% obteniendo 3.96 g de extracto semisdlido (figura lo
cual concuerda con registros de rendimientos de 2.3 % para hojas secas y 2.4% para inflorescencias con
métodos asistidos por radicacion de microondas (Garcia et al, 2007). Para el estudio toxicologico y
antiinflamatorio se utilizd un menstruo alcoholico al 70% el cual posee 13.81% de solidos totales y un
55,48% de alcohol (Vega;Lagarto 1999), las concentraciones empleadas para ambos estudios fueron

estimadas de acuerdo a los solidos totales presentes en el extracto.

13.2Ensayo cronico

Una consecuencia de la formacion de edemas es la acumulacion anormal de liquido en el espacio
intersticial de los tejidos o en las cavidades corporales. El aumento de liquidos puede generar aumento de
la presion hidrostatica de la sangre, lo que afectaria la funcionalidad del corazon. El incremento de la
presion hidrostatica en las venas estd asociado al sistema renina-angiotensina-aldosterona que provoca
retencion de sodio y de agua por parte de los rifiones y por consiguiente, aumenta el volumen intra
vascular, eleva el gasto cardiaco (Vega y Lagarto, 1999). Asimismo, la disminucién de la presion osmotica
del plasma puede deberse a la pérdida o descenso de albumina que es la proteina responsable de mantener
la presion osmotica. Los antiinflamatorios esteroideos como la hidrocortisona pueden causar la pérdida de
albumina debido a la utilizacion de la molécula administrada como la hidrocortisona y la disminucion de
la inflamacién y por la mayor permeabilidad de los capilares glomerulares y edema. En el modelo de
inflamacion crénica no se observaron alteraciones en el higado, corazén, bazo y riiidn, lo que significa que
los tratamientos aplicados no generaron la presion hidrostitica o cambios en la presidbn osmotica que
condujeran a la retencidon de sodio (Duke,J.A,Bogenschutz; Godwn,M.J,Celler,J.D, 2002).

El bazo es un organo linfatico que participa en la respuesta inmune contra microorganismos y
proteinas extrafias. La sangre que entra al bazo, se filtra a través de los cordones esplénicos y se expone a
las células inmunolégicamente activas (Fidalgo A.E.L;Rejas J.L, Gopegui 2003).

La administracion diaria durante un periodo de 10 dias del extracto acuoso de (Piper auritum Kunth ), por
medio de sonda géstrica tomando como modelo de estudio por (Marroquin et al., 2013) en un rango 20
,40 y 80 mg/kg, en ratones macho albinos cepa CD1 con un peso promedio de 40 g con respecto a las

graficas de los indices esplénicos, cardiacos , hepaticos y renales (Figuras 10,11,12,13,14,15 y cuadros 4 y



5 no mostraron diferencias significativas respecto a los tratamientos administrados comparados con el
testigo solucion salina, hidrocortisona 15 mg /Kg y extracto acuoso de Piper auritum Kunth a diferentes
dosis en rangos de 20,40 y 80mg/Kg por lo que se puede deducir que no existe algun efecto toxico que
pudiera causar el extracto acuoso sobre los organos respecto a la inflamacién provocada por los pellets
implantados por la técnica de (Marroquin et al., 2013) en migracion de linfocitos en los pesos de los pellets
htimedos y secos no presenta efecto (Fig.16,17 y cuadro 6) no tuvo afectaciones en este modelo ya que
marcadores de inflamacion presentes en plasma como nitritos NO; y ceruloplasmina (Figura 10, 15 y
cuadros 4 y 5) no presentaron diferencias significativas por lo que el extracto acuoso no tuvo un efecto
sobre las concentraciones de estos dos marcadores, al realizar las autopsias en los 6 grupos de estudio no se
observaron cambios en la morfologia y color de los 6rganos a extraer (Figuras 33) .Posiblemente el
extracto acuoso de piper auritum no tenga un efecto prolongado como es el caso del antiinflamatorio de
uso comercial hidrocortisona en la (Figura 18) respecto a la pérdida de peso o ganancia de los diferentes
tratamientos claramente se observa que el grupo testigo hay una ganancia promedio de 20g lo cual es
normal, al igual que el antiinflamatorio de uso comercial hidrocortisona 15mg/Kg respecto a la pérdida de
peso fue de 13 g promedio ya que la hidrocortisona provoca diuresis y diarrea el extracto a diferentes dosis
presento el mismo comportamiento siendo el de dosis de 80 mg/Kg muy superior al del antiinflamatorio
con una pérdida de 20 g promedio , se puede deducir no hay antecedentes sobre algiin estudio realizado
previamente respecto a estos parametros medidos como marcadores de inflamacion ceruloplasmina,
nitritos ,en el rango de dosis efectiva ED de 20,40,80mg/kg y registro de pesos corporales en el modelo de
inflamacion cronico y pérdida de peso, referente al extracto acuoso piper auritum Kunth .En la autopsia
realizada no se encontraron evidencias de alteraciones patologicas en los 6rganos analizados(Vega;Lagarto
1999).

13.3 Ensayo agudo

En el ensayo agudo el extracto acuoso Piper auritum kunth en ratones CDlen la induccidon de un edema su
planar de la pata con carragenina al 1% presento un marcado efecto antiinflamatorio principalmente en la
dosis de 20mg /Kg de extracto de Piper auritum kunth , un gran efecto antiinflamatorio a las dosis
ensayadas frente al edema de la pata inducido por carragenina al 1% (Vega y Lagarto 1999), Un estudio
precedente con un extracto acuoso de la planta administrado por via peritoneal a ratas wistar mostré un
50% de inhibicion en una dosis de 816.09mg/kg y una dosis letal 1801,99mg/kg (Vega y Lagarto 1999),
algo mayor que la dosis méxima ensayada en nuestro estudio pero mostrando en una proporcioén una Estas
diferencias podrian relacionarse con las especies de roedores utilizadas, con la via de administracion
empleada y las caracteristicas fitoquimicas del extracto. Respecto a los resultados que se obtuvieron en el

ensayo agudo inducido con carragenina al 1%, en la pata del ratébn respecto a volumen obtenido, la dosis



que tuvo una mejor respuesta significativa con respecto a la dosis de 10mg/kg de antiinflamatorio
indometacina fue la dosis de 20 mg /kg de extracto acuoso mostrando con respecto a las dosis de 40 y 80
mg /kg vy solucién salina en antiinflamatrio de uso comercial Indometacina 10 mg/Kg. Al evaluar 14
plantas que presumiblemente poseian algiin efecto antiinflamatorio todas las especies evaluadas en dosis de
400 mg / kg, comparadas con dos antiinflamatorios fenilbutazona y acido dihidroguairacetico fueron
eficaces en la reduccion del edema inducido por carragenina al 1 % en ratas wistar, a excepcion de extracto
metanolico de raiz de Piper auritum que fue el unico inactivo. (Meckes 2003) la dosis mayor de 80 mg/Kg
mostro poca actividad antiinflamatoria refutando los mencionado (Meckes, 2003) Pudiera ser que esto se
deba a un efecto de rebote que se da en las dosis de muchos farmacos administrados. Con respecto a las
comparaciones en tiempos tenemos que en la primera hora (Figura 19 y cuadro 6) la dosis de 20mg/Kg se
observa diferencia significativa muy marcada respecto al antiinflamatorio indometacina de 10 mg/Kg
,ttestigo y tratamientos de 40 y 80 mg/kg donde incluso la extremidad de las patas de este grupo tratado
presentaron diuresis y perdida de liquido de una manera que la medidas registradas sobre la perdida de
volumen fue negativa mostrando que el extracto a la dosis de 20mg/Kg tiene un rapido efecto sobre la
inflamacion aguda al momento de su administracion , a partir de las 2 horas (Figura 20 y cuadro 6 ) se
observa un comportamiento inesperado ya que la dosis de 20 mg/Kg que se esperaba siguiera el mismo
comportamiento sobre los demads tratamientos solo mostro una diferencia significativa respecto a la dosis
de 40mg/Kg del extracto y la dosis de 40 mg/kg mostro una diferencia significativa con el antiinflamatorio
Indometacina, posiblemente la dosis de 20mg/Kg de extracto presenta un efecto intermitente o de rebote
a las 3 horas ( Figura 21 y cuadro 6 ) de haber inoculado a este grupo con carragenina 1% se observa la
persiste la actividad normal de la dosis de 20 mg/Kg sobre el testigo y una mayor inhibicioén con la dosis de
40mg/Kg de extracto acuoso aunque sobre el antiinflamatorio Indometacina no presenta alguna diferencia
ya sea por el mismo fenémeno de rebote, en la (figura 22 y cuadro 6 ) a 4 horas la misma dosis de 20 mg
/Kg se presenta con un efecto mayor presentando varias di diferencias significativas con el antiinflamatorio
de uso comercial Indometacina de 10 mg/Kg teniendo una mayor disminucion , al igual que el testigo y la
dosis de 40 mg/Kg sobre edema de en la pata de raton disminucion de la inflamacion a las 5 horas (Figura
23 y cuadro 6 de haber inoculado el extracto y hacer las mediciones pertinentes claramente la dosis de
20mg/Kg vuelve a manifestar un mayor efecto en disminucion del volumen de la pata a valores negativos
en sobre el antiinflamatorio Indometacina 10 mg /Kg , testigo solucion salina y dosis del mismo extracto
de 40mg/Kg y 80mg/Kg extracto acuso tiende a ser intermitente en periodos cortos el extracto en dosis
bajas resulta muy eficaz en el tratamiento de la inflamacion aguda esto fue corroborado por el % de
inhibicion (Figura 24 donde se observa que la dosis de 20 mg/kg de extracto acuoso tuvo un 92 % un 16 %

mas efectivo que y el antiinflamatorio Indometacina 76% en la obtencion del porcentaje de inhibicion en



la ecuacion(Figura 36) ,se puede decir que en periodos de inflamacion mas prolongados, tiende a disminuir

su efecto perro en periodo su accion antiinflamatoria de la hoja santa es muy .

XIV. Conclusiones
ENSAYO CRONICO

Se concluye que el extracto acuoso de hoja santa (Piper auritum Kunth) no presenta toxicidad en la dosis
efectiva ED administradas en rangos 20,40,80 mg/Kg durante el modelo cronico en los indices,
esplénicos, hepaticos, renales y cardiacos no existid6 ninguna diferencia significativa, ni actividad
antiinflamatoria en la administracion de pellets que inducian el efecto inflamatorio cronico . Pero si
presenta diuresis similar al antiinflamatorio de uso comercial hidrocortisona dosis 15mg/Kg hubo
diferencias respecto a los pesos finales de los individuos donde la dosis de 80mg/kg presento la mayor

pérdida de peso en los individuos al final del tratamiento.

ENSAYO AGUDO

Se concluye ene que En el modelo de inflamacion aguda el extracto acuoso (Piper auritum Kunth) presento
un efecto antiinflamatorio y diurético superior al antiinflamatorio de uso comercial indometacina de 10

mg/Kg en el dosis efectiva ED de 20 mg/kg y 40 mg/kg en tiempos cortos
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XVI Anexos.

Extracto acuoso de Hoja Santa Piper auritum Kunth

Figura. 25 .Imagen de ejemplar de hoja santa Piper auritum Kunth herbario FEZA-UNAM herborizado con

el numero de registro 15616.

Figura 26.Macerado de hoja santa Piper auritum Kunth con agua destilada.

Figura 27.Extracto en polvo obtenido de la hoja santa hoja santa Piper auritum Kunth



Ensayo Cronico

Figura 28 Técnica empleada por en el ensayo cronico donde se observa la introduccion del pellet en la

region escapular para provocar la inflamacion dicha técnica fue desarrollada por (Marroquin et a/ 2013).

Figura 29. Forma de administracion en raton por sonda gastrica de todos los tratamientos testigo solucion
salina, antinflamatorios de uso comercial hidrocortisona e Indometacina y extracto acuoso de Piper

auritum Kunth para ensayo cronico y agudo.

Figura 30. Lugares donde se mantuvieron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana Zooldgica de 1999
(NOM-062-ZO0-1999) los 30 ratones machos cepa CDI1 para el estudio agudo y cronico donde las jaulas

se marcaron con cada estudio, y los ratones fueron separados y marcados en 6 grupos de 5 individuos .



Figura 31. Anestesia por éter en ensayo cronico

Figura 32.Sacrificio autopsia y extraccion del pellets de algodon y 6rganos corazon, rifion, higado y bazo

en 30 individuos con los diferentes tratamientos en el ensayo cronico

Peso de 6rgano del ratéon
g £x 100

Coeficiente de relacion 6rgano animal = .
Peso delratén g

Figura 33. Organos extraidos bazo, higado corazon y rifién para ser pesados inmediatamente, ecuacion

usada en el célculo de los indices de los 6rganos extraidos.



Figura 34.pellets de algodon extraidos y pesados inmediatamente y puestos en una placa de ELISA para su

secado.

. Peso grsinicio Colocacion Volumen Peso grs al final

GRUPOS DE ADMINISTRACION POR SONDA GASTRICA | °%¢ 5 V0 | del pelletde | Numero de | _, SUWen | (°S28>2 e
RATONES MACHOS MADUROS CD 1 ENUMERADOS EN - 10mg inicio de | analisis asignado 1 !

5 GRUPOS DE 6 INDIVIDUOS ( ENSAYO CRONICO). dia1 a diario mL dia11

SOLUCION SALINA 0.2 ml

1

tratamiento

Cuadro 7.Tratamientos empleados en el ensayo cronico ratones CD1 y registro de pesos al inicio y final

del tratamiento por 10 dias, dosis administradas diariamente en base al peso e implantacion de pellets de

peso constante al inicio del ensayo



Ensayo Agudo

Fig.35 Imagen forma de administracion sub plantar de carragenina al 1% para inducir la inflamacion

aguda.

%Inhibicién =(medida del grosor de la pata inicial control )-(medida final del grosor de las patas de los tratados)/ (medida final

del grosor de las patas de los tratados)

Figura 36. Medicion del grosor de la pata de ratén con un micrémetro durante el ensayo agudo y

ecuacion del porcentaje de inhibicion de los grupos tratados.



DOSIFICACION DEL EXTRACTO ACUOSO
Peso promedio de los ratones: 40 g

Peso promedio de los ratones: 40 g

Dosis de 20 mg/Kg peso
20 mg-------------- 1000g
X=0.952mg--------- 47.6g
Dosis de 40 mg/Kg peso
40 mg-------------- 1000g
X=1.63 mg---------- 40.8¢g

Peso promedio de los ratones: 40 g

Dosis de 80 mg/Kg peso

La cantidad méxima que se puede administrar a un raton de un peso promedio de 40 g es 0.2 mL, y se

requirid preparar 10 mL.

Estos calculos son correspondientes a gradientes de diluciones, en donde se pesé 160 mg de extracto
crudo en una balanza analitica mismo que fue colocado en un vaso de precipitados el cual fue
solubilizando con 10 ml de solucion salina tomando con una jeringa estéril del mismo volumen , donde se
homogenizo la solucion con la ayuda de un sonicador a esta solucion de concentracion 100 mg se le
denomino solucion A patrén , de la solucion A patron con otra jeringa estéril de 10 ml se tom6 un volumen
de 5 ml, el cual fue colocado en una botella nuclon estéril de 25 ml donde se le agrego un nuevo volumen

de 5 ml de solucion salina obteniendo la concentracion de 80mg , a esta solucion se le denomino solucion



B, de esta solucion se procedid a preparar la solucion de 40 mg solucion C, en donde se tomd 5 ml de la
solucion B mismos que se colocaron en otra botella nuclon de 25 ml adicionando 5 ml de solucion salina ,
de la solucion C se tomaron 5 ml y adicionaron botella nuclon etiquetada donde también se adicionaron 5

ml de solucidn salina obteniendo asi una concentracion de 20 mg solucion D.

HIDROCORTISONA (15mg/Kg)

ENSAYO AGUDO
ANTIINFLAMATORIO INDOMETACINA 10.mg/kg
Peso promedio de los ratones 40g
10mg---1000g
X=0.40mg---40g
*0.40mg---0.2mL
X=1.79mg---1mL

Se partido de capsulas de Indometacina de 25mg las cuales se disolvieron en 5S5mL.de goma ghatti,se

denomind solucion A de esta solucion se tomo6 1mL. y disolver en 2.85mL.de goma ghatti,
Carragenina (1%)

*Se pesaron 50 mg de carragenina.

*Se disolvieron en 5 mL Solucién inyectable.

Goma Ghatti(1%)

*Pesar 0.2g de goma ghatti. *Se disolvié en 20 mL de agua destilada en el horno de microondas por ciclos

de 10 segundos.



Nitritos absorbancia curv. *+ Columnal ~

Curva de calibracidon concentracion de nitritos

=@ Seriesl

—— Lineal (Series1)

Abasorbancia nm

Concentracion NaNO2 mg/d L

Figura 37. Curva de calibracion en la determinacion de nitritos ensayo cronico.
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