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RESUMEN

Introduccion: La especie Argemone mexicana L. “Cardo Santo”, usada popularmente para tratar
dolores de estomago, fue recolectada en la provincia de Victor Fajardo, Departamento de
Ayacucho. El objetivo del estudio fue evaluar la actividad antiinflamatoria, analgésica y toxicidad
aguda del extracto etandlico de la especie mediante modelos experimentales “in vivo” en ratones
albinos. Material y métodos: Para la identificacion de metabolitos secundarios se utilizo el
método de Screening fitoquimico. La actividad antiinflamatoria se evalué por el método del
Edema plantar inducido por carragenina, utilizandose diclofenaco como droga patrén. La
actividad analgésica se evalu6 mediante dos métodos: el método del plato caliente y el método de
induccién de contorsiones por acido acético, los farmacos de referencia fueron Tramadol (50
mg/Kg) y Acido acetilsalicilico (50 mg/Kg) respectivamente. Para ambas actividades las dosis
usadas fueron de 250, 500 y 750 mg/Kg. Se estim0 la toxicidad aguda por el método de las clases,
en ratones albinos, utilizando una dosis de 2000 mg/Kg. Resultados: En el extracto etandlico de
la especie Argemone mexicana L. “Cardo Santo” se identificaron los metabolitos secundarios:
flavonoides, grupos aminos libres, grupo fendlicos libres, triterpenoides y/o esteroides,
antraquinonas, alcaloides, leucoantocianidinas. El efecto antiinflamatorio resulté cercano al
farmaco de referencia (76,49% / 82,43%) a dosis de 750 mg/Kg. Se evidencié un efecto
analgésico periférico superior al farmaco AAS a dosis de 500 mg/Kg, mientras que en el modelo
del palto caliente el efecto analgésico fue leve. El extracto etandlico no mostré toxicidad a dosis
de 2000 mg/Kg. Conclusiones: El extracto etanolico de la especie Argemone mexicana L. “Cardo
Santo” presenta actividad antiinflamatoria, analgesia periférica y esta exento de toxicidad a las
dosis y modelos ensayados.

Palabras clave: antiinflamatorio, diclofenaco, toxicidad, Argemone mexicana L.
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ABSTRACT

Introduction: The species Argemone mexicana L. "Cardo Santo™ popularly used to treat stomach
pains, was collected in the province of Victor Fajardo, Department of Ayacucho. The objective
of the study was to evaluate the anti-inflammatory, analgesic activity and acute toxicity of the
ethanolic extract of the species by means of "in vivo" experimental models in albino mice.
Material and methods: To identify secondary metabolites was used the phytochemical screening
method. The anti-inflammatory activity was evaluated by the carrageenan-induced plantar edema
method, using diclofenac as the standard drug. The analgesic activity was evaluated by two
methods: the hot plate method and the acetic acid contortion induction method, the reference
drugs were Tramadol (50 mg/Kg) and Acetylsalicylic acid (50 mg/Kg) respectively. For both
activities the doses used were 250, 500 and 750 mg/Kg. Acute toxicity was estimated by the class
method, in albino mice, using a dose of 2000 mg/Kg. Results: In the ethanolic extract of the
species Argemone mexicana L. "Cardo Santo", secondary metabolites were identified: flavonoids,
free amino groups, free phenolic groups, triterpenoids and/or steroids, anthraguinones, alkaloids,
leucoanthocyanidins. The anti-inflammatory effect was close to the reference drug (76.49% /
82.43%) at a dose of 750 mg/Kg. Was evidenced a peripheral analgesic effect superior the AAS
drug a dose of 500 mg/Kg, while in the hot plate model the analgesic effect was mild. The
ethanolic extract showed no toxicity at doses of 2000 mg/Kg. Conclusions: The ethanolic extract
of the species Argemone mexicana L. "Cardo Santo" shows anti-inflammatory activity, peripheral
analgesia and is free of toxicity at the tested doses and models.

Keywords: anti-inflammatory, diclofenac, toxicity, Argemone mexicana L.
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I.  INTRODUCCION

Estad comprobado que las plantas forman parte primordial en la alimentacion y tratamiento de
enfermedades del hombre. El conocimiento empirico sobre las plantas medicinales, siempre se
mantuvo de la mano con su propia evolucion, cumpliendo un gran valor en el tratamiento de las
enfermedades, incrementandose asi el interés del publico en las terapias naturales en paises
industrializados y volviéndose una alternativa en la fitoterapia y fitomedicina. En el siglo XX el
uso de los medicamentos sintéticos llega a su cuspide, sobre todo en las grandes urbes,
marginando a la medicina tradicional a las poblaciones rurales alejadas y de dificil acceso,
manteniéndose vigente y que siempre tuvieron a los productos naturales como su mejor
aliado (1).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la fitoterapia como la "Ciencia que estudia
la utilizacion de los productos de origen vegetal, con fines terapéuticos, ya sea para prevenir,
atenuar o curar un estado patolégico". Mientras que la fitomedicina involucra una transformacion
de la planta medicinal en medicamentos, previamente sometidos a ensayos clinicos, ya que la
indicacidn para el empleo de una planta medicinal deberé regirse en tres fundamentos principales:
eficacia, calidad y seguridad (1, 2).

La UNESCO considera al Pert un pais muy singular. Dado que Peru a albergar el 15% de la flora
mundial, se han descrito mas de 220.000 especies. Los seres humanos utilizan un nimero cada
vez mayor de plantas como alimento o medicina, que han sido Utiles desde la antigliedad. Mas del
80% de todas las especies de plantas de la tierra no han sido investigadas cientificamente con
fines medicinales. En Per( so6lo el 50% de las plantas han sido estudiadas, 1.408 especies, son
consideradas medicinales. (3) Investigaciones realizadas en el territorio nacional establecieron
gue gran parte de nuestros conciudadanos ha hecho uso o tiene conocimiento de la fitoterapia
como alternativas farmacoldgicas. También se encontr6 que las hierbas son las plantas mas
utilizadas con fines medicinales (80%), seguida de los arbustos con un 12,9%. (4)

Segln la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la mejor fuente de medicamentos son las
plantas medicinales. Se dice que alrededor del 80% de la poblacion mundial utiliza medicinas
complementarias, la mayoria de las cuales derivan de plantas. En este sentido, la fitoterapia es
una herramienta eficaz para ayudar a tratar los procesos inflamatorios. El auge de la fitoterapia se
ha visto favorecido por la seguridad que ofrece la medicina natural a la poblacién, ya que cuenta
con una gama de remedios mas amplia que la medicina tradicional y presenta un menor riesgo de
efectos secundarios. A medida que las reacciones adversas aumentan en todo el mundo, es
necesario explorar nuevas terapias para abordar este problema que amenaza la salud mundial (2)
La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor afirma que es “una experiencia sensorial y

emocional desagradable asociada con un dafio tisular real o potencial” (3), siendo una respuesta a los
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mediadores inflamatorios como la serotonina, histamina, interleucinas, prostaglandinas y otros
sistemas de regulacion (5), iniciandose con la activacion y sensibilizacion periférica, donde tiene
lugar la transduccion por la cual un estimulo nociceptivo se transforma en impulso eléctrico, para
aliviarlo se usan ciertos analgésicos centrales y antiinflamatorios no esteroideos (AINE). La
inflamacion es una respuesta del tejido a una lesion y tiene como objetivo eliminar sustancias
nocivas. Si bien esta es una respuesta Util, puede ser perjudicial para el cuerpo en las condiciones
incorrectas. Entre las enfermedades asociadas a procesos inflamatorios se encuentran la artritis
reumatoide, la aterosclerosis, la fibrosis pulmonar, entre otras. La especie Argemone mexicana L.
“Cardo Santo”, es utilizada en medicina popular, en afecciones inflamatorias, curacion de heridas,
tratamiento de diarrea, etc. (6)

Actualmente, el uso de las plantas medicinales es bastante extenso y existe un gran interés por
realizar investigaciones sobre nuevas formas terapéuticas para prevenir o combatir muchas
enfermedades. La OMS reconoce la importancia de los tratamientos tradicionales y su
importancia en el &mbito mundial, tal es asi que ha instalado una oficina de medicinas
tradicionales con la finalidad de realizar la reglamentacion y su respectivo seguimiento en todos
los paises. Por este motivo existe la necesidad de colocar toda informacion explicita para que los
consumidores puedan tener acceso a productos mucho mas eficaces, seguros y de buena calidad.
La estrategia implementada por la OMS sobre la medicina tradicional, es contribuir con las
autoridades de salud publica encargadas de encontrar soluciones en base a datos fiables que
incentiven el mejoramiento de la salud. (7)

Por este motivo nace el interés de contribuir en el incremento del conocimiento sobre el
tratamiento de la inflamacion, del dolor agudo planteAndonos como objetivo realizar un analisis
fitoguimico e identificar metabolitos secundarios; evaluar la actividad antiinflamatoria,
analgésica y toxicidad aguda del extracto etandlico de la especie Argemone mexicana L. “Cardo

Santo”.
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1.2

Descripcion de la realidad problemética

Segun la OMS reconoce que las enfermedades inflamatorias son la causa mas importante de
muerte en el mundo actual, mas del 50% de todas las muertes son atribuibles a enfermedades
relacionadas con la inflamacion (artritis reumatoide, la fibrosis pulmonar, la aterosclerosis,
etc.), lo que ha devenido en un uso inapropiado de AINE, de acuerdo a estudios estadisticos
la OMS estima que més del 50% de personas adultas a nivel mundial hacen mal uso de los
medicamentos por una prescripcion propia, dispensacion y expendio inadecuado; el 50% los
consumen de manera erronea. En el Per( se ha incrementado el consumo de AINE, mas del
40% de personas que consumen AINE, sufren signos y sintomas en el aparato digestivo. (8,9)
El uso irracional de medicamentos que calman el dolor, inflamacién, es considerado como
la principal dificultad para llevar a cabo una terapia con éxito en la erradicacion de la misma.
Por lo que este trabajo pretende proporcionar a la poblacion tratamientos eficaces y seguros,
entre las cuales los extractos vegetales estan posicionandose para cumplir este papel. A lo
largo de los afios se han publicado un sin nimero de trabajos que ponen de manifiesto la gran
efectividad de algunas especies en el tratamiento de la inflamacién y el dolor.

Habitantes del departamento de Ayacucho en la provincia Victor Fajardo refieren que Cardo
santo les ayuda a aliviar las molestias del trabajo de campo. Se consume como infusion de
toda la planta y en forma de cataplasma.

Los lugarefios atn desconocen sus diversas propiedades medicinales, por lo que es necesario
aportar conocimientos cientificos al respecto examinando la composicién quimica, las
propiedades antiinflamatorias y analgésicas contenidas en los tallos, hojas y flores de

Argemone mexicana L. (10)

Antecedentes

1.2.1 Antecedentes Internacionales
Elizondo-Luevano JH et al., (2020) (11) en su investigacion “Efecto in vitro del
extracto metandlico de Argemone mexicana contra Trichomonas vaginalis” se
plantearon como objetivo evaluar la potencial actividad biologica de la especie
medicinal Argemone mexicana sobre Trichomonas vaginalis, a partir de los extractos
metanolicos de tallos y hojas, asi como de diversas fracciones usando solventes de
diferente polaridad. Se identificaron metabolitos secundarios como, triterpenos,
esteroles, flavonoides, alcaloides y quinonas, Los extractos tanto de los tallos como
de las hojas de Argemone mexicana inhibieron el crecimiento de Trichomonas
vaginalis con un valor de concentracion inhibitoria media de 70,6 y 67,2 pg/ml,
respectivamente. De las fracciones activas se obtuvieron como productos mayoritarios

berberina y la jatrorrizhina, con presunta actividad antiparasitaria.

11



1.2.2

Elizondo-Luevano JH et al., (2018) (12) en su “Estudio in vitro de la actividad
antiamebiana de extractos metanolicos de Argemone mexicana sobre trofozoitos de
Entamoeba histolytica cepa HM1-IMSS”, llevaron a cabo un fraccionamiento
diferencial con solventes de diferente polaridad. El extracto metandlico fue analizado
mediante técnicas de cromatografia liquida (HPLC) y espectrometria de masas (MS),
el cual presentd actividad inhibidora del crecimiento de Entamoeba histolytica, con
un IC 50 = 78.39 pg/mL. Berberina y jatrorrhizina forman parte de las fracciones
activas a los cuales se podria atribuir la actividad antiparasitaria. Los resultados
validan el uso tradicional como amebicida de Argemone mexicana sobre Entamoeba

histolytica.

Antecedentes Nacionales

Ruiz-Barrueto MA, (2019) (13) en su trabajo de tesis: “Caracterizacion fitoquimica
y efecto antibacteriano in vitro de Argemone mexicana L. contra bacterias productoras
de betalactamasas de espectro extendido”, evalta la actividad antibacteriana in vitro
de un extracto alcohdlico acuoso de Argemone mexicana L. “cardo santo” sobre el
crecimiento de cepas gran positivas y gram negativas como Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli que producen betalactamasas de espectro
extendido (BLEE). Se empled la técnica de maceracion para obtener el extracto
usando como solvente una solucion hidroalcoholica. Los ensayos para evaluar la
capacidad antibacteriana se realizaron usando concentraciones de 10 a 100 pg/mL,
mediante el método de difusion en disco. El inoculo se estandarizd
espectrofotométricamente a una concentracion de 1,5 x 108 UFC/mL. Las condiciones
de incubacién microbiolégica se recrearon a 35 °C durante 18 horas en atmdsfera
aerdbica. Los resultados se expresaron como el diametro medio (mm) de la zona de
inhibicién del crecimiento de Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y
Escherichia coli productoras de BLEE. Como control positivo se us6 discos de
antibidticos de amoxicilina/acido clavulanico y cefotaxima/acido clavulanico y como
control negativo solucion salina fisioldgica estéril. Se report6 el efecto antibacteriano
de tipo bactericida de las diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de
Argemone mexicana L. sobre Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y
Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro extendido.
Cieza-Heredia M del R et al., (2019) (14) en su investigacion “Actividad
antioxidante y citotéxica de los extractos hidroalcohdlicos de hojas, tallo y raiz de
Argemone subfusiformis G.B. Ownbey “Cardo santo”, evaluaron en los extractos
hidroalcohdlicos las actividades antioxidante y citotoxica de los G.B. Ownbey “Cardo

santo”, se cuantificaron compuestos fenolicos totales por el método de Folin-
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Ciocalteu y para los flavonoides totales se empled tricloruro de aluminio. La actividad
antioxidante fue evaluada por los métodos de DPPH y acido 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6 Sulfénico (ABTS+), la actividad citotdxica se evalud por medio
del bioensayo de citotoxicidad en Artemia salina (CYTED). Se determind que el
extracto hidroalcohdlico de hojas, tallo y raiz presentaron un IC50 de 497.52+1.21
ug/mL, 330.48+1.09 ug/mL y 1017.83+3.11 ug/mL respectivamente, para la prucba
de ABTS+ presentaron un IC50 de 181.27+0.84 pg/mL, 136.70+0.24 pg/mL y
341.60+0.95 pg/mL respectivamente. Al finalizar el experimento se determind que el
tallo presenta un mayor efecto antioxidante en comparacion con las hojas y raiz;

asimismo, los tres 6rganos mostraron ligera actividad citotoxica.

Leon-Vasquez R., (2018) (15) determind la “Actividad antibacteriana y antifungica
de los extractos acuoso, alcohdlico, y hexanico de Argemone subfusiformis
“Cardosanto” papaveraceae”, mediante un disefio experimental factorial usando
microorganismos como Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans, siendo sometidos a concentraciones
medias sucesivas de los extractos. Como resultados se determiné actividad
antibacteriana contra Gram positivos en el extracto alcohdlico a concentraciones de
100% y 50%, para Gram negativos se dispuso que los extractos alcoholico y hexanico
a concentraciones de 25% presentaban actividad antibacteriana, y en Candida albicans
tanto el extracto alcoholico y el hexanico presentaron eficacia a concentraciones de
25%. En su trabajo se detalla que los extractos alcohélicos a una concentracion del
100% son los responsables de inhibir el crecimiento de bacterias Gram negativas,
positivas y levaduras. Por tanto, la familia Papaveraceae comprende plantas que tienen
importantes aplicaciones microbiolégicas y farmacolégicas poco aprovechadas.
Montes-Enciso M., (2017) (16) en su investigacion “Efecto genotoxico in vitro del
latex de plantas medicinales de uso dérmico Argemone mexicana L. “cardo santo” y
Taraxacum officinale “diente de ledn”, evalud el dafio genotoxico “in vitro”, en el
latex de Argemone mexicana L. “cardo santo” donde se realizé en electroforesis en gel
de agarosa.

Como resultados en Argemone mexicana L “cardo santo” se identificaron alcaloides,
compuestos fenodlicos y taninos, mientras que en el latex de Taraxacum officinale
“diente de leon” los metabolitos secundarios identificados fueron: compuestos
fendlicos y taninos, alcaloides y cardendlidos. El latex de la especie vegetal en
concentraciones del 10% al 100%, tiene un potente efecto genotdxico sobre el ADN
gendmico humano, fragmentadndolo en 100%; mientras que el latex de Taraxacum

officinale “diente de ledn” a concentraciones de 50% y 100% de latex presentan
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fragmentacion del ADN en 100%, y las de 10% y 25% fragmentan el ADN genémico

humano entre 40% a 95%, siendo esta la diferencia estadisticamente significativa

(p<0,05). Conclusion: En la presente investigacion se determind que el latex de

Argemone mexicana L.”cardo santo” y Taraxacum officinale “diente de ledn” es

genotoxico.

1.3 Obijetivos del estudio

131

1.3.2

Objetivo General:

Evaluar la actividad antiinflamatoria, analgésica y toxicidad aguda del extracto

etandlico de la especie Argemone mexicana L. “Cardo Santo”.

Obijetivos Especificos:

Identificar los posibles grupos de metabolitos secundarios presentes en el extracto
etandlico de la especie Argemone mexicana L. “Cardo Santo”, mediante un
tamizaje fitoquimico.

Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto etantlico de la especie
Argemone mexicana L. “Cardo Santo” en ratones Balb/C por el método del edema
plantar inducido por carragenina.

Determinar la actividad analgésica del extracto etandlico de la especie Argemone
mexicana L. “Cardo Santo” en ratones Balb/C por el método del plato caliente (Hot
plate).

Determinar la actividad analgésica del extracto etandlico de la especie Argemone
mexicana L. “Cardo Santo” en ratones Balb/C por el método induccion de
contorsiones por acido acético.

Determinar el grado de toxicidad aguda del extracto etandlico de la especie

Argemone mexicana L. “Cardo Santo”.

1.4 Justificacién

Desde la antigliedad, los habitantes de la sierra, especialmente de los pobladores de la

provincia de Victor Fajardo (Ayacucho-Peru), utilizan la planta “Cardo Santo” como

parte de la medicina tradicional por sus propiedades antidiabéticas, cicatrizante de

heridas, antihelmintica, antibacteriana y antiflngica, entre otros (17), también se ha

utilizado desde la antigiiedad para calmar dolor de estémago, dolor muscular, los dolores

reumaticos; sin embargo resultan escasos los estudios relacionados al proceso de

inflamacion y dolor. Es por ello que el presente estudio se basé en determinar en animales

de experimentacion si la especie Argemone mexicana L. “Cardo Santo” perteneciente a
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la familia Papaveraceae presenta actividad antiinflamatoria y analgésica, asi como
también, algun grado de toxicidad aguda, y asi contar con tratamientos alternativos
naturales que tengan menos probabilidades de causar efectos secundarios para ayudar a
combatir enfermedades y malestares como el dolor, inflamacion y de tipo degenerativo
que causan sufrimiento en nuestra sociedad, pudiendo ser usada de manera frecuente por
personas de escaso nivel econémico.

Para un mejor entendimiento la investigacion se ha dividirlo en cinco capitulos debidamente

vinculados y ordenados:

En el capitulo | — Introduccion, se describe la realidad problematica, se presenta las

investigaciones recientes que forman parte de los antecedentes internacionales y nacionales

relacionadas con la investigacion, se describe la justificacién e importancia de su realizacion,

seguidamente se detallan los objetivos.

En el Capitulo Il — Estrategia metodoldgica, que explica el nivel, tipo y variables de la

investigacion, los materiales biol6gicos ensayados y los procedimientos experimentales.

En el Capitulo Il — Resultados, se muestran los hallazgos del estudio: la determinacion de los

metabolitos secundarios presentes en el extracto etanélico de la especie estudiada y los ensayos

de la actividad farmacolégica y toxicidad aguda.

En el Capitulo IV — Discusion, interpretacion de los resultados de la investigaciéon, siguiendo de

manera correlativa con los objetivos considerados en el planteamiento del estudio.

En el capitulo V y VI — Conclusiones y Recomendaciones, hace referencia particularmente a los

resultados obtenidos durante la investigacién y sugerencias en la posibilidad de profundizar el

estudio o realizar otras investigaciones que confirmen ain mas los resultados.

En el capitulo VII y VIII — Referencias bibliogréaficas y Anexos, por ultimo se presentan las

fuentes de informacion, que han sido consultados para el desarrollo de la presente investigacion,

y los anexos que complementan la investigacion.
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1. ESTRATEGIA METODOLOGICA

2.1. Tipoy disefio de Investigacion

2.2.

2.3.

211

2.1.2

2.1.3

Tipo de investigacion

El presente trabajo de investigacién se considera Aplicada (18)

Disefio de Investigacion

Por el disefio, el presente estudio es Experimental, donde se manipula una variable y
controla el resto de variables (18)

Variables:

Variable independiente:

Extracto etandlico de la especie Argemone mexicana L. “Cardo Santo”

Variable dependiente:

Actividad antiinflamatoria
Actividad analgésica

Toxicidad aguda

Poblacion y muestra

2.2.1

2.2.2

Poblacion de estudio

Ratones albinos de la cepa Balb/C/CNPB.

Muestra

Ratones hembras, con peso promedio de 20 a 25 g, procedentes del Instituto Nacional
de Salud (INS).

Técnicas e Instrumentos de recoleccion de datos.

2.3.1

2.3.2

Recoleccion y tratamiento de la muestra vegetal

La especie vegetal Argemone mexicana L. “Cardo Santo” fue recolectada en la
provincia de Victor Fajardo Departamento de Ayacucho en el mes de Setiembre.

Este proceso se realiz6 a tempranas horas de la mafiana, seleccionandose los tallos,
flores y hojas en perfecto estado, luego la planta fue colocada en recipientes
herméticos.

La etapa de secado se realiz6 en un ambiente ventilado y bajo sombra por un periodo
de 15 dias para su posterior estudio.

Obtencion del extracto etandlico

El procedimiento para la obtencion del extracto etanélico de los tallos, flores y hojas
de la especie Argemone mexicana L. “Cardo Santo” empieza con la extraccion de los
metabolitos secundarios utilizando el método de maceracién, que consiste en poner en
contacto directo 3000 g de muestra, con 24 L de Etanol 96° por un tiempo de 2

semanas. Concluida las dos semanas fue filtrado y eliminado el disolvente a vacio,

16



2.3.3

utilizando un evaporador rotatorio, hasta sequedad del mismo, este extracto seco fue
almacenado en un recipiente &mbar para posterior estudio.

Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico o “screening” fitoquimico, es una de las etapas iniciales de la
investigacion fitoquimica donde se realizaran reacciones de coloraciéon y/o
precipitacion con el objetivo de identificar y/o determinar la presencia de metabolitos
secundarios (19).

Se separd una parte correspondiente a la fraccion "A”, el residuo se tratd con solucion
diluida de HCI al 1%, luego se filtr6 obteniéndose dos partes; la parte insoluble que se
lavé con agua destilada y se agregd 5 mL de CH.Cl,, la cual se filtr6 y se seco, esta
constituye la fraccion "B

La solucién acida, parte soluble, se neutralizé con hidréxido de amonio para luego
verter en una pera de bromo y se extrajo con diclorometano, obteniendo la fase
diclorometanica (fraccion “C”) y la fase acuosa, esta Ultima se satur6 con sulfato de
sodio anhidro y se extrajo con mezclas diclorometanica-etanol en una relacion de 3:2
obteniendo dos fases, la fase diclorometanica-etanolica (fraccién "D™) y por dltimo la
fase acuosa remante (fraccion "E™).

Al término de este proceso, todas las fracciones fueron secadas para realizar las

reacciones de identificacion correspondientes a cada una de ellas.

2.3.3.1 Reacciones de identificacion

a) Fraccion A
- Deteccion de taninos
Reaccion de Gelatina-sal: Se utiliz6 tres tubos de ensayo (tubo I, 11 'y I1I) a los
cuales se le afiadié a cada uno 0,5 mL de extracto disuelto en agua, al tubo I se
adiciona 1,0 mL de solucion de NaCl 5%, al tubo Il 1 mL de gelatina 1% y al tubo
111 una mezcla de gelatina-sal, si se observa precipitacion con este Gltimo reactivo
o con el 11 es indicativo de la presencia de taninos, no obstante, podria ser un falso
positivo si solamente ocurre con el tubo I.
- Deteccion de grupos fendlicos libres
Reaccion de Cloruro Férrico: Se utilizé un tubo de ensayo al cual se le afiadi6 0,5
mL del extracto disuelto en etanol y gotas de solucién acuosa de FeCl; 1%. La
reaccion es positiva cuando aparecen colores azul-negro o azul verdoso.
- Deteccion de aminoéacidos (aminos libres)
Reaccion de Ninhidrina: Se utilizaron dos tiras de papel de filtro, a estas se le
colocaron una gota de Fraccion A mas una gota del reactivo Ninhidrina al 2%, a la

segunda (blanco) se le agregd solucion etandlica de ninhidrina al 2%. Para obtener
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b)

d)

los resultados se procedié a secar las tiras a temperatura ambiente para ver su
coloracion. Si el papel que contiene el extracto presenta un color azul violaceo, se
considera positiva.

- Deteccidn de flavonoides

Reaccion de Shinoda: Para esta prueba se utilizé una placa, se afiadio 3 gotas de la
fraccion A mas 5 limaduras de Mg y 2 a 3 gotas de HCI concentrado. La reaccion
es positiva cuando aparecen tonos de color anaranjado a rojo.

Fraccion B

- Deteccion de triterpenoides y/o esteroides

Reaccion de Liebermann Burchard: Para esta prueba se utiliz6 1 mL de la fraccion
B disuelta en diclorometano, a esta se le afiadié anhidrido acético (1 mL) y &cido
sulfdrico concentrado (1 mL); para obtener resultados positivos se espera que la
reaccion tenga color azul verdoso.

- Deteccién de antraquinonas

Reaccion de Borntrager: Para realizar esta prueba se utilizo la fraccion B, esta fue
disuelta en diclorometano y se agreg6é 3 mL de NaOH 5%, para obtener resultados
positivos se espera que la fase acuosa tenga un color rojo.

Fraccion C

- Deteccion de triterpenoides y/o esteroides

Reaccion de Liebermann Burchard. Proceder como en la fraccion B.

- Deteccion de alcaloides

Para esta prueba se tomo el restante de la Fraccion C, seguidamente se agrega 2
mL de HCI 1%. Para finalizar se realizaron reacciones de Dragendorff, Mayer,
Wagner, siendo los resultados positivos si aparece un precipitado de color
anaranjado, crema, y marron respectivamente.

Fraccion D

- Deteccion de Flavonoides

Reaccion de Shinoda. Proceder como en la fraccion A.

- Deteccion de Leucoantocianidinas y Catequinas

Reaccion de Rosenheim: Para esta prueba se tomé 2,0 mL de la Fraccién C mas 1
mL de HCI concentrado, luego se procedio a calentar por un tiempo 10 minutos a
100 °C, se esperd a que enfrié para agregar 2 mL de agua mas 2 mL de alcohol
amilico, se considera positiva si toma un color que va desde un rosado débil a
carmesi intenso. Si es rojo indica presencia de antocianidinas, si es marrén indica

presencia de catequinas.
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2.3.4

- Deteccion de Esteroides y/o Triterpenoides

Reaccion de Liebermann-Burchard. Proceder como en la fraccién B.

- Deteccion de alcaloides

Reaccion de Dragendorff, Mayer, Wagner. Proceder como en la fraccion C.
e) Fraccion E

- Deteccion de Flavonoides

Reaccion de Shinoda. Proceder como en la fraccion A.

- Deteccion de Leucoantocianidinas

Reaccion de Rosenheim. Proceder como en la fraccion D.

Estudio Farmacoldgico
2.3.4.1 Material bioldgico

Se utilizaron 25 ratones hembras albinos cepa Balb/C/CNPB, procedentes del bioterio
del Instituto Nacional de Salud (Lima-Chorrillos), los cuales fueron distribuidos al
azar en cinco grupos de cinco ratones cada uno, de 20-25¢g de peso corporal.

Los animales fueron alojados en jaulas metalicas de crianza para su aclimatacion la
semana previa a los experimentos, con libre acceso a agua y alimento y con ciclos de
12 horas de luz/oscuridad, 24 horas antes de la prueba se mantuvieron en ayuno con
agua a libre acceso, media hora antes de la experimentacién se agruparon

aleatoriamente a los ratones.

2.3.4.2 Actividad antiinflamatoria por el método del Edema plantar inducido por

carragenina.
El método del Edema plantar inducido por carragenina (21), es un modelo

experimental para evaluar el efecto antiinflamatorio de extractos vegetales en ratones
sometidos a una administracién de carragenina.
Tabla 1: Disefio de los grupos experimentales en el método del Edema

plantar inducido por carragenina.

GRUPO TRATAMIENTO N° DOSIS
: (Cor-::[\:\(l)eierz]egﬁivo) S 1 mL/100 g
I (Contral posivo) ° Somg/Kg
Il Extracto AM 5 250 mg/Kg
v Extracto AM 5 500 mg/Kg
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\Y Extracto AM 5 750 mg/Kg

Los tratamientos se administraron por via oral con la ayuda de una sonda oral
metélica. El extracto etandlico de Argemone mexicana L. “Cardo Santo” se
suspende en Tween al 2%, 30 minutos después de la administracién de los
tratamientos se aplicé 0,1 mL de carragenina A tipo 1V al 1% p/v en solucidn salina
en la region plantar de la pata derecha de los ratones, al mismo tiempo se inyecta
0,1 mL de solucion salina a la pata izquierda.

Transcurridas 3 horas después de la induccion de inflamacion los animales han
sido sacrificados por sobredosis de anestésico e inmediatamente las patas son
cortadas a la altura del tarso crural y pesadas. La actividad antiinflamatoria fue
calculada por comparacion de las medias del edema (que se obtiene por diferencia
ponderal entre las patas derecha e izquierda) de los grupos tratados frente al grupo

control (CYTED) (20), se determind mediante la siguiente expresion:

% Actividad = (IC) - (It) X 100
antiinflamatoria (Ic)
Siendo:

¢ Ic = Media del edema o inflamacion del grupo control negativo
¢ It = Media del edema o inflamacidn de los grupos tratados con
diclofenaco o las diferentes dosis del extracto.

2.3.4.3 Actividad analgésica por el método del Plato caliente (Hot plate).

El método del Plato caliente (Hot plate) (23), es un modelo experimental para evaluar

el efecto analgésico de extractos vegetales en ratones sometidos a un estimulo térmico.

Tabla 2: Disefio de los grupos experimentales en el método del Plato

caliente (Hot plate).

GRUPO TRATAMIENTO N° DOSIS
| Tween 2% 5 1 mL/100 g
I Tramadol 5 50mg/Kg
Il Extracto AM 5 250 mg/Kg
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v Extracto AM 5 500 mg/Kg

\% Extracto AM 5 750 mg/Kg

Los tratamientos se administraron por via oral con la ayuda de una sonda oral metalica;
1 hora antes se le administré el vehiculo Tween 2% (Grupo I). Transcurridos 30
minutos, los animales se sometieron al estimulo térmico colocandolos en el plato
caliente a temperatura de 56°C + 1 °C. EI efecto nociceptivo fue observado por el
comportamiento de levantar o lamer las patas, el tiempo maximo de contacto del
animal con la placa caliente es de 30 segundos para evitar lesiones en las patas. Se
determind el porcentaje de analgesia calculando la media de los tiempos de reaccion
de los ratones tanto en el grupo que recibe el vehiculo, como los grupos tratados con

el extracto y fArmaco estandar, se determind mediante la siguiente expresion:

PROMEDIO (TRt) - PROMEDIO (TRS) 100
PROMEDIO (TRc)

% de analgesia =

Siendo:

¢ PROMEDIO (TRt) = Tiempo de reaccion (lamidas o saltos) en los grupos
tratados con extracto o farmaco estandar.
¢ PROMEDIO (TRc) = Tiempo de reaccién del grupo control.

2.3.4.4 Actividad analgésica por el método induccion de contorsiones por acido

acetico.
El método induccion de contorsiones por acido acético (23), es un modelo
experimental para evaluar el efecto analgésico de extractos vegetales en ratones

sometidos a una administracién de acido acético.

Tabla 3: Disefio de los grupos experimentales en el método induccion de

contorsiones por acido acético.

GRUPO TRATAMIENTO N° DOSIS
| Tween 2% 5 1 mL/100 g
1 AAS 5 50mg/Kg
Il Extracto AM 5 250 mg/Kg
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2.3.5

v Extracto AM 5 500 mg/Kg

\% Extracto AM 5 750 mg/Kg

Se administraron los tratamientos por via intraperitoneal. Después de 30 minutos de
los tratamientos se inyect6 en todos los animales, por via intraperitoneal, &cido acético
2% diluido en solucién salina (0,1 mL/10g). se aislé a cada animal de manera
individual para observar el nimero de retorcimientos, contorsiones abdominales
(rotacion pélvica seguida de estiramientos de ambas patas traseras) que realiza el
animal cada 5 minutos, durante 30 minutos posteriores. Se obtiene la media aritmética
para cada grupo determinando el porcentaje de inhibicion. Para ello se calcula la
diferencia entre el nGmero de contorsiones abdominales obtenido con el grupo que
recibe acido acético y el vehiculo (valor 100) con el grupo problema (CYTED) (24)

que recibieron los tratamientos, se determind mediante la siguiente expresion:

(cc) —(ct)
@) X 100

% inhibicion =

Siendo:

e (cc) = Media de las contorciones del Grupo control.
e (ct) = Media de las contorciones del Grupo tratado.

Evaluacidn de la toxicidad aguda oral

La toxicidad se define como la capacidad de una sustancia quimica exdgena de causar
dafio a un ser. Existen diferentes métodos para medir la toxicidad, entre ellos esta el
método de clase de toxicidad aguda, validado y aprobado por la Organizacién
Econdmica para el Comercio y Desarrollo (OECD), donde se aprecia diferentes

formas de evaluar la toxicidad (25).

2.3.5.1 Recomendaciones para los ensayos

Se utilizan ratones, hembras de preferencia, las hembras deben ser nuliparas y no
embarazadas. Esto se debe a que las hembras son mas sensibles, segln las encuestas
bibliograficas de las pruebas convencionales de LDso.

Deben emplearse animales adultos jovenes sanos de cepas de laboratorio de uso
comun. Al comienzo de su dosificacién, cada animal debe tener entre 8 y 12 semanas
de edad y su peso debe caer en un intervalo dentro del £ 20% del peso medio de
cualquier animal previamente dosificado.

El ratdn debe tener un héabitat donde la temperatura debe ser de 22 °C (+ 3 °C). Aunque
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la humedad relativa debe ser al menos del 30% y preferiblemente no exceder el 70%.
La iluminacion debe ser artificial, la secuencia debe ser 12 horas de luz, 12 horas de
oscuridad.

Los animales se seleccionan al azar, se marcan para permitir la identificacion
individual y se mantienen en jaulas durante al menos 5 dias antes de la dosificacion
para permitir la aclimatacion a las condiciones de laboratorio.

Antes de administrar la dosis de la sustancia a ensayar, los animales deben permanecer
en ayunas por 12 h.

Asimismo, antes de administrar la dosis se pesan a los animales que estaran
distribuidos en un grupo de 3 animales, una vez que se administra la dosis, se observa
a los animales con atencidn principalmente durante las primeras 4 horas, y diariamente
por un periodo de 14 dias para ver si tiene comportamientos que nos den un indicio de
toxicidad. Los animales son pesados en los dias 0, 7 y 14. Para concluir que la DLso
es superior a la dosis administrada, se tiene que evaluar los signos de toxicidad durante

el periodo de observacion y los cambios de peso de los animales (25).

La metodologia y el disefio experimental que se utilizo corresponden a los principios
descritos por la OECD en la Directriz 423 (25).

2.3.5.2 Animales de experimentacion

Procedentes del INS “Instituto Nacional de Salud”. Los ratones se alimentaron con
una dieta especial para roedores y agua las 24 horas segun su necesidad.

Para su identificacion se marcaron sus colas con ndmeros distintos, con la finalidad de
tener un mejor control, después se mantuvieron durante 5 dias, antes de ser
dosificados, a temperatura ambiente, con la finalidad de aclimatarlos a las condiciones

del laboratorio.

2.3.5.3 Prueba limite a 2000 mg/Kg

Se dosificé un animal a la dosis de 2000 mg/Kg luego se observd, cualquier indicio de

toxicidad, por un periodo de 4 horas; al no presentar ningln sintoma, se procedi6 a
evaluar la toxicidad aguda oral, administrando 2000 mg/Kg a 2 ratones. El
procedimiento para la evaluacion de la toxicidad aguda oral implicé lo siguiente:

Se utiliz6 3 ratones, antes de administrar la dosis, los animales permanecieron en
ayunas por 12 h. Previo a la dosificacion se realizé un primer pesaje de los ratones,
posterior a ello fueron puestos en observacion individualmente para la evaluacion de
los sintomas toxicos como posibles cambios de piel, pelo, ojos, y convulsiones,

manifestaciones de temblores, salivacion, suefio, diarrea, letargo y coma. Después de
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la dosificacion, los ratones fueron observados durante 4 horas y de forma continua
durante 24 horas (especialmente durante los primeros 30 minutos), para un total de 14
dias.

Culminado el ensayo, se sacrificd a la especie animal con una sobredosis de anestésico
para realizar los analisis macroscopicos de los principales 6rganos. El procedimiento

se repitio al no observar signos clinicos a dosis de 2000mg/Kg.

2.4. Técnicas de procesamiento de la informacion
Los datos obtenidos han sido procesados en el programa Office 365 (Excel). Los resultados
obtenidos de los tres métodos son expresados como media + D.E. La comparacion entre
grupos se analizara estadisticamente por andlisis de varianza (ANOVA), con una

probabilidad de 5%, de ser necesario se aplicara el pos test de Tuckey.

2.5. Aspectos éticos:

Se tendra presente la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio. (Guide for the
care and use of laboratory animals) (26), esta guia ayuda a instituciones a cuidar y usar
animales de manera técnica y humanamente oportuna.

Las instalaciones para el alojamiento de los animales han contado con un espacio apropiado,
cerrado, con buena ventilacion e iluminacion, limpiando y/o cambiando su viruta, entre otros.
El alimento y el agua fue proporcionado ad libitum. Se evitara la duplicacion innecesaria de
experimentos y eutanasia si se anticipa dolor o estrés para ello se empleard un método de
eutanasia con pentobarbital sédico a dosis de 100mg/kg segin Normas internacionales del

cuidado de animales de experimentacion.
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I11.  RESULTADOS

3.1. Evaluacion fitoquimica cualitativa de Argemone mexicana L. “Cardo Santo”

Tabla 4: Metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de Argemone
mexicana L. “Cardo Santo”.

FRACCION METABOLITOS RESULTADO
A Taninos -
Aminos libres +
Flavonoides +
Grupos fenolicos libres +
B Triterpenoides y/o esteroides +
Antraquinonas -
C Triterpenoides y/o esteroides +
Alcaloides +
D Flavonoides +
Leucoantocianidinas y catequinas +
Triterpenoides y/o esteroides +
Alcaloides +
E Flavonoides +
Leucoantocianidinas +

Fuente: Elaboracién propia.
(+) Positivo; (-) Negativo.
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3.2. Actividad antiinflamatoria

Tabla 5: Actividad antiinflamatoria del extracto etanélico del tallo, hoja y flor de
Argemone mexicana L. “Cardo Santo” por el método del Edema plantar
inducido por carragenina

Grupo Experimental N % de actividad
antiinflamatoria
Control Negativo 5 -
Control Positivo 5 82,43%
Extracto 250 mg/Kg 5 63,20%
Extracto 500 mg/Kg 5 45,99%
Extracto 750 mg/Kg 5 76,49%

Fuente: Elaboracion propia.

El mayor % de actividad antiinflamatoria de los extractos, es de 76,49% a dosis de 750
mg/Kg, siendo el mas préximo al control positivo (diclofenaco).

Porcentaje de actividad antiinflamatoria

82.43 %

90.00 %
76.49 %

63.20 %
l 45.99 %

Control Positivo  Extracto 250 mg/Kg Extracto 500 mg/Kg Extracto 750 mg/Kg

80.00 %
70.00 %
60.00 %
50.00 %
40.00 %
30.00 %
20.00 %

10.00 %

0.00 %

Figura 1: Comparacion del efecto antiinflamatorio por el método del Edema plantar

inducido por carragenina obtenidas por los grupos de tratamiento.
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3.3. Actividad analgésica

Tabla 6: Actividad analgésica del extracto etandlico del tallo, hoja y flor de
Argemone mexicana L. “Cardo Santo” por el método del Plato caliente

(Hot plate)

Grupo Experimental N % de analgesia
Control Negativo 5 -
Control Positivo 5 142,50%

Extracto 250 mg/Kg 5 47,75%

Extracto 500 mg/Kg 5 52,25%

Extracto 750 mg/Kg 5 30,50%

Fuente: Elaboracion propia.

El mayor % de analgesia es del 52,25% a la dosis de 500 mg/Kg, mientras que el control

positivo (tramadol) present6 un porcentaje de analgesia de 142,5%

Porcentaje de analgesia

142.50 %

160.00 %
140.00 %
120.00 %
100.00 %

80.00 %

47.75 % 52.25%
. 0
60.00 %
30.50 %

Control Positivo ~ Extracto 250 mg/Kg Extracto 500 mg/Kg Extracto 750 mg/Kg

40.00 %

20.00 %

0.00 %

Figura 2: Comparacion del efecto analgésico por el método del Plato caliente (Hot plate)

obtenidas por los grupos de tratamiento.
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Tabla 7: Actividad analgésica del extracto etandlico del tallo, hoja y flor de
Argemone mexicana L. “Cardo Santo” por el método Induccion de
contorsiones por acido acético

Grupo Experimental N % de inhibicion
Control Negativo 5 -
Control Positivo 5 96.00%

Extracto 250 mg/Kg 5 56.00%

Extracto 500 mg/Kg 5 100.00%

Extracto 750 mg/Kg 5 40.80%

Fuente: Elaboracion propia.

El mayor % de inhibicién es de 100,00% a dosis de 500 mg/Kg, siendo mayor al control

positivo (AAS).

Porcentaje de inhibicion

96.00 %

100.00 %
90.00 %
80.00 %
70.00 %
60.00 %
50.00 %
40.00 %
30.00 %
20.00 %
10.00 %

0.00 %

56.00 %

100.00 %

40.80 %

Control Positivo  Extracto 250 mg/Kg Extracto 500 mg/Kg Extracto 750 mg/Kg

Figura 3: Comparacion del efecto analgésico por el método Induccion de contorsiones por

acido acético obtenidas por los grupos de tratamiento.
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3.4. Prueba de toxicidad aguda

Tabla 8: Evaluacion de la toxicidad aguda del extracto etandlico del tallo, hoja y flor
de Argemone mexicana L. “Cardo Santo”.

Grupo N Peso corporal (g)
Dia 0 Dia 7 Dia 14
Grupo de prueba limite 3 23 25 26
(2 000 mg/Kg)

Fuente: Elaboracion propia.

El peso de los ratones aumenta en 1 a 2 g por cada 7 dias. No presentaron comportamientos

anormales en los 14 dias.
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IV. DISCUSION

En el extracto etanolico de Argemone mexicana L. “Cardo Santo” se identificaron metabolitos
secundarios como flavonoides, alcaloides, triterpenoides y/o esteroides, leucoantocianidinas. Los
cuales coinciden con lo reportado por Mancilla Condor Y. (27), lo que ratifica la presencia de
estos metabolitos secundarios en el extracto etandlico de la especie Argemone mexicana L.
“Cardo Santo”.

En la evaluacion del efecto antiinflamatorio del extracto etandlico de la especie Argemone
mexicana L. “Cardo Santo” en ratones bajo el método del Edema plantar inducido por
carragenina, tal y como se muestra en la Tabla 4, se encontré un mayor porcentaje de actividad

antiinflamatoria correspondiente al grupo tratado con el extracto de 750 mg/Kg.

El edema plantar inducido por carragenina es un modelo bien estudiado y reproducible, por lo
que a menudo se ha elegido para evaluar la actividad antiinflamatoria aguda de los productos
naturales (32). Se sabe que este modelo de edema plantar es sensible con los inhibidores de la
COX. Se utiliza para evaluar los efectos de los AINE que acttan principalmente inhibiendo la
COX, una enzima implicada en la sintesis de PG. En general, el desarrollo de edema en las patas
traseras de ratones después de la administracion de carragenina se ha considerado un evento
bifasico en el que varios mediadores actlan para inducir esta respuesta inflamatoria (33). La
primera fase (0-2 horas después de la administracién de carragenina) esta relacionada con la
liberacidn de sustancias proinflamatorias alrededor de la lesidn tisular, como la histamina, la 5-
HT vy la bradicinina. La segunda fase (2-4 horas después de la administracion de carragenina) se
asocia con un aumento en la produccion de PG (34), IL-10 y COX, que contribuyen a la induccién
de edema después de la movilizacion de leucocitos (35).

El efecto antiinflamatorio puede explicarse por la presencia de flavonoides, inhibiendo
posiblemente la liberacidn de prostaglandinas, especialmente leucotrienos, mediante la accién de
la PGH2, producida por el &cido araquidonico por accion de la ciclooxigenasa. La accion
inflamatoria de la carragenina va acompafiada de un aumento de radicales libres como el éxido
nitrico, y tanto la ciclooxigenasa y el Oxido nitrico trabajan juntos en la respuesta
inflamatoria (28).

Las diferentes dosis del extracto muestran un menor efecto antiinflamatorio, (Fig. 1) explicado
por los fendmenos de sinergia y polivalencia, ya que los extractos contienen diferentes principios
activos con efectos antagdnicos o sinérgicos, es decir, existen muchos otros compuestos que
pueden estar presentes en la planta y ser activos para un rango de dianas, alterando su

farmacocinética o aumentando los sintomas de la enfermedad (29).
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En la evaluacion del efecto analgésico del extracto etandlico de la especie Argemone mexicana L.
“Cardo Santo” en ratones bajo el método del Plato caliente (Hot plate), tal como se muestra en la
Tabla 5, se encontré un mayor porcentaje de analgesia en el grupo tratado con el extracto de 500
mg/Kg, sin embargo este resultado dista mucho del control positivo, tramadol, indicando una
pobre actividad analgésica central. Mientras que en el método induccidn de contorsiones por acido
acético, tal como se muestra en la Tabla 6, se encontré un mayor porcentaje de inhibicion en el

grupo tratado con el extracto de 500 mg/Kg superando en este caso al control positivo (AAS).

El modelo de plato caliente es un modelo sensible y especifico para analgésicos potentes, mientras
que los analgésicos que acttan periféricamente son inactivos. Este modelo de nocicepcién es
principalmente un reflejo espinal, que se cree que implica el procesamiento nociceptivo
supraespinal y se utiliza a menudo para evaluar la actividad anti nociceptiva central. En la region
espinal, los ligandos de cada uno de los tres receptores opioides clasicos (i, k y 8) pueden producir
un efecto analgésico, en parte al reducir la liberacién de neurotransmisores de las terminaciones
de las fibras aferentes primarias de la asta dorsal de la médula espinal y, en parte, por una
inhibicion postsinaptica directa de neuronas cerebrales gque se activan por estimulacion

nociva. (36)

El modelo de contorsidén abdominal inducido por acido acético es un modelo de dolor peritoneal
visceral inflamatorio para evaluar la actividad anti nociceptiva periférica. Permite detectar la
actividad anti nociceptiva de compuestos a bajas concentraciones y que pueden parecer inactivos
en otros modelos (37). La administracion intraperitoneal de agentes que irritan la membrana
serosa provoca un comportamiento estereotipado en los ratones que se manifiesta por
contracciones abdominales y movimientos de todo el cuerpo (especialmente de las patas traseras),
que incluyen torsion de los musculos dorso-abdominales, reduccion de la actividad motora e
incoordinacion motora.

Se ha sugerido que la administracion de 4cido acético en la cavidad peritoneal conduce a un
incremento de los niveles de COX y LOX e indirectamente conduce a la liberacion de mediadores
nociceptivos enddgenos, tales como PGE», PGF2,, 5HT, sustancia P, citocinas y productos de la
LOX. Se conoce el papel de estos mediadores en el proceso de nocicepcion, que en Gltima

instancia estimulan las fibras aferentes primarias y contribuyen al desarrollo del dolor. (38)

Sin embargo, para lograr mayores resultados se deben evaluar diferentes dosis y otras vias de
administracion. Existe evidencia que la especie Argemone mexicana L presentan compuestos
antioxidantes como la sesamina, que inhiben la produccién de PGE2y citoquinas. Ademas, se le

atribuye la disminucién del &cido araquidonico (precursor de eicosanoides proinflamatorios). Por
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lo tanto se espera, que las plantas que contienen este compuesto, presenten efecto antiinflamatorio
y/o0 analgésico (30).

Alvarez-Sanchez N. (31), sefiala que los flavonoides poseen propiedades que inhiben la COX-2
que son enzimas responsables de convertir el acido araquidénico en prostaglandinas y
tromboxanos, controlando la intensidad y duracion del dolor, aparicion de fiebre y el calor del
area afectada. En estudios previos los compuestos flavonoides demostraron tener efecto
inhibitorio frente a la liberacién de ciertas enzimas responsables del dolor, también se cree que
aumentan la resistencia capilar y mejoran la microcirculacion. Asimismo, los alcaloides (27)
estarian coadyuvando con dicho efecto farmacol6gico (efecto analgésico), ya que son sustancias
que en sus estructuras aparecen grupos amino al igual que los anestésicos locales. Al analizar los
resultados de la evaluacion fitoquimica, se evidencia de manera cualitativa la presencia de
flavonoides y alcaloides (28) los cuales explicarian la actividad antiinflamatoria y analgésica del

extracto etanolico de la especie Argemone mexicana L. “Cardo Santo”.

La seguridad del extracto etandlico de la especie Argemone mexicana L. “Cardo Santo “se evalu6
por el test de toxicidad aguda segun el método de las clases tdxicas agudas segun la OCDE 423
debido a que se emplea un menor nimero de animales de experimentacion (26). Se evalu6 a dosis
de 2000 mg/kg, la prueba se realizd en ratones, no se observd mortalidad en ninguna de la dosis
probada.

En la investigacidon publicada por Laines Hidalgo, J. en México (39), concluye mediante un
estudio que la especie Argemone mexicana L. “Cardo Santo “tiene cierto nivel de toxicidad posee
dos importantes alcaloides: la sanguinarina, que se incluye en formulaciones para alimentos de
ganado (reses, cerdo, peces y pollo), ya que favorece la conversion del alimento que consumen
en proteina, y la berberina, que se usa en el tratamiento de pacientes con diabetes tipo 2, al ser un

sensibilizador a la insulina.

Como se puede apreciar de lo anteriormente sefialado, la planta en estudio Argemone mexicana
L. “Cardo Santo” se podria utilizar en medicina natural para aliviar los problemas inflamatorios
asi como aliviar el dolor, ya que demuestra tener un importante grado de inhibicion de la
inflamacion, dandole un valor agregado cientificamente al uso popular de los pobladores en la
provincia de Victor Fajardo Departamento de Ayacucho. Por lo tanto, es importante continuar
con las investigaciones lo que permitira definir el mecanismo de accién del efecto antiinflamatorio
y analgésico de la especie Argemone mexicana L. “Cardo Santo” y a la vez un mayor

reconocimiento del valor de este como recurso clinico, farmacéutico y econémico.
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V. CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Argemone mexicana L. “Cardo Santo” presentd los siguientes
grupos de metabolitos secundarios: flavonoides, grupos aminos libres, grupo fendlicos
libres, triterpenoides y/o esteroides, antraquinonas, alcaloides, leucoantocianidinas.

El extracto etandlico de Argemone mexicana L. “Cardo Santo” a dosis de 750 mg/Kg
mostré mayor % de actividad antiinflamatoria bajo el método del Edema plantar inducido
por carragenina.

El extracto etandlico de Argemone mexicana L. “Cardo Santo” bajo el método del Plato
caliente (Hot plate) mostr6 mayor porcentaje de analgesia en el grupo tratado a dosis de
500 mg/Kg sin embargo este resultado dista mucho del control positivo (tramadol),
indicando una pobre actividad analgésica central.

El extracto etandlico de Argemone mexicana L. “Cardo Santo” bajo el método Induccion
de contorsiones por acido acético presento un efecto analgésico periférico superior al
control positivo (AAS) a dosis de 500 mg/Kg.

El extracto etandlico de Argemone mexicana L. “Cardo Santo” no present6 toxicidad aguda
a dosis de 2000 mg/Kg.
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VI. RECOMENDACIONES

Aislar, identificar, cuantificar y elucidar los principios activos del extracto etanolico de
la especie Argemone mexicana L. “Cardo Santo " responsables del efecto antiinflamatorio
y analgésico.

Realizar extracciones netamente alcaloidal (fraccién alcaloidal) del tallo, hoja y flor de
Argemone mexicana L. “Cardo Santo” y evaluar la actividad antiinflamatoria y
analgésica.

Continuar la evaluacion de la actividad antiinflamatoria por otro método para tener una
mejor compresion del mecanismo de accion del proceso antiinflamatorio de la especie.
Continuar la evaluacion de la actividad analgésica por otro método para tener una mejor
compresion del mecanismo de accion del proceso de inhibicion del dolor.

Evaluar la toxicidad subcronica y cronica para descartar toxicidad a dicha dosis.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1

Clasificacion Taxondmica

CERTIFICACION BOTANICA
“ANO DE LA UNIDAD LA PAZ Y EL DESARROLLO”

El Bi6logo. Que suscribe determina que la muestra biolégica presentada por el bachiller
en Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga, JURADO
ANICAMA YAMPIER JESUS con DNI N° 74051060, para su determinacién pertenece
al nombre cientifico de Argemone mexicana L. “cardo santo™, segiin Sistema de

Clasificacion de Arthur Cronquist, (1988).

REINO: PLANTAE

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE: MAGNOLIIDAE

ORDEN: PAPAVERALES

FAMILIA: PAPAVERACEAE
SUBFAMILIA: PAPAVEROIDEAE
GENERO: Argemone
ESPECIE: Argemone mexicana L
N.V. “cardo santo/chicalote/adormidera”

Se emite la presente certificacion a solicitud del interesado, para fines de estudios

Ica, 26 de junio del 2023.




ANEXO 2
PERMISO DE LABORATORIO

Rt

K UNIVERSIDAD NACIONAL SAN LUIS GONZAGA
: FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

CONSTANCIA

LA DIRECTORA ACADEMICA DE LA FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL SAN LUIS GONZAGA.

HACE CONSTAR QUE LA ESTUDIANTE:

JURADO ANICAMA, Yampier Jests

Cédigo N.° 20150796

Se le autoriza el uso de las instalaciones de los laboratorios de Quimica Farmacéutica
y Laboratorio de Farmacologia | y II, para el desarrollo de su proyecto de tesis, el cual
lleva como titulo Evaluacién de la actividad antiinflamatoria, analgésica, y toxicidad
aguda del extracto etandlico de la especie Argemone Mexicana L. “Cardo Santo”. que
aprobado el proyecto debera presentar un documento con su asesor, indicando los dias
y horas que hara uso del laboratorio.

Se expide la presente constancia para los fines pertinentes.

Ica, 12 de abril 2024

UNIVERSIDAD NACIQ "SAN U INZAGA"
FACULTAD DE FA| CIA Y loQUIMICA
JDireccion delEsguela Adadém|ca

N
é MAAL
£
& .

L)

Dra. ELIZABETH JULIA MELGAR MERING
DIRECTORA(e



ANEXO 3

CERTIFICADO SANITARIO DE RATONES

‘ INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS
COORDINACION DE BIOTERIO

g
oF
CERTIFICADO SANITARIO N°

Producto : Raton abbino Lote N° : C-11-2023

Especie : Mus mdsculus Cantidad :60

Cepa - Balb/C/CNPB Edad : 02 meses

Peso - Mayores 20 g. Sexo : hembra

Guiade : D004-037587 Destino  : Jurado Anicama, Jesds
remision

Chorrillos : 27.09-.2023

El Médico Veterinario que suscribe, Arturo Rosales Fernandez. Coordinador de
Bioterio Certifica, que los animales arriba descritos se encuentran en buenas
condiciones sanitarias *.

“Referencia: PR.T-CNPB-153, Procedimiento para el ingreso, Cuarentena y Control
Sanitario para Animales de Experimentacion.

Chorrllos, 27 de setiemibre del 2023

(Fecha de emision del cenificado) =

NOTA: El Bioterio no 2 hace
responsable por el estado de
jos amamales, una vez que
és1os egresan del mismo.




ANEXO 4

CONSTANCIA DE ASESORAMIENTO

CONSTANCIA DE ASESORAMIENTO

Yo, Chéavez Orellana Santos Haydee, identificada con DNI
2144923, docente principal a dedicacion exclusiva de la Facultad de Farmacia y
Bioguimica de la Universidad Nacional “San Luis Gonzaga”, adscrita al Departamento
de Quimica Farmacéutica; como asesora, dejo constancia que el Bachiller Sr. JURADO
ANICAMA, Yampier Jesus, ha concluido con el desarrollo de su proyecto de tesis
titulado: “Evaluacion de la actividad antiinflamatoria, analgésica y toxicidad aguda
del extracto etandlico de la especie Argemone mexicana L. “Cardo Santo”,
guedando apto para presentarlo a la Unidad de Investigacion de la facultad y continuar

con su tramite de aprobacion de proyecto.

Ica, 09 de agosto del 2023

Dra. Santos Haydee Chavez Orellana
Prof. Principal C.F.
DNI N° 21449243
ASESOR (A)



CONSTANCIA DE ASESORAMIENTO

Yo, Ferreyra Paredes Carmela Betty, docente de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga, adscrita al
Departamento Académico de Ciencias Farmacéuticas, dejo constancia que el Trabajo
de investigacion titulado “Evaluacion de la actividad antiinflamatoria, analgésica y
toxicidad aguda del extracto etandlico de la especie Argemone mexicana L.
“Cardo Santo”, realizado por el Bach. Yampier Jesis JURADO ANICAMA, ha sido
revisado y evaluado, quedando apto para presentarlo a la Unidad de Investigacion de la

facultad y continuar con el tramite que designe la Comisién de Grados y Titulos.

Ica, 09 de agosto del 2023

# ! Qo

g B -_;"'
--.____r{___/._,;-",L/L"I-—-""/’

(|
|

Mg. Ferreyra Paredes Carmela Betty
Prof. Principal C.F.
DNI N° 21436257
ASESOR (A)
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Figura 4: Habitat de la especie Argemrone mexicana L.

Figura 5: Secado del tallo, hoja y flor de la especie Argemone mexicana L.



Figura 6: Macerado del tallo, hoja y flor de la especie Argemone mexicana L.

Figura 7: Preparacion del extracto etandlico de la especie Argemone mexicana L.



Figura 8: Fraccionamiento del extracto etandélico de la especie Argemone mexicana L.

Figura 9: Reacciones de coloracion y/o identificacion (tamizaje fitoquimico)



Figura 11: Administracion de carragenina A tipo IV al 1% p/v en solucion salina.

Figura 12: Administracion de acido acético 2% diluido en solucién salina.



Universidad Nacional “SAN LUIS GONZAGA”
Facultad de Farmacia y Bioguimica
Comision de Grados Académicos y Titulos
Profesionales

FORMATO N°06
CARTA DE CONFORMIDAD DEL ASESOR DE TESIS

Ica, 20 de marzo del 2024
Sefior(a)

FELIPE ARTEMIO SURCO LAOS

Decano de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
Universidad Nacional “San Luis Gonzaga”
Presente.

De mi consideracion:

Previo cordial saludo, por intermedio de la presente hago de su conocimiento
que, en mi condicion de ASESORA de la TESIS titulada “Evaluacion de la
actividad antiinflamatoria, analgésica y toxicidad aguda del extracto
etanolico de la especie Argemone mexicana L. “Cardo Santo” presentada
por el asesorado Bach. Yampier Jesus JURADO ANICAMA para optar el
Titulo Profesional de Quimico Farmacéutico, ésta se encuentra en condiciones
aptas para su presentacion y sustentacion de acuerdo al reglamento vigente,
por lo que doy mi CONFORMIDAD. Asi mismo asumo mi responsabilidad
de asesor, indicando que he tenido cuidado de preservar los estandares de
calidad correspondientes, de prevenir el plagio y proteger los derechos de
autor, de acuerdo al D. L. N. ©822- Ley sobre el Derecho de Autor. Asimismo,
declaro tener conocimiento de los efectos legales y administrativos que se
deriven del incumplimiento o falsedad de la presente declaracion, previsto en
el articulo 411 del Cédigo Penal y del articulo 32.3 de la Ley 27444, Ley de
procedimiento Administrativo General.

Lo que informo a Usted para la continuacion de los tramites correspondientes.

Ica, 20 de marzo del 2024

Dra. Santos Haydee Chavez Orellana
Asesora
Correo Institucional: haydee.chavez@unica.edu.pe
Celular: 956696923



Universidad Nacional “SAN LUIS GONZAGA”
Facultad de Farmacia y Bioguimica
Comision de Grados Académicos y Titulos
Profesionales

FORMATO N°06
CARTA DE CONFORMIDAD DEL ASESOR DE TESIS

Ica, 20 de marzo del 2024
Sefior(a)

FELIPE ARTEMIO SURCO LAOS

Decano de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
Universidad Nacional “San Luis Gonzaga”
Presente.

De mi consideracion:

Previo cordial saludo, por intermedio de la presente hago de su conocimiento,
en mi condicion de ASESORA de la TESIS titulada “Evaluacion de la
actividad antiinflamatoria, analgésica y toxicidad aguda del extracto
etanolico de la especie Argemone mexicana L. “Cardo Santo” presentada
por el Bach. Yampier Jesus JURADO ANICAMA para optar el Titulo
Profesional de Quimico Farmacéutico, que ésta se encuentra en condiciones
aptas para su presentacion y sustentacion de acuerdo al reglamento vigente,
por lo que doy mi CONFORMIDAD. Asi mismo asumo mi responsabilidad
de asesor, indicando que he tenido cuidado de preservar los estandares de
calidad correspondientes, de prevenir el plagio y proteger los derechos de
autor, de acuerdo al D. L. N. ©822- Ley sobre el Derecho de Autor. Asimismo,
declaro tener conocimiento de los efectos legales y administrativos que se
deriven del incumplimiento o falsedad de la presente declaracion, previsto en
el articulo 411 del Codigo Penal y del articulo 32.3 de la Ley 27444, Ley de
procedimiento Administrativo General.

Lo que informo a Usted para la continuacion de los tramites correspondientes.

Ica, 20 de marzo del 2024
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Mg. Ferreyra Paredes Carmela Betty
Asesora
Correo Institucional: cferreyra@unica.edu.pe
Celular: 956770678
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