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RESUMEN

La muestra en estudio fue recolectada en el distrito de Puquio, departamento de
Ayacucho. De las hojas de Senecio nutans Schulz Bipontinus “chocra” se
obtuvieron dos tipos de extracto etandlico: extracto fluido etandlico y extracto
blando etandlico, por el método de maceracién. Se realiz6 un screening
fitoquimico en el cual se identificaron los siguientes metabolitos secundarios:
flavonoides, grupos aminos libres, triterpenos y esteroides, alcaloides,
catequinas y grupos fendlicos libres. Se determind la actividad antiinflamatoria
del extracto etanélico mediante el método de edema plantar inducido por
carragenina, obteniéndose un 59.98% de efecto antiinflamatorio a una dosis de
300mg/Kg. Posteriormente se realiz6 la pre formulacién, y se determinaron las
caracteristicas fisicoquimicas y de solubilidad de los extractos etandlicos. Se
elaboraron tres tipos de formas farmacéuticas semisélidas y se selecciond la
pomada como formulacién a preparar; por mejor compatibilidad y estabilidad.
Las pomadas elaboradas fueron; pomada al 30% de extracto blando etandlico y
pomada al 30% de extracto fluido etandlico. De entre ambas formulaciones se
escogi6 la pomada elaborada al 30% de extracto blando etandlico debido a que
obtuvo un 44% de efecto antiinflamatorio en el modelo de edema plantar en
ratas. Se realizaron controles al producto terminado el cual cumplié con todas
las especificaciones fisicas, quimicas y criterios de aceptaciéon microbiolégicos;

con 20 UFC/mL de hongos/levaduras y 190 UFC/mL de aerobios totales.

Palabras claves: Senecio nutans, actividad antiinflamatoria, pomada, modelo de

edema plantar, forma farmacéutica semisélida, control de producto terminado.



ABSTRACT
The study sample was collected in the district of Puquio, Ayacucho. Ethanolic
extract fluid and soft ethanol extract by the method of maceration: the leaves of
Senecio nutans Schulz Bipontinus ;'chocra" two types of ethanol extract was
obtained. Flavonoids, free amino groups, triterpenes and steroids, alkaloids,
catechins and phenolic groups free: a phytochemical screening in which the
secondary metabolites were identified following was performed.
Antiinflammatory activity of ethanol extract was determined by the method of
carrageenan-induced edema, obtaining an anti-inﬁammatory effect of 59.98% at
a dose of 300mg / Kg. Subsequently the formulation was performed pre and the
physicochemical and solubility characteristics of the ethanol extracts were
determined. Three types of semi-solid dosage forms were developed and
selected as the ointment formulation to be prepared; for better compatibility
and stability. Ointments were prepared; ointment 30% ethanol extract and soft
ointment 30% ethanolic extract fluid. Among both formulations prepared
ointment 30% ethanolic extract soft because he got 44% of anti-inflammatory
effect in the plantar edema model in rats was chosen. Controls were performed
to finished product which met all physical, chemical and microbiological
acceptance criteria; 20 CFU / mL of fungi / yeasts and 190 CFU / mL of total

aerobic.

Keywords: Senecio nutans, antiinflammatory, ointment, plantar edema model,

semisolid dosage form, control the finished product.
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INTRODUCCION

Las plantas medicinales son una alternativa en el tratamiento de enfermedades
en numerosos pueblos de nuestro territorio, siendo el conocimiento de las
propiedades medicinales de dichas plantas parte del patrimonio cultural de

estos mismos. 1]

La medicina tradicional peruana es una practica que data de muchos siglos
atras. Las plantas medicinales constituyen un rico acervo biol6gico y cultural de
nuestro pais. La especial ubicacion geografica del Pera hace que posea una de
las floras mas ricas del mundo, sin embargo pocas se han validado y
estandarizado de forma que puedén ofrecerse a la poblaciéon e incorporarse a

los sistemas de salud. [2]

Este conocimiento que ha sido transmitido de generacién en generacién y que
se ha ido formando de la observacion y la experimentacién continua, llega
finalmente a nosotros a través de recopilaciones por parte de estudiosos o

mediante la tradicion oral. [1

En los ultimos afios ha sido creciente la cantidad de publicaciones e
investigaciones alrededor de la comprension de los mecanismos y de las
moléculas involucradas en el proceso inflamatorio. Ahora bien, dentro del
contexto de los productos naturales antiinflamatorios, la medicina tradicional se
ha utilizado para tratar y cuidar a pacientes con enfermedades que conllevan a
procesos inflamatorios. En este senfido, la medicina tradicional en la actualidad,

es ampliamente usada en el mundo; por ejemplo, en Africa su uso estid por



encima del 80%, en China alrededor del 40%, mientras que en Asia y Ameérica
Latina, las poblaciones continian usando la medicina tradicional, como

resultado de circunstancias histéricas y creencias culturales.l!

Es importante rescatar el legado de nuestros antepasados e incorporarlo en la
elaboracién de medicamentos que puedan ser utilizados con mayor difusion y
asicontribuir en el incremento del conocimiento sobre formulaciones que
incorporen extractos provenientes de plantas medicinales. Es por ello que la
presente tesis es una investigacion que tiene por objetivo general disefiar una
forma farmacéutica semisoélida a partir del extracto etanélico de las hojas de
Senecio nutans Schulz Bipontinus “chocra” que conserve la actividad
antiinflamatoria. Permitiendo asi optimizar el uso de nuestros recursos

vegetales para el mejor aprovechamiento terapéutico. [11(2]
Los objetivos especificos de este estudio son:

1.- Obtener el extracto etanélico de la especie vegetal e identificar los

metabolitos secundarios.

2.- Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto etanélico .

3.- Elaborar la forma farmacéutica semisoélida a partir del extracto etanélico.
4.- Evaluar el efecto antiinflamatorio de la forma farmacéutica semisoélida.
5.- Realizar el control del producto terminado.

6.- Comparar el efecto antiinflamatorio del producto terminado con el extracto

original.



I. ANTECEDENTES

El género Senecio destaca por sus importantes estudios de actividad biolégica
y/o farmacoldgica, como lo demuestran diversos estudios realizados a varias

especies pertenecientes a este género. [

Los estudios fitoquimicos realizados a la mayoria de estas especies dan cuenta
de la presencia de los alcaloides pirrolizidinicos, todo ello debido a la elevada
toxicidad de estos alcaloides a nivel hepatico seglin estudios realizados en
animales, as{ como los estudios de hepatotoxicidad en células humanas

realizadas con especies como por ejemplo, Senecio latifolius.

Asi mismo se han realizado estudios de actividad farmacolégica a diferentes
especies del género Senecio como por ejemplo: Senecio nemorensis, Senecio sp.,
Senecio gibbosus, Senecio vulgaris, Senecio latifolius, etc.; los cuales demostraron
actividades como analgésica, antiinflamatoria, antimicrobiana, antiespasmadica,

entre otras, [SI6[7][8][9][10][11][12][13]{14]

La especie Senecio nutans Schulz Bipontinus “chocra” ha sido empleada por la
medicina tradicional por sus efectos antiespasmoédicos, antimicrobianos y
antiinflamatorios, los mismos que han sido demostrados por estudios

farmacolégicos tanto en el género como en la especie. 4

Existen estudios en los cuales la especie Senecio nutans Sch. Bip. presenta

actividad antiespasmédica como el realizado por Acufia EJ. (2007) de la



Universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica, en este estudio utilizan las hojas

como muestra vegetal, [15]

Otros estudios son los realizados por Valdez Ortiz (2008) de Ia
Universidad Nacional del  Altiplano - Puno; el cual evalda Ia
actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial del Senecio graveolens
Wedd. y el estudio de Ochoa Pumaylie et al.(2012) de la Universidad Nacional de
Trujillo, el cudl realiza la extraccién, caracterizacién y evaluacion de la actividad

antibacteriana del aceite esencial de Senecio graveolens Wedd (Wiskataya).

{161(17]

De entre las investigaciones cientificas realizadas, una de ellas evalda la
actividad antiinflamatoria de la especie, fue realizado por Bernaola et al. (2009)
de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica, asi mismo en este estudio
aislaron dos compuestos denominados; Compuesto FA-53 y Compuesto F-45,
correspondiendo a un alcaloide pirrolizidinico y a un benzopirano

respectivamente, que a su vez presentaron actividad antiinflamatoria. [4



1. MARCO TEORICO

2.1. Senecio nutans Schulz Bipontinus

2.1.1 CLASIFICACION TAXONOMICA

Segin el resultado brindado por el Mg. David Miranda Huaman Botanico con
CBP N° 3681 y Catedratico de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional
“San Luis Gonzaga” de Ica (ANEXO), a la muestra estudiada le corresponde la

siguiente clasificacién taxonémica:

REINO: Plantae

DIVISION: Magnoliophytas

CLASE: Magnoliopsidas

ORDEN: Asterales

FAMILIA: Asteraceae

GENERO: Senecio

ESPECIE: Senecio nutans Schulz Bipontinus

Sinénimo: Senecio graveolens Wedd. [18]

Nombre Vulgar: “Chocra”, “Chachacoma”, “Chachakuma”, “Wiskataya.” [19]



2.1.2. CARACTERISTICAS DE FAMILIA Y GENERO

2.1.2.1. FAMILIA ASTERACEAE

Esta familia botanica es cuantitativamente la mas importante y grande del reino
vegetal, ademas de ser la mas evolucionada desde el punto de vista floral, se le
considera la mas perfecta debido a los caracteres morfolégicos que muestran
sus flores. Se calcula en mas de 20 000 el niimero de especies, sin considerar las
subespecies, variedades formas y razas. Se encuentra repartida en todas las
regiones frias y templadas del mundo, siendo los lugares tropicales los de
menor incidencia y densidad, en su mayoria son herbaceas pero pueden
encontrarse en formas arbustivas y muy raras especies arbéreas, se adaptan

regularmente a lugares muy aridos y htimedos. [1](20]
2.1.2.2. GENERO SENECIO

Dentro de las especies pertenecientes al género mencionamos a Senecio
nemorensis, Senecio aegyptius var. discoideus, ambos con sus sesquiterpenos
(sesquiterpenos tipo eremophilano) con accién antimicrobiana; Senecio
leucanthemifolius Poiret con estudios de actividad hipoglicemiante in vitro y
actividad antimicrobiana; Senecio sp. Senecio gibbosus, Senecio vulgaris y Senecio
inaequidens todos ellos con actividades antioxidantes, antidiabéticas y
citotoxicas; Senecio samnitum Huet; Senecio inaequidensy Senecio vulgaris L. con
sus propiedades antimicrobianas, antifiingicas y citotéxicas; Senecio sp (tres
lactonas sesquiterpénicas) con actividad antiviral in vitro frente al virus de la

hepatitis B; y por ultimo estudios in vitro de los efectos antiproliferativos de

6




tumores humanos de lineas celulares de extracto de Senecio leucanthemifolius
Poiret. Son solo algunos reportes cientificos de actividades biolégicas y/o

farmacolégicas de diversas especies de este género.

[41[51[6]{7][8][91[10][11]{12][13][14][21][22][23][24][25]{26][27}[28][29][30][31][32]

2.1.3. DESCRIPCION DE LA ESPECIE

Senecio nutans Schulz Bipontinus conocido cominmente como “chocra” es un
arbusto de 20-50 cm de altura que crece en forma silvestre, entre 3500-4800
m.s.n.m. Presenta tallo glabro, resinoso, fragante, densamente ramoso; cubierto
de hojas hasta el apice. Hojas oblongo-lineares, alternas, sésiles, margen
dentado y revoluto, de 3-12 mm de longitud, por 2-7 mm de ancho.
Inflorescencia en capitulos discoideos, terminales; involucro acampanado, de 6-
7,5 mm de longitud por 5-6 mm de didmetro; 8-10 bracteas involucrales y
mancha negra en el dorso. Flores isomorfas, tubulosas, amarillo-rojizas. Fruto:

un aquenio cilindrico, glabro o papiloso. (Fig. N° 01)
Distribucién

En el Pert crece en Ancash, Arequipa, Cerro de Pasco, Lima, Ayacucho,
Huancavelica, y en otros paises como en Chile (Antofagasta), Bolivia (Potosi) y

Argentina (Catamarca).
_Rango altitudinal: Entre los 3500- 5000 m.s.n.m. (sierra central peruana).

_Temperatura: observada en zonas con heladas eventuales y con temperatura

media anual de 2-19 °C,




_Requerimientos de suelos y agua: Se trata de una planta muy rustica y con alta
tolerancia a suelos pobres y dificiles, tolera muy bien la alta pedregosidad y las

carencias estacionales de agua.

Figura N° 01: Senecio nutans Schulz Bipontinus

Uso tradicional

En infusién; se emplea popularmente para el alivio de los malestares propios del
soroche, célicos estomacales y afecciones bronquiales. El cocimiento de hojas y

tallos para dolores musculares y articulares. [41{19]



2.2. INFLAMACION

Es una de las respuestas fisiopatolégicas fundamentales con las que el
organismo se defiende frente a agresiones producidas por gran variedad de
estimulos, aunque en ocasiones, su exageracidn y persistencia no parezca que
sirva a tal propésito. 381 La inflamacién puede ser originada por factores
endégenos (necrosis tisular o rotura 6sea) o factores exégenos como lesiones
por agentes mecanicos {corte, etc), fisicos (quemaduras), quimicos
(corrosivos), biolégicos (microorganismos) e inmunolégicos (reacciones de
hipersensibilidad). Como por ejemplo: cuando se produce una rotura de la piel o
de las mucosas, los microorganismos pueden pasar del medio externo al
interno, como reaccién y en un intento de localizar al agente invasor, se produce
una reaccion en el tejido conectivo vascularizado dando lugar a la inflamacién,
donde se produce el acumulo de fluidos y leucocitos en el espacio extravascular.
En algunos casos, como la hipersensibilidad, la inflamacién puede tener
consecuencias nocivas, por lo general es una respuesta protectora que trata de
restaurar los tejidos lesionados. Tras un proceso inflamatorio puede ocurrir lo

siguiente:

Resolucion con retorno a una estructura y funcién normales.

Supuracién con formacién de absceso.

Hinchazén con regeneracion de tejido especializado o fibroso formando una
cicatriz.

Persistencia del agente causante, haciéndose el proceso crénico.



La respuesta inflamatoria estd formada por plasma, células circulantes, vasos
sangufneos y constituyentes celulares y extracelulares del tejido conectivo.
Entre las células circulantes se incluyen los neutréfilos, monocitos, eosinéfilos,
linfocitos, baséfilos y plaquetas. Las células del tejido conectivo son los
mastocitos, que rodean los vasos sangufneos y los fibroblastos. La matriz
extracelular consiste en proteinas fibrosas estructurales (coldgeno, elastina),
glicoproteinas adherentes (fibronectina, laminina, entactina, tenscina y otras) y
proteoglicanos. La membrana basal es un componente especializado de la

matriz extracelular que consiste en glicoproteinas adhesivas y proteoglicanos.

El nimero de células tisulares (células endoteliales, mastocitos y macréfagos),
sanguineas (leucocitos y plaquetas), y de mediadores quimicos (factor C5a del
complemento, factor activador de plaquetas, eicosanoides, citosinas, factores de
crecimiento, histamina y bradicinina) que intervienen en los procesos
inflamatorios es muy amplio y variable, siendo asimismo diferente su
participacion en cada proceso. Aunque en muchas ocasiones la inflamacién es
autolimitada por el curso temporal del proceso que la desencadend, en otras,
especialmente frente a agresiones autoinmunes, la vasodilatacién, la
quimiotaxis y la liberacién de mediadores generan procesos en cascada que

facilitan su cronificacion.

Los cuatro signos cardinales de la inflamacién fueron descritos por Paracelso

(30 ACal 38 DC) y son:

10



Rubor (coloracién roja)
Tumor (hinchazén)
Calor

Dolor

TIPOS DE INFLAMACION

La inflamacién segin su duracién se divide en aguda y crénica. La aguda es de
duracién relativamente corta (minutos, horas o unos pocos dias), se inicia muy
rapidamente y se caracteriza por el exudado de fluidos plasméticos y la
migracién de leucocitos predominantemente neutréfilos. La inflamacién crénica
dura semanas, meses o incluso afios y se caracteriza histolégicamente por el
infiltrado de linfocitos y macréfagos con la proliferacién de vasos sanguineos y

tejido conectivo.
a) Inflamacién aguda
Los cambios que se producen tras la lesién tisular se deben a tres procesos:

Cambios en el flujo y calibre vascular, que hacen que aumente el flujo sanguineo.
Cambios estructurales en los vasos sanguineos que aumentan la permeabilidad
vascular e inducen la formacién de exudado inflamatorio.

Paso de los leucocitos del espacio vascular al extravascular alcanzando asf el

foco de las lesiones.

El resultado de todo ello es el acimulo de un fluido rico en proteinas, fibrina y

leucocitos.

11



En los primeros 10-15 minutos se produce una hiperemia por dilatacién de
arteriolas y vénulas y apertura de los vasos de pequefio calibre. Tras esta fase
aumenta la viscosidad de la sangre, lo que reduce la velocidad del flujo
sanguineos. Al disminuir la presién hidrostitica en los capilares, la presiéon
osmotica del plasma aumenta, y en consecuencia un liquido rico en proteinas

sale de los vasos sanguineos originando el exudado inflamatorio.
b) Inflamacién crénica

Si la inflamacién dura semanas o meses se considera crénica, y tiene dos

caracteristicas importantes:

1. El infiltrado celular estd compuesto sobre todo por macréfagos, linfocitos
y células plasmaéticas.
2. La reaccién inflamatoria es mas productiva que exudativa, es decir, que la

formacio6n de tejido fibroso prevalece sobre el exudado de liquidos.

La inflamacién crénica puede producirse por diversas causas: a) progresion de
una inflamacién aguda; b) episodios recurrentes de inflamacién aguda y c)
inflamacién crénica desde el comienzo asociada frecuentemente a infecciones

intracelulares (tuberculosis, lepra, etc.).

Microscopicamente la inflamacién crénica se caracteriza por la presencia de
macroéfagos y sus derivados (células epitelioides y gigantes), linfocitos, células

plasmaticas, neutréfilos, eosinéfilos y fibroblastos.

12



c) Inflamacién crénica granulomatosa

Algunas formas de inflamacién crénica tienen una histologia peculiar que
consiste en el acumulo de macréfagos modificados llamados epitelioides
formando unos agregados nodulares llamados granulomas. Las células
epitelioides reciben ese nombre porque se asemejan a las células epiteliales.
Tienen un ntcleo vesicular y abundante citoplasma eosinéfilo y segregan la
enzima convertidora de angiotensina (Kininasa II), la fosfatasa acida y
mucopolisacaridos. Ademas, los macréfagos pueden fusionarse por efecto del

IFN-g y formar células gigantes que contienen hasta 100 niicleos.

MECANISMOS QUE INTERVIENEN EN LA INFLAMACION
> MIGRACION LEUCOCITARIA

Inicialmente, en la inflamacién aguda se acumulan predominantemente los
leucocitos; neutréfilos polimorfonucleares y en las fases tardias, los monocitos y
macré6fagos. Hay tres fases para el reclutamiento de las células en la regién
dafiada, es decir, la extravasacidn o salida de las células desde la luz del vaso al

espacio intersticial.

Normalmente las células ocupan la parte central del torrente sanguineo
teniendo muy poco contacto con el endotelio. Al aumentar la permeabilidad
vascular, el flujo sanguineo se vuelve lento, lo que permite a los leucocitos
acercarse al endotelio vascular. Este proceso se denomina marginacion y se

debe a los cambios hemodindmicos producidos en la inflamacién.

13



Los leucocitos escapan del torrente circulatorio mediante un movimiento
ameboide activo. Cuando los leucocitos entran en contacto con la célula
endotelial, proyectan pseudépodos y migran por la superficie hasta que
detectan una unién celular inter-endotelial. Durante su paso desde la luz
vascular al tejido extravascular, el leucocito rompe las uniones inter-
endoteliales y la membrana basal probablemente a través de la secrecion de

colagenasa.

El tipo de leucocito que migra depende mucho del tiempo que dura la
inflamacién y del tipo de estimulo. En la mayoria de los casos, en la inflamacién
aguda, los neutrdéfilos son las células predominantes durante las primeras 24
horas. Estas células empiezan a acumularse en los primeros minutos tras la
lesién, mientras que los monocitos y macréfagos se acumulan maés tarde, tras 24
horas. Después de la extravasacion, los leucocitos migran en los tejidos a los

lugares donde se ha producido la lesién mediante el proceso de quimiotaxis.
>  CELULAS QUE INTERVIENEN EN LA INFLAMACION

En la inflamacién intervienen multitud de células pero entre ellas destacan los
granulocitos los neutféﬁlos y fagocitos mononucleares. La vida de los
neutrofilos es muy corta, solo 3 a 4 dias. Algunos de los productos de los
granulos son bactericidas, mientras que otros son capaces de degradar la matriz
proteica extracelular. Muchos de los neutréfilos mueren en los lugares de
inflamacién liberando las enzimas que pueden dafiar las células o las proteinas

de la matriz extracelular.

14



Los fagocitos mononucleares se diferencian en practicamente todos los tejidos
del organismo de distinta manera segun el tejido que ocupan, dando lugar a
macréfagos. Los macréfagos tienen una produccién autocrina de factores de
crecimiento tales como el GM-CSF o el M-CC que hacen que proliferen
localmente en los tejidos. Para llevar a cabo sus funciones los macréfagos

necesitan ser activados por el IFN-g.
> MOLECULAS QUE INTERVIENEN EN LA INFLAMACION

Ademas de las células directamente implicadas en la inflamacién, como son los
neutroéfilos, macréfagos, y linfocitos, baséfilos, mastocitos, plaquetas y células
endoteliales también producen mediadores quimicos. Hay dos tipos, los

mediadores tisulares y los mediadores plasmaticos de la inflamacién. 34
>  MEDIADORES DE LA INFLAMACION:

Son mediadores enddgenos presentes en diversos tejidos cuyo blanco esta muy
cerca del sitio de su liberacién (incluso en la misma célula liberadora); muchas
de ellas son producidas por el organismo en respuesta a cambios o agresiones
localizadas. Se liberan en respuesta a diversos estimulos fisiologicos y
fisiopatoldgicos. [35]

Histamina

Amina bidgena que participa, juntos con otros mediadores, en el shock

anafilactico y en muchos fenémenos de hipersensibilidad.

15



ii.

Sintesis, almacenamiento y liberacion

Se almacena fundamentalmente en mastocitos, basdfilos, histaminocitos del
estdmago y en neuronas. Se sintetiza por descarboxilacién de la histidina. Se
libera por exocitosis durante las reacciones inflamatorias o alérgicas. También

por farmacos, como morfina o tubocurarina, y por estrés fisico.
Receptores de histamina

H1, H2, H3 y H4, los agonistas de H2 se utilizan en clinica.
Efectos fisio-farmacologicos

Sistema cardiovascular: Vasodilatacién (H1, H2), aumento de Ila
permeabilidad capilar (H1) (“triple respuesta de Lewis”), aumento de la

frecuencia, la fuerza de contraccidn y el gasto cardiaco (H2).
Terminaciones sensitivas. Prurito (H1).
Miisculo liso. Contraccién del musculo liso del ileon, bronquio y dtero (H1).

Glandulas: Estimula la secrecién de 4cido gastrico (H2) y las secreciones

nasales y bronquiales (H1).

Sistema nervioso central (H1, H2, H3, H4).

Eicosanoides

Estdn implicados en la regulacién de muchos procesos fisioldgicos y se
encuentran entre los mediadores y moduladores de la inflamacién maés

importantes.
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Sintesis

Todos derivan del 4cido araquidénico (AA), que se encuentra esterificado en los
fosfolipidos de membrana. Los estimulos que liberan AA incluyen la lesion
celular y trombina en plaquetas, el C5a en neutrdfilos, bradicininas en

fibroblastos y reacciones antigenos-anticuerpo en los mastocitos.

El AA se metaboliza por ciclooxigenasa (COX) dando lugar a prostaglandinas y
tromboxanos (prostanoides), y por lipooxigenasa ocasionando leucotrienos,
lipoxinas y otros. La COX1 se encuentra constitutivamente en las células; los
prostanoides que produce estin implicados en la homeostasis celular normal.

La COX2 es inducida en las células inflamatorias por estimulos inflamatorios.

Los principales prostanoides son: PGE2, PGI2, PGD2, PGF2, TXA2. Los

leucotrienos principales, LTB4, LTC4, LTD4, LTE4 y LF4. (Fig. N°02)

Los glucocorticoides ejercen su efecto antiinflamatorio por la inhibicion de la
induccion de la COX2. Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) inhiben la
COX1y la COX2. Los nuevos farmacos antiinflamatorios inhiben especificamente

la COX2, lipooxigenasa o los receptores de prostanoides o leucotrienos.
Receptores para prostanoides

(Prostanoides que lo activan) DP (PGD2); FP (PGF2); IP (PGI2); TP

(TXA2/PGH2), EP1, EP2 Y EP3 (PGE2).
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Acciones de los prostanoides

PGD2: Vasodilatacion, relajaciéon del misculo gastrointestinal y relajacion

uterina.
PGF200: Contraccidn uterina, lutedlisis, broncoconstriccién.

PGI2: Vasodilatacién e inhibicién de la agregacién plaquetaria, liberacién de

renina.
TXAZ2: Vasoconstriccién y agregacion plaquetaria.

PGE2: Contraccién del musculo liso intestinal y bronquial (EP1); vasodilatacion
y relajacién del musculo liso, intestinal y bronquial (EP2); y contraccién del
musculo intestinal, inhibicién de las secrecién del acido gastrico, aumento de la
secrecion del moco gastrico, inhibicién de la lipdlisis y estimulacién de la

contraccion uterina (EP3).

La respuesta inflamatoria incluye liberacién de prostanoides, PGE2, PGI2 y
PGD2 que, junto con otros mediadores vasodilatadores como la histamina y
bradicinina contribuyen al enrojecimiento y el aumento del flujo sanguineo en
las zonas de inflamacién aguda. Potencian el efecto hiperalgésico de

bradicininas.

Media el aumento de temperatura corporal que producen citosinas endégenas.
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Acciones de los leucotrienos

El LTB4, es un quimiotidctico de neutrdfilos y macréfagos. Aumenta la
produccién de productos oxidados. Sobre macréfagos y linfocitos estimula la

liberacion de citosinas.

LTC4, LTD4, LTE4 y LTF4 son broncoconstrictores potentes y aumentan la
secrecién de moco. Se encuentran en el esputo de pacientes con bronquitis

crdnica.

Contribuyen a la hiperactividad bronquial de los asmadticos. Algunos
antagonistas de los receptores para leucotrienos (p.e.zafirlukast ) son ttiles

para el tratamiento del asma.

El LTB4 se encuentra en los exudados inflamatorios y estd implicado en

enfermedades como artritis reumatoide, psoriasis y colitis ulcerosa.
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araquidonico producidos por ciclooxigenacion.

Factor activador de plaquetas (FAP)

Mediador importante en la alergia (aguda y crénica) y en estados inflamatorios.

Se produce y libera en la mayoria de células inflamatorias al ser estimuladas.

Se sintetiza a partir del acil-FAP por medio de la fosfolipasa A2 y una

acetiltransferasa.
o Acciones y papel en la inflamacion

Por inyeccidn local produce vasodilatacién, eritema, aumento de la
permeabilidad vascular, edema, e hiperalgesia. Es quimiotactico de neutroéfilos y

eosinéfilos a nivel bronquial en la fase final del asma.
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Es espasmégeno del musculo liso bronquial e intestinal, debido en parte, a la

activacion de fosfolipasa A2, que produce leucotrienos.
En plaquetas participa en la produccién de tromboxano.

Las acciones antiinflamatorias de los glucocorticoides se explican en parte por la
inhibiciéon de las sintesis de FAP. Los antagonistas competitivos de los

receptores del FAP pueden ser ttiles en el tratamiento del asma.

iv. Bradicinina (BK)

Péptido vasoactivo formado por la accién de la calicreina sobre el cininégeno. Es

inactivada por la cininasa Il (enzima convertidora de angiotensina).
o Acciones y papel en la inflamacion

Produce muchos de los fenédmenos observados en la reaccidn inflamatoria:
dolor, vasodilatacién (por liberacién de PGI2 y NO), aumento de la

permeabilidad vascular y espasmo del musculo liso.

Es uno de los mediadores implicados en la diarrea, estimulacién de las

secreciones nasofaringeas en la rinitis alérgica y pancreatitis.
o Receptores para BK
Receptores B1, implicados en la hiperalgesia inflamatoria persistente.

Receptores B2, implicados en la mayoria de las acciones de BK. Los antagonistas
de los receptores B2 (p.e.icatibant), se han mostrado ttiles en el tratamiento
del sindrome carcinoide, algunas alteraciones gastrointestinales y la

pancreatitis aguda. [4
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V. Oxido nitrico

Se sintetiza por tres isoformas de NO sintasa, dos constitutivas y una inducible
(i NOS), implicada en las reacciones inflamatorias. Todas las células
inflamatorias expresan iNOS en respuesta a citosinas. También se expresa en el
epitelio bronquial de asmaticos y en la mucosa del colon de pacientes con colitis

ulcerosa.
o Acciones y papel en la inflamacién

Potente vasodilatador, aumenta la permeabilidad vascular y la produccién de
PG inflamatorias. Sin embargo, tiene acciones antiinflamatorias; liberado en
células endoteliales inhibe la adhesién de neutrdfilos y plaquetas asi como la

agregacion plaquetaria.

Aumenta los mecanismos locales de defensa, pero producido en exceso es cito-

tdxico. [36]
Los pacientes con shock séptico mejoran con inhibidores especificos de la iNOS.
vi. Citocinas

Péptidos liberados en el tejido inflamado y en células del sistema inmune.
Existen mas de cincuenta e incluyen interleucinas, quimiocinas, factores de
crecimiento, interferones, factores de necrosis tumoral como el TNF-oo, etc. Las
producen macrofagos, linfocitos, células endoteliaies y fibroblastos. La mayoria

no son constitutivas, se sintetizan por la activacion celular.
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Ademas de las acciones directas sobre las células pueden inducir la formacién

de otras citocinas o los receptores de otras citocinas.

Estan implicadas tanto en la fase de induccion de la respuesta inmune como en
la fase efectora. Existen citosinas proinflamatorias (JL. - 1 y TNF - o) y
antiinflamatorias (TGF - ,la IL. - 4, la IL -~ 10 y la IL - 13), que pueden inhibir la

produccién de quimiocinas.

La interleucina 1 (IL - 1) estd implicada en la patogénesis de la artritis
reumatoide, la enfermedad inflamatoria intestinal, el shock séptico y algunas

enfermedades autoinmunes.

Los interferones son sintetizados en respuesta a un estimulo virico o por otras

citocinas.

Existen tres tipos, INF- «, INF- 3, y INF- vy. Asu véz el INF-a es una familia de 15
proteinas. Todos tienen actividad antivirica, antitumoral y producen fiebre. Se
utilizan en la terapia del cancer, la forma recividante-remitente de la esclerosis
multiple (INF- ), en infecciones viricas y, en ensayo, en el tratamiento de la

hepatitis, leishmaniosis y lepra. [4133]
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EDEMA

Constituye un aumento neto o exceso del liquido extravascular, ya sea, en el
tejido intersticial o en cavidades serosas, donde este fluido puede ser un
exudado o trasudado. Ocurre como consecuencia del aumento de la
permeabilidad vascular, que ocasiona salida de fluido rico en proteinas hacia el
intersticio con aumento de la presion osmotica a la que se agrega un incremento
de presién hidrostatica secundaria a vasodilatacién y aumento de liquido

intersticial. [41[331[37]
FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS

Farmacos analgésicos que poseen actividad antitérmica y en su mayoria
antiinflamatoria, con frecuencia se los denomina por su acrénimo (AINEs:
Antiinflamatorios No Esteroideos) para diferenciarlos de los glucocorticoides
con actividad antiinflamatoria. Los AINEs comparten las tres acciones que lo
definen (analgésica, antitérmica y antiinflamatoria), su eficacia relativa para
cada una de ellas puede ser diferente, es decir, un firmaco concreto puede

mostrar mayor actividad antiinflamatoria o analgésica que otro.

Los principales efectos terapéuticos y muchas de las reacciones adversas de los
AINEs pueden explicarse por su efecto inhibidor de la actividad de las
ciclooxigenasas, enzimas que convierten el acido araquidénico que se encuentra
en las membranas celulares en endoperéxidos ciclicos inestables, los cuales se
transforman en prostaglandinas (PG) y tromboxanos. Algunos de estos

eicosanoides participan, en grado diverso, en los mecanismos patégenos de la
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inflamacion, el dolor y la fiebre, por lo que la inhibicién de su sintesis por los
AINE seria responsable de su actividad terapéutica, aunque, dada su
participacién en determinados procesos fisiolégicos, dicha inhibicién seria
también responsable de diversas reacciones adversas caracteristicas de estos
farmacos. Es preciso destacar que los eicosanoides son solo una parte de los
mediadores celulares involucrados en la modulacién de una determinada
funcion o proceso patolégico y que los AINE no inhiben el conjunto de la cascada
biosintética que tiene su origen en el acido araquidénico (p. ej., no afectan la
actividad enzimética de las lipoxigenasas que originan leucotrienos). Se
comprende asi la limitacién que poseen estos firmacos en el control de
procesos caracterizados por la intervencién de numerosos mediadores. El
descubrimiento de la existencia de, al menos, dos isoformas de la ciclooxigenasa
(COX-1 y COX-2), con localizaciones y funciones diferentes, ha abierto nuevas
perspectivas terapéuticas mediante el disefio de AINE que afecten
selectivamente una u otra isoforma. La COX-1 tiene caracteristicas de enzima
constitutiva, y su actividad tiene que ver con la participacién de las PG y
tromboxanos en el control de funciones fisioldgicas. En cambio, la COX-2 tiene
caracteristicas de enzima inducible, en determinadas células, bajo
circunstancias patoldgicas (p. ej., en macréfagos, monocitos, células endoteliales
y sinoviales en el curso de un proceso inflamatorio) por el concurso de diversas

citocinas y mediadores de la inflamacidn. [41(33]

Los AINE, tienen su principal aplicacién clinica como antiinflamatorios en el

tratamiento de los trastornos musculo-esqueléticos, como artritis reumatoide y
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artrosis. En general, los AINE proporcionan sobre todo alivio sintomatico del
dolor y la inflamacién que acompafian a las enfermedades y no se considera que
sean firmacos antirreumaticos y modificadores de la enfermedad. Diversos
AINE estan aprobados para el tratamiento de la espondilitis anquilosante y la
gota. El empleo de los AINE en las artropatias leves, junto con el reposo en cama
y la fisioterapia, por lo general es eficaz. Cuando los sintomas tienen que ver
solo con problemas de suefio a causa del dolor o la rigidez matutina importante,
una sola dosis de AINE administrada por la noche puede ser suficiente. Algunos
pacientes que tienen una enfermedad mas debilitante no responden en forma
adecuada a las dosis terapéuticas completas de los AINE y necesitan un
tratamiento intensivo con firmacos de segunda opcidén. Se han observado
diferencias interindividuales e intraindividuales considerables en la respuesta

clinica. 1371

2.3. ASPECTOS DERMATOLOGICOS

2.3.1. LAPIEL

Es considerado uno de los 6rganos mas grandes del cuerpo, ya que en efecto la
piel del adulto comtin tiene una superficie de unos 2m? Es probable que sea el

6rgano mas pesado del organismo.
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Su accesibilidad y la oportunidad que ofrece para mantener aplicados
preparados intactos largo tiempo, han hecho que se le use cada vez mas como

via para administrar droga sea por sus efectos locales o sistémicos, [11][16]

La piel tiene muchas funciones esenciales, entre ellas; proteccion,
termorregulacion, capacidad de respuesta inmunitaria, sintesis bioquimica y
deteccién sensitiva. El tratamiento por via tdpica es un método terapéutico
conveniente, pero su eficacia depende de la comprensién de la funcién de la

barrera de la piel, de modo primario dentro del estrato corneo. [37]
2.3.2. ESTRATOS DE LA PIEL

Anatémicamente se puede describir la piel como un érgano estratificado que
presenta tres estratos texturales bien distintos, la epidermis, la dermis y la grasa

subcutdnea o hipodermis.
La Epidermis:

Es la capa mas externa de la piel constituida en forma casi exclusiva por células

epiteliales pavimentosas estratificadas.

Los restos queratinizados y aplanados de estas células epidérmicas en divisién
activa se acumulan en la superficie de la piel como una regién relativamente fina

(unas 10 um de espesor) que se llama estrato corneo o capa cornea.

El estrato corneo también es muy giroscépico, funciona como una barrera fisica

y quimica y es poco permeable al agua, retarda la pérdida de agua desde los
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2.3.3.

tejidos subyacentes, reduce la penetracién de los rayos ultravioletas y limita la

entrada de microorganismos, medicaciones y sustancias téxicas del exterior.
La Dermis:

Se encuentra debajo de la epidermis y estd formada por dos capas de tejido
conectivo que se fusionan. Esta sostiene a la epidermis e interacciona con ella,
facilitando su adaptacion a los musculos y vasos subyacentes. En la dermis hay
vasos linfaticos, sanguineos y nerviosos, aunque solo llegan fibras nerviosas mas

alla de las papilas dérmicas hasta la regién germinativa de la epidermis.
La Hipodermis o Grasa subcutanea:

Ubicado debajo de la dermis, viene a ser la capa adiposa subcutdnea que sirve

de almohadilla a la dermis y epidermis.

Las fibras coldgenas de la dermis estan situadas en las células adiposas. Su
presencia es un importante factor de proteccién contra traumatismos y pérdida

de calor.
TRANSFERENCIA PERCUTANEA Y FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE ESTA

Las drogas se aplican en la piel para obtener uno o méas de los cuatro efectos
generales siguientes; un efecto sobre la superficie de la piel, un efecto dentro del
estrato corneo, un efecto mas profundo que requiere penetraciéon en la

epidermis y un efecto sistémico.
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Factores que influyen sobre la transferencia percutanea

Existe una serie de factores que influyen sobre la transferencia a través de la
barrera epidérmica. Se les puede catalogar en dos grandes grupos: factores
biolégicos y fisicoquimicos; los primeros son inherentes a la piel en tanto que

los segundos son al farmaco y a su vehiculo. [38]

_Estado de la piel:

Si la epidermis no se halla intacta su cualidad barrera queda alterada de manera
profunda, puede tratarse de un trauma fisico, accidental o experimental, o bien
una enfermedad cutédnea, o agresion en estos casos el espesor de la capa cornea
disminuye en forma mas 0 menos y con ello su capacidad oclusiva de retencién
hidrica y de defensa.

La permeabilidad se incrementa por trauma quimico que pueda lesionar o
destruir los queratinocitos. [3%

_Topografia de la zona de aplicacién:

Los experimentos de permeabilidad revelan que el estrato corneo hidratado
tiene afinidad por los compuestos lipéfilos e hidroéfilos, si bien es cierto que
diferentes personas normales tienen diferente permeabilidad a los farmacos
aplicados en los mismos sitios, tales diferencias en la permeabilidad deben
adjudicarse a los distintos espesores del estrato corneo y zonas topogréficas.

La penetracidon de foirmacos es mas alta en la cara, en 4reas intertriginosas y,
especialmente en el perineo. [37]

Debemos tener presente que la absorcion percutdnea en animales, sea en vivo o
en vitro, solo puede ser Gtil como una aproximacion de la actividad en el ser
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humano. Siempre hay que tener en cuenta la influencia de las variaciones entre
las especies, la variabilidad del sitio (de la cual se sabe poco en animales) y el
estado de la piel, variables experimentales y en particular el vehiculo. [3°]
_Grado de hidratacion:

Para una buena transferencia es de gran importancia un grado 6ptimo de
hidratacién del estrato cérneo, la absorcion de medicamentos aumenta
mediante la inhibicién de la pérdida transdérmica de agua, los métodos de
hidratacién incluyen oclusién con una pelicula impermeable mediante la
aplicacién de vehiculos oclusivos lipéfilos como pomadas. Los excipientes con
hidrocarburos y aceites son los mas oclusivos y los que producen una mayor
hidratacidn. [37]

_ Factores bioldgicos:

De menor importancia son las variaciones tanto de temperatura, humedad y
ambiental. Un descenso térmico produce un enfriamiento superficial y la
permeabilidad tedricamente debe descender.

Por lo general las formas tdpicas se aplican por frotamiento o por inuncién
(masaje suave) que neutraliza la isquemia criogénica, promoviendo un flujo
local de sangre e incrementando asf la temperatura.

En ocasiones se tendra presente también que la edad de la piel importa en la
consideracion de estos argumentos.

_ Concentracion del farmaco:

Entre los factores fisicoquimicos que intervienen en la transferencia percutinea

tiene mucha importancia la concentracién del farmaco en el sistema elegido
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para su transporte (forma posoldgica). Un incremento en la cantidad de farmaco
presente en el sistema por lo general se refleja en una mayor cantidad

absorbida. [38]

2.4. ASPECTOS TECNOLOGICOS

2.4.1. OBTENCION DE MATERIA PRIMA

Para obtener las sustancias contenidas en las plantas y transformarlas en
medicamentos existen dos procedimientos fundamentales: procedimiento por

expresion y el procedimiento de extraccion.

El procedimiento de expresion es utilizado para la obtencién de jugos y zumos, y

emplea como materia prima plantas frescas troceadas.

El procedimiento de extraccién utiliza también plantas troceadas o materiales
vegetales desecados que son tratados con un liquido extractivo. Como liquidos

extractivos se utilizan casi siempre mezclas de etanol y agua.
En el proceso de extraccidn se distinguen dos fases fundamentales:

_Fase de lavado, las sustancias activas pasan casi instantineamente al
disolvente, ya que las células liberadas por el proceso de trituracidn, y en cierta

proporcién destruidas, entran en contacto directo con el disolvente.

_Fase de extraccién, para disolver los componentes de las células intactas, el
disolvente tiene que penetrar primero en ellas. Las membranas celulares

arrugadas y secas existentes en la droga deben pasar en primer lugar a un
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estado de esponjamiento, que permita el paso del disolvente al interior de las
células. Estos fendmenos son favorecidos en gran medida por el agua. Las
mezclas hidroalcohélicas, como las utilizadas preferentemente para la
fabricacién de preparados farmacéuticos, también se muestran especialmente

ventajosas en este sentido.

Luego las sustancias endocelulares pasan al liquido extractivo por difusién a
través de la membrana hasta alcanzar el equilibrio de concentracién entre las

soluciones situadas al interior y al exterior de la célula. [1!

o Extractos secos.- Son preparados pulverulentos, que se preparan de
extractos de drogas por evaporacién del liquido del extracto.

o Extractos fluidos.- Son preparados liquidos que se obtienen en la
extraccién de droga. Como liquido de extraccién pueden utilizarse mezclas
etanol-agua, que pueden tener determinados aditivos. Son preparaciones
liquidas tal que 1 parte por masa o volumen es equivalente a 1 parte por masa
o droga vegetal.

. Extractos blandos.- Son preparados altamente viscosos que se obtienen
de extractos de drogas por evaporacion de liquido de extraccién.[40!

a) Maceracion

Este procedimiento requiere que la droga triturada sea incorporada al liquido
de extraccién. Asi mismo, el conjunto debe ser protegido de la luz solar directa y
agitado repetidamente. El tiempo de maceracién es variable pudiendo estar

entre 4 a 10 dias, pero con unos 5 dias suelen ser suficientes. La agitacion es
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importante en el proceso para favorecer la difusiéon de las sustancias
endocelulares, y por ello es recomendable agitar el conjunto 3 veces al dia

aproximadamente.

Cuanto mayor es la relacién entre el liquido extractivo y la droga, serd mas
favorable el rendimiento. Después de la maceracién se filtra el conjunto
exprimiendo el residuo. También es recomendable lavar el residuo con el agente
extractivo para recuperar las sustancias extractivas retenidas. Se retinen todos

los liquidos extractivos para ser filtrado y decantado.
b) Dimaceracion

En este procedimiento la droga se macera dos veces con el mismo disolvente, la
primera vez con la mitad y después con la otra parte. Con este procedimiento se
mejora ligeramente el rendimiento. Sin embargo, es mas recomendable utilizar

primero una pequefia proporcion del disolvente (20%) y luego el resto.
c) Maceracidn con agitacion

En este procedimiento se agita intensamente el material en maceracién con un
agitador magnético, de esta forma no se mejora el resultado de la extraccién
pero en cambio se reduce el tiempo requerido para alcanzar el equilibrio de

concentraciones, acortando el tiempo total de extraccion. [1]
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2.4.2. FORMA FARMACEUTICA TOPICA

Sobre la piel se aplican, ya sea con fines terapéuticos o cosméticos, numerosas

formulaciones de diversa naturaleza fisicoquimica.

Las formas de consistencia semisélida constituyen, sin embargo, el grupo mas
amplio dentro de las formulaciones de aplicacién sobre la piel y diversas

mucosas.

Las caracteristicas y propiedades de los sistemas semisélidos pueden
considerarse especificas de las preparaciones de aplicacién tdpica. Satisfacen
una exigencia de las preparaciones de aplicacién tépica, ya que, en general,
poseen buena adherencia lo que hace que permanezcan sobre la superficie de
aplicaciéon por un tiempo razonable hasta que se eliminan por lavado. Sus
propiedades se deben a su comportamiento reolégico de tipo plastico, segiin el
cual los semisélidos mantienen su forma y se adhieren como una pelicula, pero
cuando se aplica una fuerza externa sobre ellos se deforman con facilidad y

fluyen (capacidad de extension).
POMADAS
A) Definicion y caracteristicas generales

Las pomadas constituyen un grupo de preparados farmacéuticos muy
heterogéneo, caracterizados por su consistencia semisélida. Estdn destinadas a
ser aplicadas sobre la piel o sobre ciertas mucosas con el fin de ejercer una
accion local o de dar lugar a la penetracién cutanea de los medicamentos que

contienen.
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Consta de un excipiente, sencillo o complejo, en cuyo seno se disuelven o se

dispersan los principios activos.

Todos los preparados de consistencia semisélida estan, de hecho, englobados en
la definicibn genérica “pomadas”, pero a menudo se utilizan otras
denominaciones mds especificas, relacionadas con sus caracteristicas
fisicoquimicas y su consistencia mas o menos blanda. Asif en la Farmacopea

Europea se distinguen varias categorias de pomadas:

_Pomadas propiamente dichas. Constan de un excipiente de una sola fase en el

que se pueden dispersar sélidos o liquidos.

o Hidréfobas (lipéfilas). No pueden absorber mas que pequefias cantidades
de agua. Las sustancias que se emplean con mas frecuencia en su formulacién
son la vaselina, la parafina, la parafina liquida, los aceites vegetales, las grasas
animales, los glicéridos sintéticos, las ceras y los polialquilsiloxanos liquidos.

. Absorbentes de agua. Pueden absorber grandes cantidades de este
liquido. Sus excipientes son los de las pomadas hidréfobas a los cuales se
incorporan emulgentes de tipo W/O, como la lanolina, los alcoholes de grasa
lana, los ésteres del sorbitano, los monoglicéridos y los alcoholes grasos.

. Hidrdfilas. Se elaboran con excipientes miscibles en agua, tales como los
polietilenglicoles liquidos y sélidos (macrogoles). Pueden contener cantidades

adecuadas de agua.

_ Cremas. Son pomadas multifasicas constituidas por dos fases, una lipéfila y

otra acuosa.
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J Hidréfobas. La fase continua o externa es la fase lipéfila debido a la
presencia en su composicion de emulgentes tipo W/O0.

. Hidrdfilas. La fase externa es de naturaleza acuosa debido a la presencia
en su composicién de emulgentes de tipo O/W, tales como jabones sédicos o de
trietanolamina, alcoholes grasos sulfatados y polisorbatos, a veces combinados

en proporciones convenientes con emulgentes tipo W/0.

Geles. Estas preparaciones estdn formadas por liquidos gelificados con ayuda

de agentes apropiados.

o Hidréfobos (oleogeles).Estin constituidos por excipientes como la
parafina liquida adicionada de polietileno, aceites grasos gelificados con silice
coloidal o por jabones de aluminio o zinc.

o Hidrdfilos (hidrogeles). Se elaboran con excipientes hidréfilos como el
agua, el glicerol y los propilenglicoles, gelificados con sustancias como goma de
tragacanto, almidon, derivados de celulosa, polimeros carboxivinilicos, silicatos

de magnesio y aluminio.

_ Pastas. Contienen elevadas proporciones de sélidos finamente dispersos en el

excipiente por lo que, generalmente, su consistencia es bastante elevada.
B) Excipientes y bases para pomadas

El principal papel del excipiente es servir de soporte al principio activo que se
desea aplicar sobre la piel, aunque el excipiente podra influir en la penetraciéon
del principio activo hacia lugares mas o menos profundos situados por debajo

de la zona de aplicacién y contribuir de este modo en la eficacia del preparado.
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En algunos casos (pomadas protectoras) el excipiente puede influir en la
capacidad de proteccién final de la pomada frente a diversos agentes externos o
incluso desprovistos de medicamentos propiamente dichos, puede utilizarse
como protector. En otros casos, el excipiente contribuye a mantener las
caracteristicas fisicas y quimicas de la piel normal (grado de humedad, pH),

mejorando asi sus mecanismos de defensa.

Las caracteristicas que de modo general deben reunir los excipientes de

pomadas pueden resumirse en las siguientes:

Deben ser bien tolerados y no manifestar acciones que los inhabiliten (irritantes,

sensibilizantes).

_Tienen que ser Inertes frente al principio activo que incorporan
(compatibilidad fisica y quimica), asi como frente al material de
acondicionamiento.

_Han de ser lo suficientemente estables frente a los factores ambientales como
para garantizar su conservacion.

_Deben presentar una consistencia conveniente para que su extensién sobre la
piel o las cavidades mucosas se realice con facilidad y, ademas, puedan
dispensarse en tubos.

_En determinados casos (pomadas oftdlmicas) se requiere que sean
esterilizables.

_Deben ceder adecuadamente el principio activo que incorporan.

_En la medida de lo posible, tienen que presentar caracteres organolépticos no

desagradables.
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C) Métodos generales de preparacion de pomadas

De acuerdo al principio activo:

La interposicion de la sustancia medicinal en el excipiente seleccionado es uno
de los aspectos que determinan el procedimiento utilizado en la preparacién de
una pomada. De acuerdo con las caracteristicas de solubilidad de los
medicamentos, estos pueden disolverse o bien quedar incorporados en forma
de suspensidn en el excipiente; se puede hablar por tanto de pomadas solucién y

pomadas suspensién.
_Pomadas solucion

Algunos principios activos son suficientemente solubles en vaselina y algunas
grasas, de modo que pueden prepararse pomadas solucidn. Deberan prepararse
en la medida de lo posible, a la temperatura que prevalecera durante su

conservacion y almacenaje.
_Pomadas suspensién

Constituyen un grupo muy extenso entre las pomadas. Es necesario esforzarse
para conseguir que la sustancia medicinal quede incorporada en forma de

particulas muy finas, como maximo alrededor de 50 micras.
_Pomadas emulsién

La preparaci6n de las pomadas emulsidn se realiza generalmente a temperatura

superior a la ambiente. La fase grasa se calienta a la temperatura de fusién de
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sus componentes, generalmente alrededor de 70 - 72C°La fase acuosa se

calienta a la misma temperatura.

_Hidrogeles

En la preparacién de pomadas hidrogel intervienen el agua, el agente gelificante
seleccionado, a la concentracién conveniente para obtener la consistencia
adecuada; ademas, se requiere la adicién de una sustancia higroscépica como la
glicerina, el propilenglicol o el sorbitol, que impida la desecacién rapida una vez

que la preparacion se aplica sobre la piel. [41]
De acuerdo a la tecnologia:
Se preparan por tres métodos generales:

Mezclado mecanico de los ingredientes,

Por fusion

_Mezclado mecdnico.- Se usa cuando el excipiente estd constituido por agentes

grasos blandos y aceites; Es el método que se usa con mis frecuencia.

Puede utilizarse triturando los ingredientes en un mortero hasta que se obtenga
una pomada homogénea o bien sobre una placa de loza y espatula., también

puede usarse una plancha de vidrio ya que es mas facil de limpiar.

Se prefieren los morteros cuando hay que incorporar mucho liquido o cuando
hay que mezclar dos partes de muy diferente consistencia, una muy compacta y

otra muy blanda.
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_Por fusién.- Cuando se emplean ceras e ingredientes de mayor punto de fusion
o se han de mezclar sélidos que funden con facilidad con agentes blandos, lo

mejor es fundir ambos, mezclarlos bien y agitar mientras se enfria la mezcla. [3%
D) Estabilidad y ensayos de las pomadas

Los ensayos que deben practicarse dependen, en gran medida, del tipo de

pomada de que se trate y del uso a que se destine (Cuadro N°01).

Los aspectos generales concernientes a la estabilidad fisica y quimica de los
preparados de uso tépico son similares a los estudiados en otras formas

farmacéuticas.

Cuadro N° 01. Aspectos que deben ser objeto de ensayo en pomadas

Estabilidad de los componentes activos.

Estabilidad de los coadyuvantes.

Comportamiento reolégico: consistencia, extensibilidad.

Pérdida de agua y otros componentes volatiles.

Homogeneidad: separacién de fases, formacién de exudados.
Tamaiio de particula de la fase dispersa: distribucién de tamafio.
pH aparente

Contaminaciones: particulas extrafias, microorganismos.

40



E) Acondicionamiento y conservacion

Las pomadas deben conservarse en recipientes cerrados y completamente
llenos y a ser posible a temperatura constante. Variaciones en la temperatura
pueden conducir a cristalizaciones de la sustancia medicinal y a modificaciones
importantes en el excipiente. Las que contengan agua u otros componentes
volatiles deben envasarse en. recipientes herméticos para prevenir la
evaporacidn. Las estériles tienen que dispensarse en tubos, con el fin de

proteger el producto durante su uso, o en recipientes unidosis- [41]
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3.1.

III. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

3.1.1. Muestra vegetal
Hojas de Senecio nutans Schulz Bipontinus “chocra”
3.1.2, Material bioldgico

Ratas albinas hembras de la cepa Holtzman de aproximadamente 2 - 3 meses de

edad y peso entre 160+20g.
3.1.3. Materiales de laboratorio
_ Material de vidrio:

Material de medida de volumen de 0.5 ml - 500 ml (probetas, pipetas de 1 - 10
ml), baguetas, vasos preéipitados de 50 - 400ml, embudos, matraces conicos de
2000 ml, frascés de distintos tamafios, tubos de ensayo, balones para el
rotavapor, luna de reloj, viales, picndmetro de 10 cm3 y 50 cm3, portaobjeto,
placas de vidrio 20x20 cm, varilla ae vidrio, tubo de vidrio estandarizado, pera

de bromo, placas Petri, matraz 150 ml, fiola de 25 ml, bureta de vidrio.
_Otros:

Espatula, soporte universal, desecador, portador de embudo, mortero de
porcelana, placa excavadora de porcelana, gradilla, agitador magnético,

termoémetro, pinzas de metal.
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3.1.4. Equipos

Balanza analitica Sartorius LH - 110
Balanza digital BOECO

Evaporador rotatorio BUCHI Healting
Equipo de maceracién

Pletismémetro digital LE - 7500
Molino manual

Bafio maria PRECISION SCIENTIFIC CO
Microscopio

Equipo penetrométrico

Potencidémetro portatil Modelo HANNA.
Estufa BINDER

Refrigeradora

Plancha calefactora

3.1.5. Solventes y reactivos

Etanol de 70° y 96°

Agua destilada

Acido clorhidrico al 1%

Hidréxido de amonio

Diclorometano

Reactivos necesarios para la identificacidn de los metabolitos secundarios segtin

la marcha fitoquimica.
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Fenolftaleina al 1%

Soluciones Buffer de pH 4,0 y 7,0
Carragenina al 1%

Suero fisiolégico 9° /oo

Bencina, vaselina liquida y glicerina.

Twen 20y 80

3.1.6. Excipientes
Alcohol cetilico

Cera blanca
Laurilsulfato de sodio
Propilenglicol
Vaselina sélida
Lanolina

Carbopol

TEA

3.1.7. Farmacos

TURBOGESIC® (Diclofenaco al 1%) - crema.

Diclofenaco 25 mg/ml x 3ml - ampolla.
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3.1.8. Medios de cultivo

Medio agar Tripticasa soya

Medio agar dextrosa sabourad 4%
Medio agar Mac Conkey

Medio agar Salmonella Shigella
Medio agar Baird - Parker

Medio agar Cetrimide

Caldo Tripticasa soya

Caldo lactosado

3.1.9. Materiales clinicos y otros

Papel de filtro para filtracion rapida

Papel aluminio

Papel Kraft

Papel milimetrado

Jeringas descartables de 1mL, 3mL y 10mL.
Algodon

Papel tissue

Agujas n°25 x 5/8
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3.2. METODOLOGIA

3.2.1. RECOLECCION E IDENTIFICACION DE LA ESPECIE VEGETAL

La especie vegetal Senecio nutans Schulz Bipontinus fue recolectada en Puquio
capital de la provincia de Lucanas, departamento de Ayacucho,
aproximadamente a una altura de 3650 msnm gracias a pobladores cercanos a
su ubicacién, el 18 de noviembre del 2012.Durante este proceso se selecciond
una muestra completa para su respectiva clasificacién taxonémica. Esta fue
realizada por el Bidlogo, Mg. David M. Miranda Huaman con CBP N° 3681
perteneciente a la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional San Luis

Gonzaga de Ica (Ver ANEXO N° 01).
3.2.2. PREPARACION Y TRATAMIENTO DE LA ESPECIE VEGETAL

La muestra vegetal fue secada bajo sombra a temperatura de ambiente 25 C°+2
C°, durante un periodo de 10 dias para luego seleccionar y separar las hojas de
las flores y tallos. La molienda de las hojas secas se realiz6 en un molino manual

hasta obtener el tamafio adecuado de muestra.
3.2.3. OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO

Primeramente se obtuvo el extracto fluido etandlico de Senecio nutans Sch. Bip
por maceracion de las hojas secas y pulverizadas. Se realiz6 con alcohol de 96°
durante 7 dias, luego se filtré y guardd el sobrenadante en frasco de vidrio.
Posteriormente es separado el 80 % del extracto fluido etandlico para la

elaboraciéon de la forma farmacéutica semisélida y el restante fue destinado a
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los ensayos necesarios. Se concentré una parte del extracto fluido destinado
para la forma farmacéutica semisélida, obteniéndose un segundo extracto;
blando de aspecto semisdlido y naturaleza oleosa, del cual se separ0 una
porcidn para los ensayos necesarios. Resultando asi dos tipos de extracto aptos

para los controles de pre - formulacién y disefio de la formulacién.
3.2.4. IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Se realiza la extracciébn de los metabolitos secundarios con solventes
apropiados. La extraccién y/o fraccionamiento de los extractos se realiza con el
fin de aislar los grupos de mayor interés. Para este ensayo se tomaron 10g de
extracto etanodlico blando a fin de realizar un screening fitoquimico. Los
metabolitos secundarios se identificaron mediante reacciones de coloracién y/o

precipitacion. (Ver Fluxograma N°01).
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A)  OBTENCION DE LAS FRACCIONES PARA LA MARCHA FITOQUIMICA
Del extracto etandlico blando se separé una pequeiia porcién a la que
denominamos FRACCION A. El resto se extrajo con 4cido clorhidrico al 1%, para
luego filtrarlo y obtener dos partes.

1.- Insoluble; Se lava hasta pH neutro con agua destilada, seguidamente se
disuelve con diclorometano y se seca obteniéndose la FRACCION B,

2.-Solucién Acida; se filtra y alcaliniza con 3mL de hidréxido de amonio,
extrayéndose con diclorometano (2x2'5 mL) obteniéndose dos fases:

_Fase diclorometénica: Se filtra obteniéndose la FRACCION C

_Fase acuosa: Se extrae con diclorometano:etanol (3:2) obteniéndose dos fases:

Fase organica.- (diclorometanica - etanélica). Se deshidrata y filtra. Esto

constituye la FRACCION D.
Fase acuosa.- Constituye la FRACCION E.

Por otro lado se mezcla 1 gramo de droga seca con 20 mL de agua y se agita.
Dejamos hervir durante 15 minutos. Luego procedimos a filtrar en caliente y
completar a volumen (20 mL) a través del filtro. Dejamos enfriar a temperatura

de ambiente constituyendo la FRACCION F. (41 [42]
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B) DETECCION DE GRUPOS FUNCIONALES Y METABOLITOS

SECUNDARIOS SOBRE LAS FRACCIONES

_FRACCION A:

1.- Detecci6n de taninos y grupos fendlicos libres:

Reaccién de Gelatina-sal.-Se tomaron tres tubos de ensayo y en cada uno de
ellos se vierte, 0.5 mL de la fraccién A (disuelta en agua).

Tubo N°1. Se agrega, 2mL de solucién de NaCl 5 %.

Tubo N°2. Se agrega, 2mL de solucién de gelatina al 1%.

Tubo N°3. Se agrega, 1mL de solucién de NaCl 5 % y 1mL solucién de gelatina al
1% (solucion gelatina-sal).

Interpretacion; La precipitacién con este tltimo reactivo o con ambos; el 1°y 2°,
es indicativo de la presencia de taninos, si solo ocurre con el 1°, es probable que
sea un falso positivo. '

Reaccidon de Cloruro férrico.- Se Colocé en un tubo de ensayo 0.5 mL de la
fraccion A (disuelta en etanol) y se le agregd una gota de solucién acuosa de
FeCls 1%.

Interpretacion; La reaccidn es positiva para grupos fendlicos libres cuando
aparecen colores azul-negro, verde o azul verdoso.

2.- Deteccion de aminoacidos:

Reaccion de Ninhidrina.-Se coloc6 con una pipeta capilar sébre tiras de papel
de filtro, una gota de fraccién A + una gota del reactivo Ninhidrina al 2%. El

BLANCO fue la solucidén etandlica de Ninhidrina al 2%.
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Luego del secado a T° ambiente, las tiras de papel se colocaron en calor hasta la
aparicién de una mancha de color azul violaceo en el BLANCO (solucidn testigo).
Interpretacion; La reaccidén es positiva si el papel de la muestra presenta un
color azul violaceo.

3.- Deteccion de Flavonoides:

Reaccién de Shinoda.- En una placa se vertieron 3 gotas de la fraccion A, 5
limaduras de Magnesio y 2 gotas de HCI concentrado.

Interpretacion; La reaccién es positiva cuando aparecen tonos de color rojo,

anaranjado y violeta.

_FRACCION B

1.- Deteccion de Triterpenoides y/o Esteroides:

Reaccién de Liebermann Burchard.-En una placa se disolvié una pequefia
cantidad de la fraccién B en diclorometano y 5 gotas de anhidrido acético y a
continuacién 5 gotas de acido sulfiirico concentrado.

Interpretacion; La reaccidn es positiva si aparecen colores verde, azul verdoso
(rojo o azul).

2.- Deteccion de Antraquinonas:

Reaccién de Borntriger.- Se tomd una cantidad de fraccién B y se disolvié en
diclorometano, luego se agregaron 3 mL de NaOH al 5%. Se tapé el tubo de
ensayo y agit6 suavemente.

Interpretacién; la reaccién es positiva si la fase acuosa toma un color rojo.
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_FRACCION C

1.- Deteccion de Esteroides y/o Triterpenoides:

Reaccién de Liebermann Burchard.- Se realiz6 el mismo procedimiento e
interpretacién que para la fraccion B.

2.- Deteccién de Alcaloides:

El resto de la fraccion C se evapora a sequedad y luego se agregaron 2mL de HCI
al 1%, filtrar. Se realizan las reacciones de precipitacién; Dragendorff, Mayer,
Wagner.

Interpretacion; la reaccion es positiva si aparece un precipitado.

Dragendorff: pp color anaranjado.

Mayer: pp de color blanco cremoso.

Wagner: pp de color marrén.

_FRACCIOND

Se evaporé a sequedad y luego se agregd 2.5 mL de etanol, efectudndose las
siguientes reacciones(a excepcién de la reaccién de Liebermann Burchard y
reacciones para la deteccién de alcaloides que fue disuelto en Diclorometano y
HCl 1% respectivamente):

1.- Deteccion de Flavonoides:

Reaccién de Shinoda.-Se realizé el mismo procedimiento e interpretaciéon que

para la fraccién A.
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2.- Deteccion de Leucoantocianidinas y catequinas:

Reaccién de Rosenheim.- A 0.2 mL de la fraccién D se agreg6 0.1 mL de HCI
concentrado, calentdndolo por 10 minutos a 100 C°. Se enfria y luego se adiciona
2 mL de agua destilada y 0.4 mL de alcohol amilico, se agita y finalmente se
observa el color de la fase amilica.

Interpretacién; La reaccién se considera positiva si aparece un color que va
desde el rosado débil hasta carmesi oscuro. Si es rojo es indicativo de presencia
de antocianidinas. Si es marrén presencia de catequinas.

3.- Deteccion de Esteroides y/o Triterpenoides:

Reaccién de Liebermann Burchard.- Se realizé el mismo procedimiento e
interpretacién que para la fraccién C.

4.- Deteccion de Alcaloides:

Reaccién de Mayer, Dragendorff y Wagner.- Se realiz6 el mismo

procedimiento e interpretacidn que para la fraccién C.

_FRACCIONE

1.- Deteccion de Flavonoides:

Reaccién de Shinoda.-Se realiz6 el mismo procedimiento e interpretacion que
para la fraccion A.

2.- Deteccién de Leucoantocianidinas:

Reaccién de Rosenheim.- Se realiz6 el mismo procedimiento e interpretaciéon

que para la fraccién D.
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_FRACCIONF
1.- Deteccion de Saponinas:
Prueba de espuma.- En dos tubos de ensayo se agitaron 2.5 mL de la fraccién F

por un minuto.
Se dejo reposar 15 minutos y se observo la formacion de espuma.

Interpretacion: Se considera negativa la reaccion si la altura de la espuma es

menor de 5 mm. [42]
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( FRACCION A J

Taninos: R.Gelatina,
R.FeCl3

10 g de extracto etandlico de
Senecio nutans Sch. Bip.

Aminoéacidos:
HCl 1% (2x25 mL)

R. de Ninhidrina

Flavonoides
Lavar con H:0, Filtrar, alcalinizar con
secar, agregar 5 NH4, extraer con CH,Cl;
mbL de CHyCl, - (2x25mL).
filtrar, secar
(NazSQOy), llevar a
SmL. : Fase diclorometdnica
{ FRACCION B } _
Esteroides: R. de Secar Saturar con
Lieberman Burchard (NazS0a), Na,SOs,
Quinonas: R. Bortraguer filtrar. (O.1g de sal
anhidra)

[ FRACCION C J extraer con

CH,Cl,EtOH
Evaporacion 2+

4m
2 mL CHCI3 2x25ml.
Filtrado de -

Cardendlidos: Alcaloides
R. Kedde -
Esteroides: . -

Fase diclorometanica Fase acuosa
R. Lieberman etandlica remanente

Secar

Flavonoides: R. : (NazS04)
Shinoda Disolver en 2mL de ETOH FRACCION E
filtrar.
) p FRACCION D Flavonoides: R.
eucoantocianidinas: :
R. rosenheim HCL 1% Shinoda
CHCls .
Alcaloides: R Leucoantociani
Cardendlidos:Ani Esteroides, triterpenos: R. Mayer, R.Wagner, R. dinas: R'_
lloslactona Lieberman Burchard Hager, R. Muniere. Rosenheim

FLUXOGRAMA N°1. Marcha fitoquimica de Senecio nutans Sch. Bip.
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3.2.5, DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DEL

EXTRACTO ETANOLICO.

Método de edema plantar inducido por carragenina.

Fundamento

El método del edema plantar inducido por carragenina fue descrito por primera
vez por Winter et al y posteriormente modificado por Sugishita et al. (1981).
Consiste en la administracion subcutdnea de una pseudosolucion de A
carragenina, un mucopolisacarido surfatado extraido del alga marina Chondrus
crispus, a nivel de la aponeurosis plantar de la pata de la rata, provocando una
reaccidn de caracter inflamatorio mediada por liberacién de diversos autacoides
(histamina, serotonina, bradiquinina, prostaglandinas, etc.). El producto a

ensayar se puede administrar por diferentes vias.

La actividad antiinflamatoria de este test guarda una buena correlacién con la

actividad antiinﬂamatoria en clinica. [43]
Disefio experimental

Disefio entre grupos, aleatorizado.
Animales de experimentacion

Para el ensayo se emplearon ratas albinas hembras de la cepa Holtzman con
pesos entre 140 g a 170 g, adquiridas en el bioterio de la “Universidad Nacional
Agraria La Molina”, acondicionadas por una semana con libertad de comer y

beber. En ayunas de 12 horas antes de realizar el ensayo.
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Descripcion de la técnica

Se dividieron en tres grupos de cinco en forma aleatoria: Grupo control (+):
Diclofenaco 7.5mg/Kg; grupo control (-): solucién de Twen 80: Etanol: Agua
(0.5:0.5:9) usado como vehiculo; y como grupo experimental: el extracto
etandlico blando a una concentracion del 3% disuelto en el vehiculo,

administrado en dosis de 300mg/Kg.

Antes del experimento se miden los voliimenes normales de la pata izquierda
posterior de las ratas (Vo: Volumen basal) por inmersién de la misma hasta el
maléolo lateral en la solucién salina preparada al 0.1% que contiene el pocillo
del pletismémetro digital. Seguidamente fueron administradas las sustancias
que corresponden a cada grupo por via intraperitoneal, a excepcién del farmaco
que fue administrado por via intramuscular. Treinta minutos después se inyect6
0.1ml de una disolucién de carragenina al 1% en la aponeurosis plantar de la
pata izquierda posterior del animal. La medida de volumen de la pata inflamada
de cada rata (Vt) se realizé 1, 3, 5 y 7 horas después de producida la

inflamacion.

El porcentaje de inflamacion (1%) se calcula por la siguiente formula:

1% = (VE-Vo)x 100

Donde:

Vt = Volumen de la pata inflamada en un tiempo t
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3.2.6.1.

Vo= Volumen basal

Y el porcentaje de inhibicion se determina mediante la siguiente férmula:

%Inh. Infl=C-Tx 100

[ﬁ__*__?—_J

Donde:
C = Valor medio del porcentaje de inflamacién de los animales del grupo control.

T = Valor medio del porcentaje de inflamacién de los animales del grupo

problema, [2][4i[43]

3.2.6. ELABORACION DE LA FORMA FARMACEUTICA

PREFORMULACION

CONTROLES FISICOQUIMICOS AL EXTRACTO FLUIDO.-En una primera etapa
se realizaron los controles fisicoquimicos al extracto fluido: aspecto, densidad,

pH y sélidos totales
Determinacion del aspecto, color y olor

Se procede a analizar el aspecto, color y olor del extracto mediante visualizacién
directa. El aspecto se determina observando a contra luz la presencia de

particulas y/o turbidez en el tubo de ensayo.
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a) Determinacion de densidad relativa

Se entiende por densidad relativa a la relacién entre masa de un volumen de la
sustancia a ensayar en determinadas condiciones de temperatura y la masa de

un volumen igual de agua en las mismas condiciones.

En primer lugar se pesa el picnémetro vacio y seco, luego se llena con la porciéon
de ensayo hasta el nivel empleado, a una temperatura de 20 C° es secado

exteriormente y pesado.

Se repite la operacién con el agua destilada a la misma temperatura. Se calcula

con la siguiente formula:

Donde:

P1= Peso del picnémetro con la muestra.
P2=Peso del picnémetro con agua

P= Peso del picnémetro vacio.
Determinacion de pH

La acidez o la alcalinidad de las soluciones acuosas se caracterizan por el valor
del indice de hidrégeno, pH. El pH es por tanto un indice numérico que se utiliza
para expresar la mayor o menor acidez de una solucion en funcién de los iones

hidrégenos.
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En la practica se ajusta el equipo con la solucién reguladora de pH adecuada al
rango en el que se realizara la determinacion del valor del pH de la muestra. Se
introduce directamente los detectores del potenciometro digital en el extracto y

se realiza la lectura.
Determinacion de sélidos totales

Es la determinacion de la variacién de la masa por pérdida o eliminacién de
sustancias volatiles por accién del calor, mediante un proceso de evaporacién y

secado en estufa hasta peso constante.

10 ml de extracto fluido etandlico se transfieren en dos placas Petri (una sobre
otra) y lleva a Bafio Marfa a 70 C°, hasta su evaporacién. Se pasa entonces hacia
una estufa a 70 C° por 2 horas y media (una placa Petri como cubierta). Se retira
de la estufa y se coloca en una desecadora hasta que alcance temperatura de

ambiente.

La cantidad de sélidos totales, expresado en %, se calcula por la siguiente

formula;

St=Pr—P * 100
\'

Donde:
Pr = masa de las Placas mas el residuo (g).
P = masa de las Placas vacfas (g).

V = volumen de la porcién de ensayo.

100 = factor matematico para el cilculo.
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CONTROLES FISICOQUIMICOS AL EXTRACTO BLANDO.-En una segunda
etapa se realizaron los controles fisicoquimicos al extracto etandlico blando:

aspecto, color, olor, densidad relativa y pH.
Determinacidn del aspecto, color y olor

Al extracto se procede a analizar el aspecto, color y olor mediante visualizacién
directa. El aspecto se determina observando a contra luz la presencia de

particulas y/o turbidez en el tubo de ensayo.
Determinacion de densidad relativa

Se entiende por densidad relativa a la relacién entre masa de un volumen de la
sustancia a ensayar en determinadas condiciones de temperatura y la masa de

un volumen igual de agua en las mismas condiciones.

En primer lugar se pesa el picnémetro vacio y seco, luego se llena con la porcion
de ensayo hasta el nivel empleado, a una temperatura de 20 C° es secado

exteriormente y pesado.

Se repite la operacién con el agua destilada a la misma temperatura. Se calcula

con la siguiente féormula:

Donde: P2-P

P1= Peso del picnémetro con la muestra,
P2= Peso del picnémetro con agua

P = Peso del picnémetro vacio.
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Determinacion de pH

En la practica se ajusta el equipo con la solucién reguladora de pH adecuada al
rango en el que se realizara la determinacidn del valor del pH de la muestra. Se
introduce directamente los detectores del potenciémetro digital en un vaso

precipitado con 1g de extracto y 10 ml de agua destilada y se realiza la lectura.

[40][44]

ENSAYOS DE SOLUBILIDAD:

Se realizaron las pruebas de solubilidad al extracto fluido y luego al extracto
blando, para asi encontrar el solvente adecuado para la forma farmacéutica

semisolida a escoger.

Para cada extracto se utilizan seis tubos de ensayo. En cada uno se colocan 0.5

ml de extracto y se adicionan 2 ml de solvente.

Solventes utilizados: Alcohol, bencina, agua fria, agua caliente, glicerina y

vaselina liquida.
ENSAYOS PRELIMINARES CON LOS EXCIPIENTES:

Se realizaron ensayos preliminares de compatibilidad de excipientes en tres
tipos de formas farmacéuticas semisélidas, y asi poder elaborar la mas
adecuada. Todas se prepararon a una concentracién del 10%. Las formulaciones

preparadas fueron:

v Crema hidréfila 0/W al 10%

v Pomada hidréfoba (propiamente dicha) con base de absorcién al 10%
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v" Gel hidréfilo alcohdlico al 10%

3.2.6.2.

También se realizaron ensayos piloto de estabilidad y organolépticos, para
seleccionar segun las caracteristicas que de forma general deben reunir los

excipientes.
FORMULACION

Luego de realizar ensayos preliminares para la obtencién de la férmula final,
optamos por seleccionar la que presentaba mejores propiedades. La férmula
seleccionada fue la pomada Hidréfoba con base de absorcién. Fueron
preparadas dos formulaciones; una pomada al 30 % de extracto fluido etandlico
y otra pomada al 30% de extracto blando etanélico, ambas a partir de la especie
Senecio nutans Sch. Bip, la concentracién escogida fue para obtener un
apropiado efecto antiinflamatorio de acuerdo a los resultados en la
determinacidn de la actividad antiinflamatoria con el extracto etandlico y segtin
la complejidad de la incorporacién de ambos extractos en las bases

correspondientes.
La composicidn de las pomadas es la siguiente:

Vaselina al 90%; como base hidrocarburada.

Lanolina al 10%; como base de absorcion.

La técnica de preparacién fue por suspensién para la pomada al 30% de
extracto fluido y de solucién para la pomada al 30% de extracto blando. Los
extractos fueron adicionados durante el proceso, cada uno en su

correspondiente formulacidn.
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3.2.7. EVALUACION DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO DE LAS POMADAS

AL 30% DE EXTRACTO ETANOLICO.
Animales de experimentacion

Para el ensayo se emplearon ratas albinas hembras de la especie Holtzman con
pesos entre 140 ga 170 g, adquiridas en el bioterio de la “Universidad Nacional
Agraria La Molina”, acondicionadas por una semana con libertad de comer y

beber, En ayunas de 12 horas antes de realizar el ensayo.
Descripcién de la técnica

Se dividieron en tres grupos de cinco en forma aleatoria: Grupo control (+),
grupo control (-) y grupos experimentales, administrandose las sustancias
siguientes: como farmaco; TURBOGESIC® (Diclofenaco al 1%); Se unto en la piel
de la pata un gramo de la crema; como vehiculo, las bases correspondientes
(vaselina y lanolina en concentracidon de 9:1 respectivamente) a dosis de 1g y
como muestras problemas; la pomada elaborada al 30% de extracto fluido
etandlico y la pomada elaborada al 30 % de extracto blando etanélico, fueron

administradas en dosis de 1 g, respectivamente.

Antes del experimento se miden los volimenes normales de la pata izquierda
posterior de las ratas (Vo: Volumen basal) por inmersién de la misma hasta el
maléolo lateral en la solucién salina preparada al 0.1% que contiene el pocillo
del pletismometro digital. Seguidamente fueron administradas las sustancias
que corresponden a cada grupo por via tépica (se unto en la piel de la pata 1g de

la muestra a ensayar). Cuarenta minutos después se inyecté 0.1ml de una
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disolucion de carragenina al 1% en la aponeurosis plantar de la pata izquierda
posterior del animal. La medida de volumen de la pata inflamada de cada rata

(Vt) se realizd 1, 3, 5 y 7 horas después de producida la inflamacién.

El porcentaje de inflamacion (%l) se calcula por la siguiente férmula:

%= (Vt-Vo) x100
Vo

Donde:
Vt = Volumen de la pata inflamada en un tiempo t

Vo= Volumen basal

Y el porcentaje de inhibicion se determina mediante la siguiente férmula:

%Inh. Infl=C-Tx 100
C

Donde:

C = Valor medio del porcentaje de inflamacion de los animales del grupo control.

T = El porcentaje de los grupos problema. [43]
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b)

3.2.8. CONTROL DEL PRODUCTO TERMINADO

Segtn los resultados en la evaluacién del efecto antiinflamatorio, se escogid
como producto terminado a la pomada con base de absorcién, elaborada al 30

% de extracto blando etandlico.

3.2.8.1. ENSAYOS ORGANOLEPTICOS

Se realiza una completa descripcién cualitativa de la forma farmacéutica

semisélida: color, olor y aspecto.
Determinacion del olor.

Se introdujo una tira de papel en un extremo de la muestra de ensayo y se

percibid la caracteristica del olor.
Determinacion del color.

Un tubo de ensayo limpio y seco se llend con la muestra hasta las tres cuartas
partes del mismo y se observd el color, la transparencia y la presencia de

particulas.
Determinacion del aspecto.

Mediante visualizacién directa. Luego se tomé una pequefia cantidad de la
pomada con los dedos y se aplic6 suavemente en el dorso de la mano y asi se

observ6 si hay presencia o ausencia de grumos. [40][44]
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3.2.8.2. ENSAYOS FISICOQUIMICOS

Determinacién de homogeneidad

Se realizé macroscépicamente extendiendo una capa delgada de pomada sobre
una superficie plana, observindose la uniformidad del preparado. Se realizé
también el examen microscépico confirmando la buena dispersion y verificando

el tamafio de las particulas y su distribucién uniforme. (381 (4]
Determinacion de dureza o consistencia

Se llen6 un vaso de 50mL (diametro: 37-39mm, altura: 67-71 mm) con la
pomada a ensayar sin calentarla, cuidando de que no queden atrapadas
burbujas de aire, alisindose la superficie. La muestra fue guardada 16 horas a
20°C y antes de la determinacién se colocé en un bafio de agua a 20°C % 1°C.
Para realizar la determinacién de la consistencia se usé una varilla de vidrio
normalizada {con masa 8,00 g, didmetro 4,50 mm, longitud 200mm), que se dejo
caer sobre la pomada desde 300 mm de altura, a través de un tubo de vidrio
colocado verticalmente sobre la muestra (longitud 400 mm, didmetro 8 mm), y
separado 2-3 mm de la superficie de la pomada. Se calcul6 la profundidad de la
penetracion de la varilla de vidrio al cabo de 5 segundos. El valor medio de los
resultados de al menos 3 determinaciones en la misma muestra de pomada se
utilizé6 como base de evaluacién. La profundidad de penetracién debe ser de al

menos 10 mm y como maximo 50mm. [38] [46]
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Determinacion de extensibilidad

Se tomaron 2 laminas de vidrio de 20 x 20 cm, y se colocd una de ellas sobre
papel milimetrado con un sistema de ejes cartesianos trazado previamente. Se
afiadieron 2g de la pomada y sobre este se colocé cuidadosamente otra lamina

de vidrio de iguales dimensiones y un peso de 200g.

Transcurrido 5 minutos, se determind la distancia desde el punto de aplicacién

hasta el borde del semisélido extendido.

Se calculé el drea de la circunferencia formada aplicando la siguiente férmula:

A=TT(d1 Xd2) /4

A: drea de la circunferencia formada (mm?)

dl y d2: semididmetros perpendiculares a la elipse o circunferencia formada
(mm)

Se aplico por triplicado y se determiné la X y la DE. [47]

Determinacion del pH

Conviene conocer el pH de una pomada porque el mismo influye sobre la
estabilidad de la misma y de sus principios activos, sobre la compatibilidad de

los excipientes y sobre el pH de la piel misma, que puede modificar. [38]

Se efectud la lectura del pH, utilizando un potenciémetro digital, previamente

estandarizado con buffer pH 4.0 y 7.0.Se introduce directamente los detectores
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del potenciémetro digital en un vaso precipitado con 1g de pomada y 10 ml de

agua destilada y se realiza la lectura. {451 [46]
Determinacion del indice de acidez

El indice de acidez se expresa en nimero de mg de hidrdxido potasico
necesarios para neutralizar un g de grasa o aceite. La muestra fue disuelta en
una mezcla de alcohol previamente neutralizada con fenolftaleina e hidréxido
de sodio 01N Luego se realizd la titulaciéon potenciométrica con hidréxido de

sodio 0.02 N hasta pH 8,3; que representa el punto final de la reaccion.

Primeramente se determina el grado de acidez; el cual es el porcentaje de los
acidos libres contenidos en la muestra. En los aceites vegetales se expresa como
si todos los 4cidos libres fueran 4cido oleico (C18H3402). Salvo otra indicacién,

la acidez se expresa en g de 4cido oleico por 100 g de grasa (%m/m).

% Ac. Grasos libres, oleico = ml del 4lcali x N x 28,2

Gramos de muestra

El indice de acidez se calcul6 con la siguiente férmula; [45] [48]

i.a= % &c. Grasos libres * 1,99

3.2.8.3. ENSAYOS DE ESTABILIDAD

Es la extensi6n o el tiempo durante el cual un producto mantiene dentro delos

limites especificos y a través del periodo de almacenamiento y uso las mismas
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propiedades y caracteristicas que poseia en el momento de su fabricacién, esto

es, sus caracteristicas fisicas, quimicas, biol6gicas y microbioldgicas.
Envejecimiento acelerado

La técnica consistié en someter una muestra de la pomada a exposiciones
ciclicas de frio - calor de 5 C° y 40 C° cada 6 horas por 48 horas, al finalizar el

ensayo se observo si mantuvo o no la consistencia original.[38]
Reversibilidad

Consisti6 en calentar en bafio maria con agitacion el preparado y luego enfriarlo
(sin refrigerar) en tanto se sigue agitando. Al finalizar el ensayo se observé si el

preparado se mantuvo homogéneo y con la consistencia original.
Andlisis periddico del preparado

El objetivo de este ensayo fue; analizar la estabilidad del preparado por un
tiempo determinado, se efectuaron exdmenes organolépticos y fisicos a

temperatura de ambiente.

Preparacién (fecha inicial)
Después de una semana
Después de dos semanas
Después de tres semanas
Después de cuatro semanas

Después de dos mesesi46]
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3.2.8.4.

EXAMEN MICROBIOLOGICO

Forma parte del control de calidad microbiolégico del preparado. Consisti6 en
preparar una muestra representativa a partir del producto terminado, que fue
cultivada e incubada a temperatura 6ptima para poder detectar la presencia de

crecimiento microbiano.

Se siguen las normas NF 32 publicadas por la USP 37. Examen Microbiolégico de
Productos No Estériles: pruebas de recuento microbiano y Examen Microbiolégico
de Productos No Estériles: pruebas de microorganismos especificos; para la
examinacion de productos no estériles de administracién tépica, test de

crecimiento microbiano y test para microorganismos especificos.
Preparacion de la muestra:

Se disolvieron 10 gramos de muestra en 90 mL de agua peptonada al 0.1 %; que

contiene 2mL de Twen 20; Dilucién1/10. [46]
Recuento de microorganismos aerobios totales (TAMC):

Método de siembra: Incorporacién en placa.

Técnica de recuento: uso del cuenta colonias.

Procedimiento: Se pipeteo 1 mL de la dilucién 1/10 en cada una de las placas
Petri estériles. . Inmediatamente se afiadié a cada placa 15 mL de Agar

Tripticasa soya (TSA), fundido y enfriado a 45 C°.

Se cubrié la placa Petri, homogenizando con movimientos de rotacién y

dejéndolo solidificar a temperatura de ambiente.
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Se invirtieron las placas y llevaron a incubacién por 48-72 horas a 30-35 C° de
temperatura. Se examinaron las placas y se contaron las colonias. Si se detectan
colonias de hongos en este medio, estos son contados junto con los aerobios

totales.

Interpretacién: Terminado el conteo, se aplica la siguiente formula para obtener

el No. de UFC/ mL:

UFC/mL6 UFC/g = No. de colonias por placa X *el factor

de dilucién/ ml de la muestra sembrada.

*Factor de dilucidn: inversa de la dilucion.

Recuento de hongos y levaduras (TYMC):

Método de siembra: Incorporacion en placa.

Técnica de recuento: uso del cuenta colonia.

Procedimiento: Similar al recuento de microorganismos aerobios totales, pero
cambia el medio de cultivo; Agar dextrosa Sabouraud 4%, también la
temperatura y tiempo de incubacién; 20 - 25C° durante un periodo de 5 a 7 dias

respectivamente.

Interpretacion: Terminado el conteo, se obtiene el No. de UFC/ mL.

Presencia de microorganismos especificos:

o Método de siembra: siembra por estrias.

o Cualitativo: ausencia o presencia.
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_Medio no selectivo para crecimiento de Staphylococcus sp. y Pseudomona

aeruginosa.-

A 10 mL de la dilucién 1/10 se afiadié 90 ml de Caldo Tripticasa Soya, se mezclo
e incub6 a una temperatura de 30-35 C° durante 24 a 48 horas. Finalmente se

examinoé el medio.

Medio selectivo para Staphylococcus aureus.-

«

La siembra se realiz6 sobre la superficie del medio de cultivo selectivo, en este
caso; Agar Baird - Parker y luego es incubado durante un periodo de 24 a 48

horas a una temperatura de 30 a 35 C°.
Medio selectivo para Pseudomona aeruginosa.-

La siembra se realiz6 sobre la superficie del medio de cultivo selectivo, en este
caso; Agar Cetrimide y luego es incubado durante un periodo de 24 a 48 horas a

una temperatura de 30 a 35 C°.

_Medio no selectivo para crecimiento de enterobacterias y gram

negativas.-

A 10 mL de la dilucién 1/10 se afiadié 90 mL de Caldo Lactosado, se mezclé e
incub6 a una temperatura de 30-35 C° durante 24 a 48 horas. Finalmente se

examind el medio.
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Medio selectivo para Salmonella sp.-

La siembra se realizé sobre la superficie del medio de cultivo selectivo, en este
caso fue el medio Agar SS y luego se incub6 durante un periodo de 24 a 48

horas a una temperatura de 30 a 35 C°.
Medio selectivo para Escherichia coli.-

La siembra se realizé sobre la superficie del medio de cultivo selectivo, en este
caso; Agar Mac Conckey luego se incub6 durante un periodo de 24 a 48 horas a

una temperatura de 30 a 35 C°.

Interpretacion: Se detecta la ausencia o presencia del microorganismo
especifico. Si éste Ultimo fuera positivo se realiza la identificacion bioquimica

del microorganismo. [451146]
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IV. RESULTADOS

Cuadro N°1. Metabolitos secundarios identificados en el extracto etandlico

blando de Senecio nutans Schulz Bipontinus.

Metabolitos secundarios . FRACCIONES

“Flavonoidest & | v |+

Grupos aminos libres " |+

Triterpenos y/o esteroides - + +

Quinonas .. . .. i

Alaloides 7 T

Leucoantocianidinas = -

A gent G e

Catequinas.. .. . .- N

_Grupos fendlicos Iibl;.e'S%~§fi,E; el 4

Fuente: Resultados obtenidos por las autores. Facultad Farmacia y Bioqufmica. UNSLG de Ica.

(+): Presencia, (-): Ausencia
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Tabla N°1. Porcentaje de inflamacién del extracto etanélico de Senecio nutans

Sch. Bip. por el método de edema plantar inducido por carragenina.

% de inflamacién en el tiempo ( X + DE)

GRUPOS | DOSIS VospE

1h 3h 5h 7h

Control(-) Vehiculo 1.03 + 36.82 +4.3 45.05 +21.2 | 64.47 +27.8 | 61.99 186
(0.5:0.5:9) | 0-09

Extracto - 1098+ 23.96 +106 | 38.86 +21.4 | 31.86+76 | *24.81+33
etandlico 300mg/Kg 0.1

Control(+): | 7.5 mg/Kg | 0-99 + 34.06 +147 | 22.06 +12.9 | 21.17 +10.8 | *25.38 +132
Diclofenaco 0.05

*significativamente diferente con respecto al control test de Dunnett p<0.05.

Fuente: Resultados obtenidos por las autores. Facultad Farmacia y Bioquimica. UNSLG de Ica.

PORCENTAJE DE INFLAMACION EN EL TIEMPO

70

64.47
61.99

R

| 50— rysst -

. 40 - -36.82. A

30 -

i 20

110 -

' = >
i control (-) extracto etandlico control (+)
! @1h ©3h @5h O7h

Grafico N°1. Promedio del porcentaje de volumen de edema plantar en la determinaciéon de la

actividad antiinflamatoria del Senecio nutans Schulz Bipontinus
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Tabla N°2. Porcentaje de inhibicion de la inflamacién del extracto etanélico de
Senecio nutans Sch. Bip. por el método de edema plantar inducido por

carragenina.

% de inhibicion de la inflamacion en el tiempo
GRUPO DOSIS

1h 3h 5h 7h

Extracto etanélico

34.93% | 13.74% 50.47% 59.98%
300mg/Kg

control () 7.5mg/Kg | 7.59% 51.03% | 67.16% | 59.06%

Fuente: Resultados obtenidos por las autores. Facultad Farmacia y Bioquimica. UNSLG de Ica.

% DE INHIBICION DE LA INFLAMACION EN EL TIEMPO
80.00%

70.00%

60.00%

50.00%

40.00%

30.00%

20.00%

10.00%
0.00%

W Extracto etandlico B Control (+) Diclofenaco

Grifico N°2.Porcentaje de inhibicién de la inflamacién en la determinacién de la actividad

antiinflamatoria del Senecio nutans Schulz Bipontinus.
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Cuadro N°2. Resultados de los anélisis fisicos - quimicos y de solubilidad

realizados al extracto fluido y blando del Senecio nutans Sch. Bip.

RESULTADOS DEL ANALISIS FISICOQUiMICO
PARAMETRO EXTRACTO FLUIDO EXTRACTO BLANDO
Aspecto Liquido fluido, homogéneo | Semisélido, homogéneo
Color Verde oscuro Verde oscuro intenso
Olor Intenso, caracteristico de Intenso, caracteristico de
la planta la planta.
Densidad 0.8996 g/ml 1.183 g/ml
pH 3.86 3.27
Sdlidos totales 25.987 % No corresponde
SOLVENTES RESULTADOS DE LA PRUEBA DE SOLUBILIDAD
Alcohol 96° Muy soluble Muy soluble
Bencina Poco soluble Insoluble
Agua fria Insoluble Insoluble
Agua caliente Insoluble Insoluble
Glicerina Insoluble Insoluble
Vaselina Poco soluble | Soluble

Fuente: Resultados obtenidos por las autores. Facultad Farmacia y Bioquimica. UNSLG de Ica.
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Cuadro N°3.Ensayos de compatibilidad con los excipientes.

FORMULACIONES COMPATIBILIDAD EXAMEN ORGANOLEPTICO
CON LOS INICIAL
EXCIPIENTES

F1:gelal 10% Poco compatible Aspecto:  Consistente, ~ poco

homogéneo, poco uniforme.

Color: Verde opaco con pigmentos
verdes oscuros.

Olor: moderado, caracteristico del

extracto.

F2: crema al 10%

Compatible

Aspecto: Consistente, homogéneo,
uniforme.

Color: Verde oscuro.

Olor: moderado, caracteristico del

extracto.

F3: pomada al 10%

Compatible

Aspecto: Consistente, homogéneo,
uniforme.

Color: Verde oscuro intenso.

Olor: intenso, caracteristico del

extracto.

Fuente: Resultados abtenidos por las autores. Facultad Farmacia y Bioquimica. UNSLG de lca.
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Cuadro N°4.Ensayos preliminares de estabilidad y analisis organoléptico de las

formulaciones en el tiempo.

homogéneo, uniforme.
Color: Verde oscuro
intenso.

Olor: intenso,
caracteristico del

extracto.

homogéneo, uniforme.

Color: Verde oscuro
intenso.

Olor: intenso,
caracteristico del

extracto.

homogéneo, uniforme.

Color: Verde oscuro
intenso.
Olor; intenso,

caracteristico del

extracto.

ESTABILIDAD
ANALISIS PERIODICO - EXAMEN ORGANOLEPTICO

2°Semana 4°Semana 6°Semana 8°Semana

F1 | Aspecto: Consistente, | Aspecto: Consistente, | Aspecto: Consistente, | Aspecto: Consistente,
poco homogéneo, | poco homogéneo, poco | poco homogéneo, poco | poco homogéneo, poco
poco uniforme. uniforme. uniforme. uniforme.
Color: Verde opaco | Color: Verde opaco con | Color: Verde opaco con | Color: Verde opaco con
con pigmentos verdes | pigmentos verdes | pigmentos verdes | pigmentos verdes
0scuros. 0SCUros. 0SCUros. 0SCuros.
Olor: moderado, Olor: moderado, Olor: moderado, Olor: moderado,
caracteristico del caracterfstico del caracterfstico del caracterfstico del
extracto. extracto. extracto. extracto.

F2 Aspecto: Consistente, | Aspecto: Consistente, | Aspecto: Poco | Aspecto: Poco
homogéneo, homogéneo, uniforme. consistente consistente
uniforme. Color: Verde oscuro. (Presencia de exudados) | {Presencia de exudados)
Color: Verde oscuro. Olor: moderado, poco homogéneo, poco | poco homogéneo, poco
Olor: moderado, caracteristico del uniforme. uniforme.
caracteristico del extracto. Color: Verde oscuro. Color: Verde oscuro.
extracto. Olor: moderado, Olor: moderado,

caracteristico del caracterfistico del
extracto. extracto.
E3 Aspecto: Consistente, | Aspecto: Consistente, | Aspecto: Consistente, | Aspecto: Consistente,

homogéneo, uniforme.

Color: Verde oscuro
intenso.

Olor: moderado,
caracteristico del

extracto.

Fuente: Resultados obtenidos por las autores. Facultad Farmacia y Bioquimica. UNSLG de Ica.
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Tabla N°3. Promedio del porcentaje de volumen de edema plantar en la

evaluacion del efecto antiinflamatorio de las pomadas elaboradas al 30%.

' GRUPO

* Control (-)

Pomada
+ al 30% de
¢ extracto

| DOSIS

1gramo
, de

i
i

i VoxDE

© 0.8940.02

{ vaselina: .

. lanolina

N

1 gramo

Cfuido

i Pomada

; al30% de
. extracto
! blando

Control

G

' 1 gramo

« 1 gramo

| TURBOGES

| 1C® 1%

! 0.82+0.08

i
{

| 0.82+0.08

t

. 0.79+0.11

i
s

f

1h

48.4+8.2

47.64 + 308

1271498

i

- 15.84+ 7.3

,
b
i
]
|
|
i

. 3h

| 60.46£12.3

!

i 58.32+21.5

| 42,6499

| 25.54+21.7

5h

| 68.3+18.4
f

i

. 64.52+27.5

. 50.62+125

t

i

% de inflamacién en el tiempo ( X + DE)

7h

| 79.5249.1

i

[ 69.28+25.6

! 45.81+16.2
]
i

' 27.08:261 | 1619485

i

U o S Ut AN S
Fuente: Resultados obtenidos por las autores. Facultad Farmacia y Bioquimica. UNSLG de Ica
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Grafico N°3.Promedio del porcentaje de volumen de edema plantar en la evaluacion del efecto

antiinflamatorio de las pomadas elaboradas al 30%.
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Tabla N°4. Porcentaje de inhibicién de la inflamacién en la evaluacién del efecto

antiinflamatorio del Senecio nutans Schulz Bipontinus.

GRUPO

Pomada
al 30% de extracto
fluido

Pomada
al 30% de extracto

" blando

- Control (+):
- TURBOGESIC® 1%

X % de inhibicién de la inflamacién en el tiempo
| DOSIS .

, . 1h 3h ' sh; 7n !
: 157 3.54 | 5.53 . 12.88

1 gramo ! :

a4 | 2954 25.89 ' 42.39

. 1 gramo ' , j ;

i !

‘1gramo | 6227 ' 57.75 6035 - 79.64 ,

Fﬁentéi Resultados obter'i_idros'por las autores. Facultad Farmacia y_]éiéqu»f‘rni(-:é."l‘]N_SELhCE de Ica.

|
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Grafico N°4. Porcentaje de inhibicién de la inflamacién en la evaluacién del efecto

antiinflamatorio del Senecio nutans Schulz Bipontinus.
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Cuadro N°5. Ensayos fisicos y quimicos realizados a la pomada elaborada al

30% de extracto blando de la especie vegetal Senecio nutans Schulz Bipontinus

“chocra”.

ENSAYOS: ESPECIFICACIONES RESULTADOS
Descripcién Masa semisélida, de color verde

inicial oscuro y olor caracteristico intenso | Cumple

ENSAYOS FISICOQUIMICOS INICIALES

Homogeneidad | Macroscépica Uniforme

Tamafio de | 05-10p 6.00 p

particula

Consistencia 10-50 mm 30 +2.16 mm
Extensibilidad | No menos de 740 mm? 740.16 + 0.09 mm?
pH 5.0-8.0 5,07

Indice de | Maximo; 3mgKOH/g 2,69 mg KOH/g
acidez: % Ac. G. L. oléico: 1,35

Fuente: Resultados obtenidos por las autores. Facultad Farmacia y Bioquimica. UNSLG de Ica
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Cuadro N°6. Anilisis periédico como parte de los ensayos de estabilidad realizados a la pomada elaborada.

ENSAYOS: ESPECIFICACIONES | 2° SEMANA 4° SEMANA 6° SEMANA 8° SEMANA

ANALISIS ORGANOLEPTICO PERIODICO

Aspecto Consistente, Consistente, Consistente, Consistente, Consistente,
homogéneo y | homogéneo y | homogéneo y | homogéneo y { homogéneo y
uniforme uniforme uniforme uniforme uniforme

Color Verde oscuro Verde oscuro Verde oscuro Verde éscuro Verde oscuro

Olor Caracteristico Caracteristico Caracteristico Caracteristico Caracteristico
intenso intenso intenso intenso moderado

OTROS INDICADORES DE ESTABILIDAD

. Ph 50-8.0 5.11 4,97 5.04 4.95
Indice de acidez 2.702mg KOH/g 2.715mg KOH/g 2.683mg KOH/g 2.681mg KOH/g 2.693 mg KOH/g
Tamaifio de particula 05-10p 6.2 49 5.8u 5.8u

Fuente: Resultados obtenidos por las autores. Facultad Farmacia y Bioquimica. UNSLG de Ica




Cuadro N°7. Envejecimiento acelerado y reversibilidad como parte de los

ensayos de estabilidad realizados a la pomada elaborada.

ENSAYOS: ESPECIFICACIONES RESULTADO

Reversibilidad Presentar condiciones | Cumple
originales

Estabilidad acelerada Sin  alteracion  del | Cumple
producto

Fuente: Resultados obtenidos por las autores. Facultad Farmacia y Bioquimica, UNSLG de Ica

Cuadro N°8. Examen microbiolégico realizado a la pomada elaborada. En
conformidad con las normas NF 32 publicadas por la USP 37. Examen

Microbioldgico de Productos No Estériles: Criterios de Aceptacién para Preparaciones

Farmacéuticas y Sustancias de Uso Farmacéutico.

MICROORGANISMOS LIMITE RESULTADO
MICROBIOLOGICO
AEROBIOS TOTALES 102 UFC/mL(MAC=200) | 190 UFC/ml

HONGOS YLEVADURAS | 10! UFC/mL(MAC=20) | 20 UFC/MI

PATOGENOS:
Ausencia (1g o 1ml)

Pseudomona aur. Y

| Ausentes
Staphylococcus aer.

A ia (1g 0 1ml
Escherichia Coli y usencia (1g o 1mi)

A t

Salmonella sp usentes

Fuente: Resultados obtenidos por las autores. Facultad Farmacia y Bioquimica. UNSLG de Ica



Tabla N°5. Promedios de porcentaje de inhibicion de la inflamacién del extracto

etandlico de la especie Senecio nutans Sch. Bip. y de la pomada elaborada al 30%

del extracto blando de esta misma.

1H 3H 5H 7H
EXTRACTO ETANOLICO 34.93% 13.74% 50.47% 59.98%
POMADA 30% DE
EXTRACTO BLANDO 44% 29.54% 25.89% 42.39%

Fuente: Resultados obtenidos por las autores. Facultad Farmacia y Bioquimica, UNSLG de Ica
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V. DISCUSION

Teniendo como referencia estudios previos, como la hepatotoxicidad en
consumo crénico de alcaloides pirrolizidinicos, tanto en animales y células
hepaticas humanas. [4 Nuestro trabajo decidi6 elaborar una forma farmacéutica
semisdlida; por ser el grupo mas amplio dentro de las formulaciones de
aplicacion sobre la piel y diversas mucosas, a partir del extracto etandlico de las
hojas de Senecio nutans Schulz Bipontinus “chocra” que mantenga efecto

antiinflamatorio.

Para nuestro estudio, se procedié a la obtencién del extracto por el método de
maceracién para evitar someterlo a cambios de temperatura. El solvente de
extraccion fue etahol de 96° en base al rendimiento del estudio realizado
anteriormente y por la presencia de agua que permite el paso favorable del
disolvente al interior de las células. Del proceso de extraccién resultaron 2 tipos

de extracto, un extracto fluido etanélico y un extracto blando etandlico.

Mediante el Screening Fitoquimico realizado al extracto etanélico blando se
identificé la presencia de Flavonoides, grupos aminos libres, triterpenos y

esteroides, alcaloides, catequinas y grupos fenélicos libres.

En el estudio farmacolégico se corrobora la actividad antiinflamatoria del
extracto a una dosis de 300 mg/Kg (de acuerdo al considerable efecto
antiinflamatorio obtenido en la evaluacién farmacolédgica del estudio previo)
para el cual se usé el método de edema plantar inducido por carragenina,

obteniéndose como resultado que el extracto posee actividad antiinflamatoria



desde la primera fase de la inflamacién, sin embargo un promedio de porcentaje
de inflamacién del 24.81% a las 7 horas, logra ser significativamente diferente
respecto al control y por ende presenta un mayor porcentaje de inhibicién de la
inflamacién de un 59,98% (Tabla N°2). Los resultados obtenidos difieren al del
estudio que se tomé como referencia y podrian guardar relacién con el origen
distinto de la especie, pudiendo haber variaciones cualitativas y cuantitativas
de los compuestos que le confieren la actividad antiinflamatoria. También cabe
resaltar que la fase en la que se observé el mayor efecto antiinflamatorio esta

mediada por las prostaglandinas, fundamentalmente PEG1, PEG2 y PGFs. BIi37]

Los dos tipos de extracto obtenidos, fueron analizados de acuerdo a su
naturaleza fisica. Los resultados en ambos extractos fueron aceptables a
excepcion del pH acido, el cual posteriormente es mejorado en la formulacién

para su compatibilidad con el pH de la piel normal.

Posteriormente, en los resultados de la prueba de solubilidad realizada en los
extractos del Senecio nutans Schulz Bipontinus, el extracto fluido se mostré muy
soluble en alcohol de 96°, sin embargo, poco soluble en bencina y vaselina,
mientras que el extracto blando también se mostré muy soluble en alcohol de
96°y soluble en vaselina. Esto podria ser debido a que el extracto de la especie
vegetal Senecio nutans Sch. Bip. Contiene aceites esenciales, segin estudios
reportados, y estos aceites esenciales a su vez contienen terpenos liposolubles,
que también son solubles en alcohol y bencina, pero debido al contenido de
alcohol de 96 ° en el extracto fluido, la bencina y la vaselina tienen dificultad
para solubilizar por su naturaleza apolar e hidrofébica respectivamente.[49]
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Asi mismo se procedi6 a evaluar las caracteristicas de diferentes formas
farmacéuticas semisélidas de aplicacion tépica que podrian utilizarse, tomando
en consideracion entre otros aspectos la compatibilidad y la estabilidad de los
excipientes con el extracto. Se elaboraron 3 tipos de formas farmacéuticas
semisélidas, todas al 10% de extracto; gel hidréfilo alcohdlico al 10% [F1],
crema hidréfila O /W al 10% [F2] y pomada hidréfoba (propiamente dicha) con

base de absorcién al 10% [F3].

Se escogié probar con la formulacién F1 debido a que ambos extractos
presentaban muy buena solubilidad con el alcohol, esto podria deberse a la
presencia de terpenos y otros compuestos, al igual que se esperaba una accién
refrescante sobre la piel, que pueda reducir la quemazon producida en la
inflamacién. Se escogi6é probar con la formulacién F2 ya que las gotitas oleosas
de la preparacién se sitiian dentro de la fase acuosa, se absorben rapidamente
en la piel sin dejar rastro oleoso y la parte acuosa se evapora también
generando un efecto refrescante. Y en ultima instancia se escoge probar con la
formulaciéon F3 debido a que combina la oclusividad de una base
hidrocarburada y la acciéon emoliente de una base anhidra de absorcidn, la
primera genera una pelicula oleosa que permite mejorar el contacto del extracto
con la superficie de la piel y asf la segunda base y el extracto pueda absorberse.
La base de absorcién al igual que las demas formulaciones también produciria
un efecto refrescante, por su capacidad de absorber aproximadamente un 35%

de agua.
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Luego de preparadas las formulaciones se observé incompatibilidad en el gel; el
cual no se mostré uniforme presentando pigmentos verde oscuros del extracto.
Esta disconformidad podria ser debido a la naturaleza de los extractos, que si
bien son solubles en alcohol, los excipientes no permiten la incorporacién
completa de muchos de sus compuestos de naturaleza lipidica como los
terpenos. Los excipientes de la pomada y la crema si se mostraron compatibles
con los extractos y por lo tanto ambas formulaciones son preseleccionadas, sin
embargo en el examen organoléptico de la sexta semana luego de la preparacién
se observa inestabilidad en la crema, por presencia de exudados, y a su vez no

present6 uniformidad, ni homogeneidad.

Es por ello que se eligié elaborar como forma farmacéutica semisélida a la

pomada hidréfoba (propiamente dicha) con base de absorcién.

Posteriormente se elaboraron dos formulaciones; una pomada a base de
extracto blando etandlico y una pomada a base de extracto fluido etandlico,
ambas a una concentracién del 30% para obtener un apropiado efecto
antiinflamatorio de acuerdo a los resultados en la determinacién con el extracto
blando etandlico y segiin la complejidad de la incorporacién de ambos extractos
en las bases correspondientes. Se resalta que se escoge probar con una pomada
a base de extracto fluido debido a su facil incorporacién y por la frecuente
elaboracién de pomadas a base de este tipo de extracto de especie vegetal.
Segtin los resultados de la evaluacién del efecto antiinflamatorio realizado por el
mismo método de edema plantar inducido por carragenina la pomada al 30% de
extracto blando de Senecio nutans Sch. Bip. obtuvo mejores resultados siendo al
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igual que la pomada al 30% de extracto fluido administrada a 1 gramo por
animal de experimentacién. La pomada elaborada a partir del extracto fluido no
mostrd efecto antiinflamatorio apropiado en ninguna de las fases, esta
respuesta podria ser debida a los bajos niveles de concentracion del extracto
puro en su formulacién debido a su contenido en alcohol u a otros factores
ajenos que hicieron que el extracto, de naturaleza oleosa, le resulte ser mejor
absorbido. El mejor efecto antiinflamatorio para la pomada elaborada a partir
del extracto blando se present6 en la primera hora después de ser administrada
la carragenina, sin embargo, obtuvo un promedio de porcentaje de inflamacién
del 27.1%, el cual no logroé ser sigriificativamente diferente respecto al control
negativo y su mayor porcentaje de inhibicién de la inflamacién fue un 44%
(Tabla N°3 y N°4). Estos resultados mostraron que podrian existir factores
adicionales que hayan intervenido en la absorcién del extracto por la piel, uno
de ellos probablemente pueda ser la diferencia de pH entre el producto
terminado y la piel seca de las ratas Holtzman, otro factor podria ser el tiempo

que requiere en contacto con la piel, sin descartar algunas otras causas.

Por ello, luego de haber elegido a la pomada al 30% de extracto blando de
Senecio nutans Sch. Bip. como la forma farmacéutica semisélida, con mejor
estabilidad y compatibilidad con los excipientes y con mejor efecto
antiinflamatorio de entre todas las formulaciones preparadas, se procedi6 al
analisis fisicoquimico, analisis de estabilidad periddica y acelerada, finalizando

con el examen microbiolégico.
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Primeramente fueron realizados ensayos fisicoquimicos iniciales al producto en
el cual se determiné la homogeneidad macroscépica y microscépica, resultando
uniforme, sin grumos y con un tamafio de particula inicial de 6.00 p adecuado
para la superficie de la piel. 3811391 Uno de los parametros reolégicos evaluados
fue la extensibilidad, la cual resulté adecuada debido a que la consistencia, otro
pardmetro reolégico, fue de 30 mm y se encontraba dentro de rangos
apropiados para las pomadas en general. El pH inicial fue de 5,07 adecuado para
el pH de la piel, aunque éste suele variar dependiendo el tipo de piel, es por ello
que el pH pudo haber intervenido en los resultados farmacolégicos debido al pH
mayor de 5 de los animales de experimentacién. 50511 E] indice de acidez fue de
2,69 mg KOH/g, hallado gracias al porcentaje de acidos grasos libres (de tipo
oleico para la mayoria de los aceites) que generalmente se evaliia cuando el
compuesto presenta lipidos saponificables, que pueden ser hidrolizados por
bacterias u otros factores, sin embargo, fue evaluado con el objetivo de contar
con un parametro de pureza y estabilidad en el tiempo, aunque no haya sido

confirmado la presencia de 4cidos grasos libre en el extracto.

Los resultados obtenidos por el andlisis fisicoquimico junto a la informacién
relevante sobre las caracteristicas mdas apropiadas para las pomadas, nos
permitieron establecer las especificaciones del producto para posteriores

controles de calidad.

En los ensayos de estabilidad, la pomada elaborada mantuvo sus caracteristicas
organolépticas y demds indicadores fisicos, a excepcién de la 8° semana en el
cual el olor caracteristico fue de intensidad moderada y el pH disminuyé a un
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valor del 4,95. Esta variacién de pH aunque puede indicar inestabilidad, no
genera un problema debido a la existencia de pieles humanas con pH de hasta

4,5, [501[51]

En el examen microbioldgico, la pomada elaborada al 30% de extracto blando
presenté 190 UFC/mL de bacterias aerobias totales, 20 UFC/mL de hongos y
levaduras y patégenos ausentes, encontrindose dentro de los limites
microbioldgicos en conformidad con los criterios de aceptacién de las normas
NF 32 publicadas por la USP 37. El Examen Microbiolégico de Productos No
Estériles: Criterios de Aceptacién para Preparaciones Farmacéuticas y Sustancias
de Uso Farmacéutico. Estos resultados demuestran que el producto no genera
riesgo de contaminacion durante su uso.

Al final, se realizé la comparacién de la actividad antiinflamatoria del Senecio
nutans Sch. Bip. como extracto y como parte de una forma farmacéutica
semisolida elaborada, resultando el extracto etandlico con un 59.98 % a las 7
horas mayor que el producto terminado, esto nos indica que la actividad
antiinflamatoria de la especie podria tener mucha relacién con la via de

administracién u otros factores.

92



VI.  CONCLUSIONES

1.- Se obtuvo el extracto etanélico con un rendimiento del 52%. Se identificaron
los siguientes metabolitos secundarios: flavonoides, grupos aminos libres,

triterpenos y esteroides, alcaloides, catequinas y grupos fenoélicos libres.

2.- El extracto etandlico presenté efecto antiinflamatorio a una dosis de 300
mg/Kg con un promedio de inhibicién de la inflamacién del 59.98% en el

modelo de edema plantar en ratas.

3.- Se elaboraron dos tipos de pomadas; pomada al 30% de extracto blando
etanolico de Senecio nutans Sch. Bip y pomada al 30% de extracto fluido
etandlico de Senecio nutans Sch. Bip. presentando mayor compatibilidad y
estabilidad en su formulacién.

4.- La pomada elaborada al 30% de extracto blando etanélico de Senecio nutans
Sch. Bip. a dosis de 1g por rata, obtuvo un 44% de efecto antiinflamatorio en el
modelo de edema plantar en ratas, mayor al efecto observado en la pomada al
30% de extracto fluido etandlico dé Senecio nutans Sch. Bip.

5.- La pomada elegida cumplié con .todas las especificaciones fisicas, quimicas y
criterios de aceptacidon microbiologicos.

6.- El Senecio nutans Sch. Bip. incorporado en la forma farmacéutica semisélida
topica elaborada, mantiene la actividad antiinflamatoria en menor intensidad

que como extracto.
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VII. RECOMENDACIONES

Emplear la formulacién disefiada en estudios clinicos posteriores para

determinar su utilidad en el tratamiento de la inflamacion aguda.

Promover el uso de productos farmacéuticos a base de ingredientes naturales.

Se sugiere presentar nuevas formas farmacéuticas y poder verificar si estas son

buen vehiculo de accidn en el efecto antiinflamatorio.

Se recomienda el uso de las plantas no solamente para la alimentacién sino
también para combatir y prevenir posibles afecciones a la salud, ya que estas

poseen propiedades que no son aprovechadas.
Se recomienda elaborar un fitofirmaco distinto al propuesto en esta
investigacién, tratando de potenciar la actividad antiinflamatoria, ya se

aumentando la dosis propuesta en esta investigacion.

Se recomienda realizar estudios toxicoldgicos a la especie Senecio nutans Schulz

Bipontinus.
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CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo que suscribe ceriifica que la muestra VEGETAL, traida por las
sefioritas: ROMERO CRUZ TERESA DE LOS SANTOS con DNI 70602725 y
NUNEZ CARDENAS KATIA PILAR con DNI 70378040, correponde a la especie
conocida con el nombre técnico de Senecio nutans schulz bipontinus, “chocra”
"chachacoma”, segtin clasificacion sistematica de Arthur Cronquist 1993. Por tanto
se extiende la presente certificacion a pedido de las interesadas.

Reino: Plantae .
Divisién: Magnoliophytas
Clase: Magnoliopsidas
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
(Género: Senecio
Especie: Senecio nutans schulz bipontinus

N.V: “Chachacoma”, “Chocra”

lca, 15 de Noviembre del 2012

CBP N° 3681




OBTENCION DE LOS EXTRACTOS. Senecio nutans Sch. Bip. “Chocra”.

Foto N°02. Preparacion y tratamiento
dela especie vegetal

Foto N°01. Recoleccion e identificaddn
dela especie vegetal.

Foto N°04, Extracto blando Foto IN°03., Extracto
etanslico. fluido etandlico.
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ESTUDIO FITOQUIMICO. Senecio nutans Sch. Bip. “Chocra”.

Fofreoviand B y

Foto N°05. Foto N°06 y N°07.ldentificacion de Triterpenoides y/o

Identificacién de Esteroides. Fraccion B (izquierda) y Fraccion C {derecha).

grupos aminos
libres. Fraccion A
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B C}

s
feoestos ¥
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FotoN°09. Identificacion
de Alcaloides. Fraccion D

FotoN°10. ldentificacién de
Saponinas. Fraccion F
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ESTUDIO FARMACOLOGICO. Senecio nutans Sch. Bip. “Chocra”.

_ FotoN°12. Administracién del control
FotoN°11.  Materiales  para la positivo, (Diclofenaco al 1% crema)

determinacion del efecto en la aponeurosis plantar de la rata
antiinflamatorio Holtzman.

Foto N°13. Medida del volumen de edema plantar en el
animal de experimentacién, usando el equipo -
Pletismémetro digital LE-7500.
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ESTUDIO FARMACOTECNICO Y EXAMEN MICROBIOLOGICO. Senecio nutans Sch.

Bip. “Chocra”.

Foto N°14. Elaboracién de las pomadas al 3

0%. Pesado de los excipientes.

Foto N°15. Producto terminado en
envase inmediato.

Foto N°16. Siembra de la muestra.
Examen microbioldgico al producto
terminado
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