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RESUMEN

La terapéutica analgésica actual resulta insuficiente para el tratamiento del dolor por
lo que continda la busqueda de nuevos candidatos a partir de plantas medicinales
con este fin. Jatropha gossypifolia L. es ampliamente utilizada en la medicina
popular tradicional por sus propiedades curativas y ofrece una enorme reserva de
fitoquimicos con potencial accién analgésica que no ha sido comprobada
experimentalmente. El objetivo fundamental de este trabajo fue evaluar
experimentalmente a través de ensayos “in vivo” |la actividad analgésica de extractos
de Jatropha gossypifolia L. En este sentido, se desarrollé una evaluacion fitoquimica
del extracto hidroalcohdlico de Jatropha gossypifolia L. que incluyd el tamizaje
fitoquimico y la cuantificacion del contenido de fenoles y flavonoides totales
mostrando la presencia de saponinas, alcaloides, fenoles, flavonoides, aminoacidos
libres, coumarinas, azucares reductores y quinonas como principales metabolitos
secundarios. Los fenoles y flavonoides cuantificados se relacionan con las
actividades farmacoldgicas demostradas para la familia de la planta. Se
desarrollaron dos métodos in vivo para la evaluacion de la actividad analgésica:
Placa Caliente y contorsiones inducidas por acido acético en ratones, que
permitieron corroborar experimentalmente la actividad analgésica del extracto
hidroalcohdlico de Jatropha gossypifolia L. Finalmente se llevo a cabo un estudio de
toxicidad dérmica aguda que no muestra toxicidad dérmica a dosis inferiores a 500
mg/kg. Por lo tanto se puede concluir que el extracto hidroalcohdlico de hojas de
Jatropha gossypifolia L. posee un efecto analgésico y la no toxicidad que

fundamentara el uso que se le atribuye de forma tradicional.






SUMMARY

Because of the unsatisfactory treatment of pain by the actual analgesic therapy the
search of new candidates from medicinal plants is very important nowadays. Due to
its healing properties, Jatropha gossypifolia L. is widely used in traditional folk
medicine, it offers a huge reservoir of phytochemicals compounds, most of them with
potential analgesic action, but there is not experimental corroboration of their
pharmacological properties. The aim of this research is to evaluate the analgesic
activity of Jatropha gossypifolia L. hydro- alcoholic extract through "in vivo" tests. We
carried out a phytochemical evaluation of Jatropha gossypifolia L. extract including
phytochemical screening and total phenols and flavonoids quantification. The
presence of saponins, alkaloids, phenols, flavonoids, free amino acids, coumarins,
quinones reducing sugars and main secondary metabolites was identified in the
extract. There is a relationship between quantified phenols and flavonoids and the
pharmacological activity of these plant family. The extract was evaluated at 100, and
200 mg/kg doses using Hot Plate test and at 100, 200, 300 mg/kg doses by the
Acetic acid writhing tests; it showed analgesic activity in these two in vivo test.
Finally, Jatropha gossypifolia extract shows no toxicity below 500 mg/kg dose in the
dermal acute toxicity developed test. Therefore we can conclude that hydro-alcoholic
extract of Jatropha gossypifolia L. leaves has analgesic effect and low dermal

toxicity.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La Jatropha gossypifolia L. (Tuatia) es ampliamente cultivada como planta
ornamental. Las raices, tallos, hojas, semillas y frutos de la planta han sido
ampliamente utilizados en la medicina popular tradicional por sus propiedades
curativas en muchos paises. Diversos estudios a la planta, en especial a las hojas,
han demostrado que esta posee una enorme reserva de fitoquimicos diferentes
como: esteroides, saponinas, flavonoides, triterpenos, fenoles, alcaloides, taninos,

coumarinas y azucares reductores (1).

En el Departamento de Farmacia de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las
Villas (UCLV) se han desarrollado extractos hidroalcohdlicos de la Jatropha
gossypifolia L. que han mostrado actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus y efecto antiinflamatorio agudo in vivo. Ademas se evallo la Dosis Letal
Media del extracto que se encuentra a dosis superiores a 300 mg/kg, clasificandose
como un producto moderadamente toxico (2). También se inici6 el desarrollo de una
preparacion cosmecéutica para el tratamiento del acné empleando dicho extracto,
por lo que resulta muy valioso continuar la evaluacién fitoquimica y farmacolégica

del mismo.

Por otra parte, el dolor y el sufrimiento en la historia del hombre estan tan presentes
gue puede considerarse como el quinto signo vital y debe ser explorado tal y como
se hace con el pulso, la respiracion, la temperatura y la tension arterial. EI dolor
habitualmente no es tratado farmacolégicamente de forma adecuada y ello puede
traer consecuencias importantes para el paciente desde el punto de vista somatico,

psicolégico, social, econémico, laboral y de calidad de vida (3).

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) se reunié en 1979 y
elaboré una definicion que aun perdura: “Experiencia sensorial y emocional
desagradable relacionada con un dafio real o potencial de tejidos o descrita
por el paciente como ocasionada por esa lesion”. Esta definicion hace hincapié

en la complejidad del dolor e incluye multiples dimensiones(4).

Actualmente, los farmacos que producen analgesia pueden actuar en un nivel

periférico y central, ya sea modulando o inhibiendo la sintesis de sustancias

1
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mediadoras de la inflamacion y/o dolor. Dentro de los farmacos analgésicos se
encuentran los AINEs (analgésicos antiinflamatorios no esteroideos), que ademas
de ser analgésicos, comparten propiedades antiinflamatorias y antipiréticas. Otro
mecanismo importante en la generacion de analgesia es la realizada por los
opioides, especificamente la morfina y analogos. Estos analgésicos interactiian con
varios receptores llamados receptores opioides, relacionandose con ciertos

péptidos endbgenos, como las encefalinas, endorfinas y dinorfinas(5-7).

Ambas terapéuticas involucran efectos adversos indeseables tales como:
tolerancia, depresion respiratoria, dependencia y constipacion en los opioides y
trastornos gastrointestinales en los AINEs (5). Por ello, la blusqueda de nuevos
analgésicos mas seguros e igualmente efectivos sigue siendo una tendencia en el

campo de la farmacologia.
Teniendo en cuenta lo anterior se plantea el siguiente problema cientifico:

Problema cientifico

Las acciones analgésicas atribuidas a las hojas de la especie cubana Jatropha
gossypifolia L. y la estimacion de su toxicidad dérmica, no han sido comprobadas
experimentalmente por lo que no se poseen estudios que avalen su uso tradicional

en el pais.
Hipotesis
Con larealizacion de estudios experimentales que permitan comprobar las acciones

y el potencial toxico de la Jatropha gossypifolia L., se fundamentara su uso como

analgésico y la no toxicidad que se le atribuye de forma tradicional a la misma.

Teniendo en cuenta lo anterior se plantean como objetivos:
Objetivo general:

» Evaluar experimentalmente a través de ensayos “in vivo” la actividad analgésica

del extracto hidroalcohdlico de las hojas de la Jatropha gossypifolia L.
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Objetivos especificos:

1.

Identificar los metabolitos presentes en el extracto hidroalcohdlico de las
hojas de la Jatropha gossypifolia L. a través del tamizaje fitoquimico.
Cuantificar el contenido de fenoles y flavonoides totales presentes en el
extracto hidroalcohdlico de las hojas de la Jatropha gossypifolia L.

Evaluar la actividad analgésica “in vivo” del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de la Jatropha gossypifolia L. del test de plato caliente.

Evaluar la actividad analgésica “in vivo” del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de la Jatropha gossypifolia L. del test de contorsiones inducida por
acido acético.

Evaluar la toxicidad dérmica aguda del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de la Jatropha gossypifolia L.






CAPITULO I

CAPITULO 1 REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1. Aspectos monogréficos de la Jatropha gossypifolia L.
1.1.1. Identificacion taxondmica. Descripcion botanica y distribucién.

Reino: Plantae. Subreino: Tracheobionta. Divisién: Magnoliophyta. Clase:
Magnoliopsida. Subclase: Rosidae. Orden: Geraniales. Familia: Euphorbiaceae.
Nombre cientifico: Jatropha gossypifolia L. Nombre comudn: Tuatia. Otros

nombres comunes: Frailecillo, frailecito, San Juan del Cobre (8).

La Jatropha gossypifolia L. es una planta herbacea de 1 a 2 m de altura, a veces
algo lefiosa. Presenta hojas de 7 a 15 cm, acorazonadas en la base, de color verde
oscuro, alterno, simple, ovadas a ligeramente lobulado con 3-5 indentaciones, hasta
15 cm de ancho y peciolos de 10 cm de largo. Los tallos de las hojas estan cubiertos
con gruesos pelos de color marrén oscuro y las hojas son pegajosas. Las flores son
pequefias, amarillo a verde en color, transmitidas en las axilas de las hojas y al ser
pequefias se esconden en su mayoria por el follaje. Se observan 5 pétalos,
purpureos. La capsula es de 1 cm, con tres surcos. Los frutos son pequefias, en
forma de cépsula, fruto redondo, alrededor de 2,5 - 4 cm de didmetro. Estos son de
color verde y carnoso cuando son inmaduros, convirtiéendose en marron oscuro
cuando madura y la division para liberar 2 o 3 semillas de color negro cada uno de
aproximadamente 2 cm de largo. La carne de las semillas es blanca y grasosa en

la textura y se reporta tener un sabor agradable (9-11).

Crece a la orilla de los caminos, en terrenos yermos y cultivados, calcareos,
principalmente de poca o mediana elevacién. Originaria de América tropical, pero
ahora se cultiva ampliamente en los paises tropicales de todo el mundo. Se observa
en las Antillas Mayores y en muchas de las Menores, y en las Bahamas. Se cultiva
ocasionalmente en las zonas mas calidas de Australia y estd naturalizada en
algunos lugares en Queensland y el Territorio del Norte. En Florida se encuentra
principalmente al sur de Orlando. También es una planta comun en las islas
hawaianas. Introducida en el sur de Africa, la planta se ha extendido desde
Mozambique a través de Zambia al Transvaal y Natal. Esta especie también se

encuentra a través de las partes mas calientes de Asia (9).
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1.1.2 Usos tradicionales.

La Tuatta es ampliamente cultivada como planta ornamental, se encuentra en los
jardines y las zonas comunes, por lo que es de facil acceso. Las raices, tallos, hojas,
semillas y frutos de la planta han sido ampliamente utilizados en la medicina popular

tradicional por sus propiedades curativas en muchos paises (10, 12), ejemplo:

v En Filipinas, el cataplasma de las hojas frescas se aplica a los pechos
hinchados como antiinflamatorio.

v En Venezuela, las raices se utilizan en la lepra y la decoccién de las hojas se
utilizan como purgante y estomacal. El latex es utilizado para las Ulceras.

v En las Antillas, las hojas se usan como febrifugo para las fiebres
intermitentes. La decoccién de la corteza se utiliza como emenagogo. El jugo es
utilizado para llagas en la lengua de los bebés.

v En la Costa de Oro, se utilizan los tallos gruesos porque producen una
sustancia amarillenta-marrén que se coloca en un pafio limpio y se aprietan las
fosas nasales, haciendo que el paciente estornude y ayuda a curar el dolor de
cabeza.

v En Nigeria, el tubérculo de la planta es molido en una pasta y se utiliza de

forma local en el tratamiento de las hemorroides.

1.1.3 Aspectos fitoquimicos y farmacolégicos de la Jatropha gossypifolia L.

Varios estudios han demostrado que la Tuatla, es una planta con propiedades
hemostatica, procoagulante, insecticida, antidiarreica y que preparados
hidroalcoholicos de la misma son analgésicos, antiinflamatorios y antibacterianos
(13).

Estudios realizados a las hojas de Jatropha gossypifolia L. demuestran que esta
posee una enorme reserva de fitoquimicos diferentes como: terpenoides,
esteroides, saponinas, flavonoides, triterpenoides, taninos, glucésidos cardiacos,
azucares reductores y proteinas (1).

La Jatropha gossypifolia L. ha sido evaluada a través de estudios in vitro e in vivo.

Los multiples efectos atribuidos se relacionan en la tabla 1.1.
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Tabla 1.1: Efectos biologicos atribuidos a la Jatropha gossypifolia L.

Efecto biolégico| Parte vegetal Solvente de extracciéon Referencia
Analgésico Hojas Metanol y éter de petréleo (12)
Antinflamatorio Hojas Metanol y éter de petréleo (12)
Antimalarico Hojas Agua (24)
] Diclorometano y metanol
Hojas (15)
(1:1)
Antimicrobiano Hojas Etanol (16)
Hojas Agua a7
- - (18)
Antitumoral y . Cloroformo (29)
_ o Raiz
Antineoplasico Etanol (20)
Hojas y caliz
Antiviral Metanol (21)
Cortex
Cicatrizante Hojas ycaliz Etanol (22)
Hipotensor Hojas ycaliz Etanol (23)
Insecticida Hojas - (24)
Larvicida Acetato de etilo, acetona,
(combate a - éter de petroleo, hexano e (25)
vectores) metanol.
Sedativo Raiz y Hojas - (26)

La mayoria de estos componentes quimicos pueden ser responsable de muchas

actividades farmacologicas reportadas sobre la Tuatla. Los glucésidos, flavonoides

y taninos tienen accion hipoglucémica (12). Las saponinas poseen propiedades

hipocolesterolemiantes y antidiabéticas. Los terpenoides también se ha demostrado

que reducen el nivel de azucar en la sangre, en los estudios en animales (22, 23).

Ademas los esteroides vy triterpenoides mostraron propiedades analgésicas. Por

otra parte, los esteroides y saponinas son responsables para las actividades del

sistema nervioso central. La presencia de flavonoides y taninos en las hojas es

probable que sea responsable de la actividad de captacion de radicales libres. Los

6
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flavonoides se han denominado como modificadores de la respuesta biologica de la
naturaleza debido a la fuerte evidencia experimental de su capacidad para modificar
la reaccion del cuerpo a las alergias, virus y carcindbgenos, mostrando actividad
antialérgica, antiinflamatoria, antimicrobiana y contra el cancer. Los esteroides

poseen efectos antiinflamatorios (1).

1.2 Dolor. Concepto. Tipos.

Segun la Organizacion Internacional del Dolor este se define como una experiencia
sensorial desagradable que se asocia a una lesion tisular o que se describe como
si esta hubiera ocurrido (27). Constituye un mecanismo fundamentalmente protector
que previene la aparicion de lesiones permanentes del organismo y aumenta las
posibilidades de supervivencia. Sin embargo, no siempre es asi, existen numerosas
situaciones clinicas en las que el dolor pierde su capacidad protectora y se convierte

en una fuente de sufrimiento indtil, incluso en la propia enfermedad (27).

Al resultar este una sensaciéon no puede ser medido; s6lo uno mismo conoce cuanto
le duele algo, por lo que es una vivencia personal imposible de transmitir. De ahi
que la tolerancia al mismo varia entre las personas e incluso en el tiempo.
Dependiendo de las circunstancias un mismo sujeto puede reaccionar o aceptar de
forma diferente la misma intensidad dolorosa. Todo dependera si estd o no
preparado para ello, de la velocidad de instauracion o de la existencia o no de otros
estimulos emocionales simultdneos. Su razon de existir es la de avisar al organismo
sobre la presencia de problemas en algun nivel por lo que es beneficioso ya que
nos alerta al dafio inminente del ambiente. Mas alla de este propdsito de la
advertencia, la experiencia del dolor involucra la percepcion del dolor y las
sensaciones asociadas, las reacciones emocionales, y las contestaciones
fisioldgicas que resultan. O sea, el dolor es uno de los problemas del paciente que
se encuentra de forma mas frecuente, uno de los mas dificiles de evaluar y uno de

los més inflexibles al tratamiento (28).
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1.2.1 Tipos de Dolor.

Existen diferentes clasificaciones del dolor en dependencia de algunas de sus
caracteristicas tales como: la duracion, la localizacion, la periodicidad, si responde
o no al tratamiento (29).

o Agudo-Cronico: Depende de si el dolor tiene una duracién corta (agudo) o
lleva mucho tiempo (crénico). Por lo general de dias /horas se considera agudo y Si
dura mas de tres meses sera cronico. El primero suele ser mas intenso y alarmante,
mientras que el segundo pierde su funcion de alarma ya que el paciente se

acostumbra a él.

o Sordo-Pulsétil-Latente: Se define como dolor sordo al que es continuo u
opresivo, a los pulsétiles al causado por la migrafia; y los que se producen por la

afectacion de los nervios suelen denominarse latentes.

o Continuo-Intermitente: Mientras que el continuo tiene la misma intensidad
todo el tiempo, el intermitente (también denominado coélico) se caracteriza por ir

aumentando y disminuyendo la intensidad.

o Refractario: Es el que no responde al tratamiento habitual. En algunas
ocasiones los calmantes no quitan el dolor, solo disminuyen la intensidad del mismo.

En otras, el analgésico quita el dolor pero este vuelve al poco rato.

o Somatico-Visceral: EI soméatico es el que afecta zonas muy superficiales, a
las que llegan muchos nervios y se puede localizar perfectamente su ubicacion. Se
debe a estimulos quimicos (quemaduras) o mecanicos (golpes) y proviene de
musculos, tendones, huesos, etc. Por su parte, el visceral es el que afecta a zonas
profundas y no se localiza muy bien, pudiendo “reflejarse” en diferentes lugares
alejados del sitio donde se origina el dolor. El dolor superficial es una contestacién

rapida a un ataque subito y el dolor profundo demora.

o Nociceptivo: Se debe a la estimulacion de receptores dolorosos o térmicos
periféricos y es transmitido al Sistema Nervioso Central (SNC) por fibras nerviosas
nociceptivas normales (ej. Traumatismo o quemaduras). En el caso del tratamiento

sintomatico responde a los analgésicos opioides.
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o Psicogeno: Se establece directamente en el SNC. Responde al tratamiento

adecuado de la afeccion que lo ocasiona.

o Neuropatico: Causado por una afectacion anatomica o metabdlica de las
fibras nerviosas nociceptivas (29). Suele ser un dolor de gran intensidad, que los
pacientes definen a veces como calambres, o quemantes. Es muy resistente a los
tratamientos habituales y suele necesitar dosis altas de medicacion o incluso

medicamentos especificos.

1.2.2 Fisiologia del Dolor.

El dolor comienza con la estimulacién de uno o mas de los numerosos receptores
sensitivos especiales, que existen en la piel y los érganos internos, denominados
nociceptores. Estos receptores reciben informacion sobre diferentes acciones que
puedan provocar dafio corporal (30). En los nociceptores cualquier estimulo lesivo
activa receptores sensoriales especificos, cuya funcion principal es distinguir los
estimulos inocuos de los lesivos, y esto lo realiza ignorando los estimulos de
intensidad baja, mientras que codifican el estimulo lesivo dentro de un rango de

intensidades y lo transmiten al SNC (5, 27).

Los nociceptores se localizan principalmente en tejidos cutaneos, subcutaneos,
articulares, musculares y viscerales. Histologicamente son denominados como
terminaciones periféricas de las neuronas bipolares que tienen su soma en los
ganglios raquideos y cuyo axon centripeto penetra en el asta dorsal de la médula
espinal. Poseen ademas tres propiedades basicas: un alto umbral a la estimulacion
cutanea, una capacidad para codificar la intensidad de los estimulos en el rango
lesivo y una falta de actividad espontanea en ausencia de estimulacién nociva

previa. Estos pueden ser de dos tipos: nociceptores A- 8 y nociceptores C (27).

Aunque existen diferencias entre ellos el mecanismo general por el cual desarrollan
su papel fisiolégico es similar. Los nociceptores A-6 son fibras mielinicas, de
velocidad de conduccion variable entre 3 y 30 m/s y conducen sefales

correspondientes a sensaciones de dolor de corta latencia y que precisan
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respuestas rapidas. Los nociceptores C son fibras amielinicas, de velocidad de
conduccion lenta, vehiculizan sensaciones de dolor quemante y de latencia mas
larga. Por esta doble via periférica de transmision, un mismo estimulo doloroso
aplicado en la piel se percibe como una sensacion doble: primero como un dolor
rapido (de inicio menor de 0,1s) por excitacion de los nociceptores A-6, seguido de
un dolor de percepcion mas lento. También transmiten sensaciones dolorosas, los
receptores A-0 sensibles al calor, los receptores A-0 y C sensibles al frio intenso y
los receptores C sensibles a estimulos mecanicos muy intensos. Sin embargo, la
mayoria de los nociceptores, al menos en la piel, son plurimodales, es decir,
excitables por estimulos de diferentes tipos (mecanicos, térmicos y quimicos). Los
nociceptores A-d son mecanoreceptores que responden preferentemente a
estimulos nocivos de tipo mecanico, aunque en ocasiones también respondes a
estimulos térmicos en el rango de intensidades nocivas. Ellos se activan por
estimulos de alto umbral, lo que lo diferencia de los mecanoreceptores del tacto y
reaccionan especialmente a estimulos tactiles. Los nociceptores C, tienen un
umbral de dolor méas elevado al calor que a los estimulos mecanicos. La respuesta
al calor puede facilitarse por gran cantidad de estimulos condicionantes ya sean
por lesion tisular o por estimulos quimicos endégenos o exdgenos. Responden a
estimulos de tipo mecanico, térmico y quimico pero también se activan por
sustancias que se liberan tras la lesion tisular, debido a esto han recibido el nombre

de receptores polimodales (5).

La activacion de los nociceptores alcanza la médula espinal a través de las vias
aferentes primarias. Estas se agrupan dentro de las raices dorsales en posicion
ventrolateral y en menor grado dorsomedial, y a continuacion se introducen en el
asta dorsal. Una excepcion a esta regla general la constituyen las aferencias de la
cara y del cuello que se agrupan a las ramas del nervio trigémino y tienen su soma
en el ganglio de Gasser. De ahi penetran en el tronco cerebral a nivel del puente y
se proyectan hacia el nucleo del trigémino (31).

10
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1.2.3 Trasmision del dolor

El asta dorsal de la médula espinal constituye un elemento importante que permite
la integracion de los estimulos sensoriales en el SNC y su modulacion por las
interneuronas espinales, dirige la informacion a través de las vias ascendentes y
finalmente permite la elaboracién de respuestas reflejas, tanto vegetativas como
motoras (5). Las células de las fibras nociceptivas aferentes espinales yacen en el
ganglio de la raiz dorsal, en la terminacion de la materia gris del asta dorsal. La
mayoria de las fibras nociceptivas aferentes terminan en la region superficial de la
espina dorsal. Las fibras C y algunas fibras A-d inervan células humanas | y |l

mientras otras fibras A penetran en el asta dorsal (Figura 1.1) (30).

Fibras A-p— | Mecanoreceptor

- F|bra$C ecanoreceptor
= FlbrasN Por.

MJ{[/ Nociceptor
II

____-_;-ﬁ "{" Nociceptor
J'F ““‘-’w.f v Termoreceptor

,-k_»’—_ & Y] Mecanoreceptor

Figura 1.1 Lamina del asta dorsal de la médula espinal y fibras aferentes.

Las células de la lamina Il (sustancia gelatinosa: SG) forman un red de pequefias
proyecciones, fundamentalmente a la lamina | y V. Estas células probablemente
acttan regulando la transmision entre las fibras aferentes primarias y las neuronas
del tracto espinotalamico por lo que ejercen un efecto inhibitorio que puede ser pre
o0 post sinaptico. De esta manera ellas pueden irrumpir la transmision de la primera
sinapsis en la via del dolor, mecanismo conocido por “Teoria del control de entrada”

0 como Sse conoce en inglés “gate-control-theory” (Figura 1.2) (30).

11
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Después de llegar a la médula, el impulso asciende a diferentes areas del cerebro
donde se determina cual es la localizacion y la causa del dolor, y se integra la
informacion sensitiva con el estado global del organismo produciendo la sensacion
emocional que se denomina dolor. Estos centros cerebrales pueden activar fibras
nerviosas largas que descienden a la zona de la médula espinal donde se origina

la sefial dolorosa y la disminuye (30).

Control
central

Axones de fibras
gruesas mielinizadas
(]
+ 5
: Células de fpizeles
Ingreso / Entrada (‘SG transmision m;c;:gzrgs [
2 / (T) centrales

Axones de fibras
delgadas no miclinizadas
(S)

(L) axones gruesos mielinizados;
(S) axones delgados no mielinizados.

(SG) Sustancia Gelatinosa

(T) células de transmision

Figura 1.2 Teoria de control de entrada.

Diagrama esquematico del mecanismo del dolor por medio de la Teoria de la

Compuerta (Gate Control): + Exitacion; - Inhibicion.

Desde el tracto espinotaldmico las fibras se proyectan fundamentalmente desde la
sinapsis de la parte media y central del talamo hasta la corteza somatosensorial.
En particular en el talamo medio muchas células responden especificamente al
estimulo nocivo y por ello lesiones en esta area provocan analgesia (Figura 1.3)
(30).

La via espinotalamica es considerada la via principal del dolor y aunque es

importante se conocen otras vias ascendentes involucradas en la transmision del

12
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dolor, incluso las vias espinoreticular y espinomesencefalica. Ademas nudcleos
especificos del cerebro, como la formacion reticular, la materia gris periacueductal

y el tAlamo también son componentes de las vias del dolor (5).

Cortex Area Somestésica

3® Neurona

“\4 Fasciculo Espinotalamico Lateral
1®* Neurona [~ “‘ — paleoespinotaldmico

\
\Q h — neoespinotalamico
1
eyl —&F B E— 2° Neurona

de Ruffini ~

.:'*” ’

|

Terminaciones«'&’ - ¢ 4
Libres [ o ?‘ﬁ‘
> N
Bulbo de — @ AN +/
Krause

Figura 1.3 Vias del dolor y mediadores quimicos involucrados.

Por otro lado, las vias descendentes constituyen uno de los mecanismos que
controlan la transmision del impulso nervioso en la médula espinal. Una parte clave
del sistema descendente es el periacueducto gris (PAG), area del cerebro medio
gue circundando el canal central recibe entrada de diferentes partes del cerebro,
incluyendo el hipotalamo, corteza y talamo. Se piensa que este represente el
mecanismo por medio del cual se controla la entrada nociceptiva en la médula
espinal. La via neuronal principal que se activa por la estimulacion del PAG avanza
primero a un area conocida como nucleos magnos de Raphe (NRM) y desde alli
pasa al funiculo dorsolateral de la médula espinal, conectandose a interneuronas
de la misma. ElI mayor trasmisor de esta sinapsis es la serotonina (5-HT) y las
interneuronas inhiben la descarga de las neuronas espinotalamicas. La activacion
de esta via inhibe la transmision en vias nociceptivas afectando en menor medida

otras formas de sensacion. Los NRM en si mismos presentan una entrada desde

13
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neuronas espinotalamicas, a través del adyacente nucleo paragingantocelular
reticular (NRPG). De esta manera este sistema inhibitorio descendente puede
formar parte de un circuito regulatorio de retroalimentacion. Sin embargo, la médula
espinal es controlada de acuerdo a la actividad alcanzada por el tAlamo. Algunos
investigadores plantean que la via inhibitoria descendente es un importante sitio de
accion para analgésicos opioides. EI PAG y SG son ricos en neuronas que
contienen encefalinas y ello es evidencia de que antagonistas opioides como la
naloxona pueden impedir eléctricamente la analgesia (30).

1.2.4 Mediadores quimicos.

En la mayoria de los casos la estimulacion de las terminaciones nerviosas
nociceptivas en la periferia, es quimica en su origen. Excesivos estimulos quimicos
y térmicos pueden obviamente causar dolor agudo pero la persistencia de cada
dolor, después que el estimulo ha sido eliminado, generalmente refleja una
estimulacién quimica de las vias aferentes dolorosas. Un conocimiento de la
naturaleza de estas sustancias y de los mecanismos por los cuales son estimuladas
sensorialmente las terminaciones nerviosas, puede proporcionar una aproximacion
al descubrimiento de drogas analgésicas. Entre las sustancias que estimulan las
terminaciones dolorosas en la piel se encuentran neurotransmisores incluyendo la

serotonina (5-HT), histamina y acetilcolina (30).

La 5-HT es el mas activo. La histamina es mucho menos activa y tiende a causar
mas picazon que dolor. Ambas sustancias se conoce son liberadas localmente en

la inflamacion (30, 32).

Las cininas son otro grupo de sustancias involucradas en el dolor. Entre estas
sustancias las mas activas son la bradicinina y calidina. La bradicinina es la
sustancia mas potente que produce dolor hasta el momento. También puede
estimular otro tipo de fibras aferentes pero mucho menos que las terminaciones
dolorosas. Ademas podria afectar la musculatura vascular lisa (generalmente
causando dilatacion en pequefios vasos Yy constriccion en grandes vasos),

musculatura visceral lisa (contraccion), terminaciones nerviosas presinapticas

14
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(incremento de la liberacion del neurotransmisor por terminaciones pre y
postganglionares y el epitelio del tracto gastrointestinal (incrementando
secreciones). La bradicinina causa la liberacion de prostaglandinas (PGs) en
muchos tejidos y algunos de estos efectos fisioldgicos son producidos por esta via,
después de ellos ser bloqueados por inhibidores de la ciclooxigenasa (COX). Esta
actia por combinacidon con receptores especificos y es conocido que produce
efectos celulares a través de la produccion de mensajeros intracelulares.
Recientemente, modificaciones a la molécula de bradicinina tienen importancia en
el descubrimiento de antagonistas competitivos los cuales muestran propiedades
analgésicas y antiinflamatorias (32). Otros licosanoides incluyendo
prostaglandinas, leucotrienos y los inestables HETE derivados pueden también ser
importantes en el mecanismo del dolor (30).

La capsaicina es una sustancia activa presente en pimienta roja y es responsable
de su sabor picante. Otras plantas (jengibre, pimienta negra, etc.) también
contienen agentes similares pero la capsaicina es el mas potente y el mas
completamente estudiado. Esta es una sustancia altamente potente productora de
dolor que estimula las terminaciones nociceptivas y los nervios sensibles a
temperaturas en tejidos sin afectar otras neuronas sensoriales. La accion de la
capsaicina esta vinculada con algunas de sus propiedades como la relacionada con
el hecho de que luego de algunas (pocas) aplicaciones que producen dolor, el
efecto desaparece y la respuesta nociceptiva a otros estimulos desaparece
también, llevandose a cabo sistematicamente, ello puede producir marcada
analgesia. Ademas esto causa liberacion de sustancia P desde las neuronas
aferentes, tanto periféricamente como dentro de la médula espinal. En animales
adultos las neuronas aferentes son eliminadas (agotadas) toda la sustancia P y
toma dias o semanas recuperarla (30). Los efectos desensibilizantes de la
capsaicina sugieren que sustancias de este tipo podrian ser (tiles como
analgésicos. La explicacion de esta estimulacion selectiva y los efectos
neurotdxicos en ceélulas nociceptivas no se conocen hasta ahora pero existen
evidencias de receptores especificos de membrana en la superficie de neuronas

nociceptivas aferentes directamente acopladas a canales iénicos los que tienen una
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alta permeabilidad al calcio. La entrada de calcio puede ser causante de algunos

de los efectos celulares producidas (5, 30).

1.2.5 Sistema Opioide.

Para el mejor conocimiento de la fisiologia del dolor y del mecanismo de los
analgésicos actuales es importante analizar el papel del sistema opioide. Este
incluye el conjunto de sustancias enddgenas que permiten una respuesta
analgésica a nivel central. Existen péptidos endégenos semejantes a la morfina que
se unen de manera especifica a diferentes tipos de receptores conocidos como

receptores opiaceos (33).

La existencia de receptores especificos fue postulada sobre la base de rigurosos
datos farmacol6gicos como: la estereoselectividad de los diversos farmacos
opiaceos, la extraordinaria potencia de algunos de ellos, la existencia de un
antagonismo especifico y la capacidad de fijarse a los tejidos de manera
estereoselectiva, saturable y competitivo. A estos sitios especificos de
reconocimiento se denominaron receptores opioides (5, 34). Ademas la hipotesis
del receptor opioide se vio corroborada por el descubrimiento de 2 ligandos
endoégenos capaces de actuar selectivamente con este: los pentapéptidos

metencefalina y leu-encefalina (33).

Los receptores opioides se encuentran localizados a todos lo largo del SNC y
periférico asi como en células de tejidos paracrinos y exocrinos y células implicadas
en procesos de inflamacién e inmunidad. De hecho, muchas de estas células, al
igual que muchas neuronas ubicadas en diversos puntos del neuroeje, sintetizan
péptidos opioides. En el Sistema Nervioso Periférico (SNP) estos receptores se
encuentran en sus fibras aferentes primarias y simpéticas, en los plexos
mioentérico submucoso del aparato digestivo, en la vejiga urinaria, conductos

eferentes, etc.(5).

Estos receptores pertenecen al grupo de receptores acoplados a una proteina G y
en su estructura se aprecian 7 dominios transmembranales conectados a 3 sitios

extracelulares y 3 intracelulares. El extremo C-terminal esta en la parte interna de
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la célula. Junto con los dominios extracelulares, las hélices transmembranales
permiten la union de varios ligandos opioides y ademas poseen 2 residuos de
cisternas en el primer y segundo sitio extracelular (el 1 y el 2) que posiblemente
formen un enlace. Existe un 60 % de homologia en la estructura para los 4
receptores opioides que contienen residuos muy conservados como: Asp-Arg-Tyr,
(DRY)-TM3 (35).

Figura 1.4 Estructura del receptor opioide.

Entre las hélices 3, 4, 5, 6 y 7 transmembranales de los receptores existe una
cavidad comun para la unién, dicha cavidad toma espacios extracelulares esta
aumenta la diferencia en los sitios extracelulares y junto con los residuos presentes
en la parte extracelular de los segmentos transmembranales, juega un rol en la
selectividad del ligando fundamentalmente péptidos, permitiendo discriminar entre
los tipos de receptores opioides. Los ligandos pueden unirse a través del espacio
disponible en la cavidad de union e interactuar con residuos de zonas conservadas
o variables los agonistas alcaloides (morfina y sus derivados) interactla
predominantemente con residuos o zonas conservadas dentro de la cavidad (Figura
1.4) (35). El analisis minucioso de las acciones de los neuropéptidos y los farmacos

opioides permiti6 establecer la existencia de 3 subtipos de receptores opioides
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fundamentales: mu (u, MOR), kappa (k, KOR) y delta (§, DOR). Luego se clono el
cuarto receptor al que se le denomino ORL (opioid-receptor-like) o N/OFQ, NOR
(34, 36).

La analgesia ocurre con la interaccion de los receptores y y K, mientras que la
disforia es asociada con la interaccion de los receptores 6. Los receptores p son
responsables de la mayoria de los efectos producidos por los analgésicos opioides
y de algunos efectos mayores no deseados como son: depresion respiratoria,
euforia, sedacion y dependencia. La mayoria de los analgésicos opioides son
agonistas del receptor y. Por su parte, los receptores kK se relacionan con la
analgesia a nivel espinal y pueden provocar sedacién y disforia; ellos producen
relativamente pocos efectos no deseados y no contribuyen a la dependencia.
Algunos analgésicos son relativamente k-selectivos (30).

Los receptores k producen analgesia a nivel raquideo y la dinorfina A es el ligando
enddgeno mas selectivo de este receptor. Mediante estudios de fijaciébn con
agonistas y antagonistas en animales de experimentacion se han propuesto varios
subtipos del receptor kK como son: Kappa 1, Kappa 2 y Kappa 3. El compuesto
U50488H es un agonista que marca de manera selectiva al subtipo de receptor
Kappa 1, en tanto que la nor-binaltorfimidina resulta ser un antagonista especifico
de este receptor. También se propuso mediante este estudio el subtipo de receptor
Kappa 2 del cual no se ha podido dilucidar sus propiedades farmacolégicas. Para
el subtipo de receptor Kappa 3 se ha establecido, con cierta claridad, sus
propiedades farmacoldgicas y a diferencia de los receptores Kappa 1 que produce
analgesia a nivel raquideo, los receptores Kappa 3 suprimen el dolor por medio de
mecanismos suprarraquideos. Los receptores Kappa 3 corresponden a los
receptores del agonista-antagonista nalorfina propuesto por varios investigadores.
Aunque los efectos farmacoldgicos de estos receptores se corrigen con relativa
facilidad mediante la administracion de diversos antagonistas de los opioides, no
se han identificado antagonistas selectivos del receptor kappa 3 (35).

Los receptores & presentan como ligandos enddgenos las encefalinas. Se han

identificado y propuesto 2 subtipos de receptores 8, con base en su sensibilidad
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diferencial para el bloqueo por diversos antagonistas selectivos: delta 1 y 2. El
compuesto sintético D-pen2-D-pen5-encefalina (DPDPE) es un agonista con mayor
afinidad por el subtipo de receptor delta 1 mientras que el nantrildiol es un
antagonista altamente selectivo de este receptor. Por otra parte la deltorfina es un
agonista que se fija preferentemente a los receptores delta 2 y el analogo

benzofurano del naltrindiol (NTB) es el antagonista selectivo de los mismos (5, 35).

La estimulacion de los receptores & produce analgesia y efectos de refuerzo
positivo (potenciacion) a nivel de los sitios suprarraquideos y antinocicepcién para

los estimulos térmicos a nivel de los sitios raquideos (5, 35).

En los tres tipos de receptores no se aprecian patrones comunes que permitan dar
una vision generalizada sobre cuéles son las areas del receptor mas afines con los
diversos ligandos, sugiriendo que cada tipo de receptor puede disponer de
mecanismos distintos. Es importante saber también que los sitios de fijacién del
agonista y antagonista pueden ser diferentes. Con la activacion de estos receptores
acoplados a una proteina G se producen modificaciones del estado de fosforilacién
de diversas proteinas, cambios en la conductancia i6nica y modificaciones en la
expresion de proteinas nucleares que provocaran a su vez cambios en la expresion
de genes. No obstante, cuando la presencia de un opioide se prolonga se genera
una modificacién sustancial en el trafico de sefiales intracelulares que culmina con
la modificacién de la actividad nuclear y de la expresion de genes, que pueden ser
los responsables de la aparicion de la tolerancia y la dependencia. Esta accion
nuclear depende inicialmente de la activacion de receptores asociados a proteinas
G1/GO e interviene de forma sustancial la subunidad B/y del receptor. La interaccion
con el receptor desencadena de las complejas vias de sefializacion relacionadas
preferentemente con MAPK y ERK con sucesivas fosforilaciones de dianas tanto
citoplasmaticas como nucleares. También puede intervenir la via de la PKA ya que
a diferencia de la activacion aguda del opioide, la accion crénica provoca u aumento

de la activacion de la adenililciclasa (5).
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1.2.6 Péptidos Endbgenos.

Se han identificado tres familias de péptidos enddgenos genéticamente

independientes con actividad analgésica: encefalinas, endorfinas y dinorfinas. Cada

familia deriva de una proteina precursora diferente. Incluyen unos 20 péptidos con

actividad opioide originados a partir de moléculas precursoras inactivas: prepro-

opio-melanocortina (POMC), prepro-encefalina y prepro-dinorfina (33, 37). En la

tabla 1.2 se muestran las estructuras de un grupo de péptidos endégenos.

Tabla 1.2 Nombre y Estructura de los péptidos enddgenos.

Péptidos naturales de anfibios

Dermorfinas

Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-NH;j

Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Lys

Deltorfinas

A: Tyr-D-Met-Phe-His-Leu-Met-Asp-NH,j

(deltorfina, dermencefalina)

B:Tyr-D-Ala-Phe-Glu-Val-Val-Gly-NH2

(deltorfina 1I)

Péptidos naturales de mamiferos

Met®-encefalina

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met

Leu®-encefalina

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu

B-endorfina Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Gly-Lys-Ser-GIn-
Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-Ala-
llelle-

Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Lys-Gly-Glu

Dinorfina A Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle-Arg-Pro-Lys-
Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-GIn

Dinorfina B Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-GIn-Phe-Lys-Val-

Val-Thr

a-neoendorfina

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-Pro-Lys

Nociceptina

Phe-Gly-Gly-Phe-Thr-Gly-Ala-Arg-Lys-Ser-Ala-

Arg-Lys-Leu-Ala-Asn-GIn
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Endomorfina 1 Tyr-Pro-Trp-Phe-NH2

Endomorfina 2 Tyr-Pro-Phe-Phe-NHj

Péptidos sintéticos

DAMGO [D-Ala® MePhe", Gly (ol)*encefalina

DPDPE [D-Pen” D-Pen”encefalina

DSBULET Tyr-D-Ser(OtBu)-Gly-Phe-Leu-Phr(OtBu)
CTOP D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-0 rn-Ther-Pen-Thr-NH2
Morficeptina Tyr-Pro-Phe-Pro-NH”

Las encefalinas son neurotransmisores inhibidores presindpticos que se
concentran en determinadas terminaciones nerviosas y se liberan bajo un impulso
despolarizante. En el SNC las encefalinas actian como inhibidores de la liberacién
de noradrenalina (NA) y de la sustancia P, a su vez neurotransmisores que acttan
como nexo en el impulso perceptivo del dolor. Los péptidos de encefalinas se
encuentran en cerebro, nucleo espinal trigeminal, periacueducto gris, amigdala,
hipocampo, locus ceruleus, corteza cerebral, nicleo caudado y globo palido,
médula oblongada, eminencia media, asi como en la médula adrenal y en los plexos

nerviosos y glandulas exocrinas del estbmago e intestino (33).

Estructuralmente las encefalinas son pentapéptidos dentro de los que se
encuentran leu-encefalina y met-encefalina. Por su parte las endorfinas y dinorfinas
contienen la misma secuencia amino terminal seguida por varias extensiones
carbono terminal que abarcan de 5 a 31 residuos. Estudios bioguimicos sugieren
que la B-endorfina presenta un precursor comun con respecto a la hormona del
estrés (ACTH) lo que implica un vinculo entre el sistema opioide y la analgesia
inducida por estrés. Este péptido se aisla de la hormona pituitaria y se localiza en

neuronas supraespinales y periféricas (33).

Todos los péptidos enddgenos muestran una afinidad por los diferentes tipos de
receptores opioides. Las encefalinas se unen al receptor p y & al igual que las

endorfinas se unen especificamente al y y Kk y el OFQ al N/OFQ (33).
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1.3 Evaluacion “in vivo” de la actividad analgésica”
1.3.1 Métodos “in vivo” para la determinacion de la actividad analgésica.

La actividad analgésica de una sustancia se puede determinar mediante pruebas
antinociceptivas que se cambios tipicos observables en la conducta del animal. No
se puede asegurar en estas pruebas que el animal tenga la sensacion dolorosa de
la misma manera que el ser humano. La mayor parte de los métodos de estudio se
fundamentan en la administracion previa del problema, pasando a determinar la
elevacion umbral de reaccion al dolor que dicha muestra posiblemente provoque al
aplicar al animal un estimulo nociceptivo de intensidad conocida y condiciones
determinadas. Dichos estimulos suelen ser de tipo mecanico, térmico, eléctrico y
quimico. Casi todos los test ponen de manifiesto la actividad de los analgésicos
narcoticos pero no la de los antiinflamatorios/antipiréticos administrados a dosis
normales. Los primeros bloquean intensamente sinapsis a nivel central, mientras

gue los no narcéticos actiuan con un componente periférico mayor (38).

En algunos laboratorios se utiliza la llamada triple prueba analgésica. Cada raton se
somete a tres pruebas, en las que se observa la reaccion al estimulo doloroso
térmico, mecanico, y eléctrico. Este dispositivo diferencia los analgésicos de otros
depresores del sistema nervioso central. La morfina y la peptidina son ligeramente
mas potentes frente al dolor de origen térmico que frente a los de origen mecanico
o eléctrico. El acido acetilsalicilico es activo frente a los tres tipos de estimulos

dolorosos, pero solamente a dosis que se aproximan al nivel letal (39).

1.3.1.1 Analgesia quimica.

Estimulacion quimica: La estimulacién quimica involucra la administracion de
agentes alogénicos, y representa un proceso lento o incluso muy lento. Los
estimulos quimicos son claramente diferentes de otras formas de estimulacién. Son

de mayor duracién y tienen un carécter ineludible una vez que se han aplicado(40).

Utilizando sustancias quimicas que pueden provocar dolor se desarrolla el test de

contorsiones reportado inicialmente por Koster R y colaboradores en 1959 (41) que
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luego ha sido modificado, empleando como agente algésico 10 mL/kg de acido
acético del 0,3-7%, benzoquinona 0,2 mg/mL y peroxido de benzoilo al 10% por via
intraperitoneal (i.p.). El farmaco patron es el acido acetilsalicilico generalmente a
una dosis de 100 mg/Kg (i.p.). Inmediatamente después de la administracion del
agente algeésico, cada animal se aisla en una caja individual para observar el
namero de retorcimientos y estiramientos que realiza el animal durante 15-20
minutos. Se describe como contorsion, a la contraccion de los musculos
abdominales, acompafiados por una elongacién del cuerpo y extension de las patas

traseras.

1.3.1.2 Analgesia eléctrica.

La estimulacién eléctrica tiene la ventaja de ser cuantificable, reproducible y no
invasivo. Sin embargo tiene serias desventajas, los estimulos eléctricos no son un
tipo de estimulo natural como los encontrados por el animal en su entorno normal.
Mas importante aun, los estimulos eléctricos intensos excitan de una manera no
diferencial todas las fibras periféricas incluidas las fibras de grandes de diametro
gue no estan directamente implicadas en la nocicepcion, asi como las fibras alfa y
C las cuales estan mediadas por sensaciones de frio y calor, asi como la informacién

nociceptiva (42). Estos incluyen:

v Estimulacion eléctrica de la cola: Las intensidades de los estimulos
eléctricos pueden aumentar de forma gradual y se pueden liberar en forma
secuencial (que dura desde ciento hasta milisegundos) a través de electrodos
subcutaneos de la rata o el ratén. Cuando la intensidad de los estimulos eléctricos
que se aplican aumentan gradualmente se puede observar sucesivamente un
movimiento reflejo de la cola, la vocalizacion en el momento de la estimulacion, y
luego continuar la vocalizacion mas alld del periodo de estimulacion. Estas
respuestas estan organizadas en una jerarquia que depende de los distintos niveles
de integracion de la sefal nociceptiva en el sistema nervioso central, la médula
espinal, el tronco cerebral, el talamo y el rinencéfalo. La sensibilidad a la morfina en

los umbrales de estas respuestas aumenta con los mismos niveles.
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4 La estimulacion eléctrica de la pata (y cola): En estas pruebas, los
estimulos eléctricos de intensidades cada vez mayores se realizan en forma
secuencial en el piso de una jaula en la que el animal puede moverse libremente.
Las mediciones se hacen en los umbrales para varios comportamientos: la
crispacion, contraccion, tratar de escapar saltando. Un método en el cual se aplican
incrementos continuos de corriente, permite determinar el tiempo de reaccion para
una amplitud dada a partir de la obtencion de un chirrido en el animal. Al igual que
en la prueba de plato caliente, la estimulacion concomitante de las cuatros patas y
la cola del animal es sin duda la fuente de los controles inhibitorios difusos que
pueden modificar la respuesta que se esta supervisando. Esta prueba cay6 en
desuso (43).

v Secuencias muy cortas de los estimulos eléctricos: La estimulacién de la
cola. Este ensayo difiere de los descritos anteriormente en que: 1) los estimulos
eléctricos aplicados a la cola son individuales y de corta duracion (10 0 20 min) y 2)
las conductas observadas son diferentes aunque relacionadas. Cuando aumenta la
intensidad de la estimulacion se observan las siguientes respuestas: espasmos,
comportamiento de escape, vocalizacion. Una vez mas estas respuestas que estan
organizadas dependen de diferentes niveles de integracion de la sefial nociceptiva
en el centro del sistema nervioso central. La sensibilidad de esta prueba a la morfina
aumenta con el nivel de integracion de la sefal nociceptiva. Este método ha sido
adaptado a ratones y parece una adecuada prediccion de analgésicos, incluidos los

opiaceos agonistas parciales (43).

v Estimulacion de la pulpa dental: Como ya se sabe anteriormente una
debilidad importante de la utilizacion de la estimulacién eléctrica para el estudio de
dolor es la forma no selectiva en que se excitan los diferentes tipos de fibras
nerviosas aferentes primarias. No obstante los modelos que usan estimulacién en
la pulpa dental difieren de los analgésicos opioides. Son mas selectivos que el test
de contorsion abdominal y no puede revelar la actividad de los analgésicos no
opioides que no pueden ser revelados por el test de plato caliente. Sin embargo
estos modelos no son efectivos a la actividad de los AINES ya que solo muestran

actividad a altas dosis. Ellos son poco usados (43).
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1.3.1.3 Analgesia térmica.

Estimulacion térmica: El calor estimula mas selectivamente los receptores cutaneos.
En consecuencia, categorias especificas de los axones periféricos, tales como
fibras termosensibles y nociceptivas, pueden ser excitados. Sin embargo, el débil
poder calérico de los estimuladores que se utilizan generalmente (lamparas
radiantes) siempre ha sido una limitacién de este método. De hecho, la velocidad
de calentamiento cutaneo inducido de esta manera es lento (10 °C/s) lo que resulta
una asincrona activacion de las neuronas periféricas y centrales. Por lo tanto no
permite un adecuado estudio de los nervios, fendmeno clasicamente visto en otros
sistemas sensoriales (73). El objetivo de las técnicas a realizar es comprobar el

efecto analgésico de las muestras frente a diferentes formas de calor.
v Método del foco calorifico.

Este método fue uno de los primeros en implementarse y el estimulo algésico es el
foco calorifico. A la media hora de administracion del farmaco, se dirige un foco
calorifico a la cola de la rata, observandose el tiempo de resistencia al calor,
considerando que este no ha terminado cuando la rata esta inquieta y mueve la cola
(39).

v Tail-flick o latigazo en la cola.

En este caso se desarrolla un dispositivo especial que permite aplicar sobre la cola
del animal, que se encuentra dentro de este para mantenerlo constrefiido y en
reposo, un estimulo de calor radiante regulable, que proviene de una fuente de
poder infrarroja. En el momento de iniciar la aplicacion del calor se activa un
crondmetro digital sensible al movimiento, que permite determinar el tiempo que
demora el ratdén en retirar la cola de la zona y es la medida que se usara para evaluar

el efecto analgésico (44).
v Método de la placa caliente.

Este test es muy empleado para evaluar la analgesia a nivel central. Los resultados
que se obtienen con este método son fiables y reproducibles, siendo igualmente

valido para rata como para raton. La desventaja es que no da resultados positivos
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con analgésicos no narcoticos deébiles, del tipo salicilato. De modo general se utiliza
un aparato que consiste en una placa conectada a una resistencia termostatada de
modo que se consiga la temperatura deseada (55 + 1 °C).Para evitar que el animal
huya, esta provisto de un cilindro de plastico transparente que permite observar una
reaccion de incomodidad del animal (lamerse las patas posteriores e incluso saltar).
Cada individuo puede considerarse como su propio control y después de administrar
los productos se evalla el tiempo de la reaccién y este valor viene determinado por
los segundos que tarda en reaccionar el ratén después del tratamiento. Cuando se
pueda sospechar de un efecto analgésico central se trabajard en el test con

naloxona, un conocido antagonista opioide, que se administra previamente (45).
v Inmersién de la cola.

Este test se desarrolla en ratas. Al cabo de 30, 60, 90 y 120 min de la administracion
de cada tratamiento, se sumerge 1/3 de la cola del animal en agua a temperatura
de 50- 60 °C. El animal es sujetado de forma que puede mover libremente la cola.
Cuando el animal experimenta dolor, como consecuencia de la elevada temperatura
del agua, desarrolla una respuesta de retirada de la cola. Se cuantific el tiempo de
reaccion o tiempo que el animal tard6 en retirar la cola, expresado en centésimas

de segundo. Se emplea Indometacina 10 mg/kg como control (46).

1.3.1.4 Analgesia mecanica.

Estimulacion mecanica: La aplicacion de los estimulos mecéanicos nocivos pueden
ser progresivos 0 gruesos. Las respuestas producidas por estimulos nocivos
mecanicos son clasificados en relacién con la intensidad y / o la duraciéon del
estimulo, de los reflejos a través de vocalizaciones, en Ultima instancia a las
conductas motoras complejas, pero tiene la desventaja de la activacion de los
mecanoreceptores bajo umbral, asi como nociceptores. En consecuencia, el
estimulo no es especifico. También hay dificultades técnicas en la aplicacion de los
estimulos mecanicos, sobre todo cuando los animales se mueven libremente. Por
otra parte, cuando los estimulos mecanicos son realmente nociceptivos es probable

que se produzcan cambios en los tejidos (sensibilizacion o lesiones reales). Por
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altimo en pequefios animales como roedores las partes del cuerpo que se estimulan
son pequefias lo que puede producir problemas para el cientifico en separar la

causa (estimulo) y efecto (reaccién) (47).
v Test de Randall y Selitto.

En este test, una pieza conica acabada en punta roma ejerce una presion que se
va incrementando de forma lineal sobre la region central de la pata posterior derecha
del animal. El incremento de la presién se produce al incrementar el desplazamiento
de un peso a través de una barra escalada en centimetros sobre la que realice un
efecto de palanca que se transmite a la extremidad del animal. El animal es sujetado
durante todo el test de forma que puede mover liboremente la pata. Cuando el animal
experimenta dolor, como consecuencia del incremento de la presion, desarrolla una

respuesta de retirada de la pata.

Dicho test ha sido modificado usando como agente algésico una solucién de
carragenina al 1%. Los farmacos que acttan a nivel central producen una elevacion
del umbral doloroso en ambas patas, mientras que los que actian a nivel periférico
no modifican el umbral doloroso en la pata normal y si en la inflamada, como ocurre
con los analgésicos-antiinflamatorios. Transcurrido una hora de la administracion
de los productos se mide la resistencia a la presion en cada una de las patas
posteriores de la rata .Con los valores medios, se calcula el porcentaje de analgesia
de la misma manera que en la prueba del foco calorifico, a partir de las unidades

de presion que resisten los animales (38).
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS
2.1 Tipo de estudio.

La presente investigacion se realizo en el Departamento de Farmacia de la facultad
de Quimica y Farmacia, durante la etapa comprendida desde enero 2016 hasta

mayo de 2016. La realizacion del estudio se llevo a cabo en tres etapas:

1. Obtencién del material vegetal.

2. Obtencion del extracto hidroalcohdlico y evaluacion fitoquimica.
3. Evaluacién farmacolégica de la actividad analgésica.
4

Evaluacion de la toxicidad dérmica aguda.
2.2. Procedimiento y Diseiio Experimental.
2.2.1. Etapa 1: Obtencion del material vegetal.

2.2.1.1. Equipos, Materiales y Reactivos empleados.

Balanza analitica digital (Sartorius, BS—124S, Alemania)

Balanza técnica digital (Sartorius, TE 12000 Alemania)
Estufa (Binder, USA)

Horno Mufla (B-170, Alemania)

Rotoevaporador (BUCHI R-200, Alemania)
Espectrofotometro UV-VIS (TEG-10UV, USA)

Plancha de calentamiento (IKA, C-MAG HP7, Alemania)
Micromolino de cuchillas (IKA-MF 10B, Alemania)
Densitdmetro (DA-130N, Kyoto, Japén)

Refractometro digital (ABBE, WYA-S, URRS)

Equipos

Voértex mecanico (GILSON, Alemania)
Micropipetas de 50, 100, 500, 1000 uL (EPENDORF, Alemania)

Manta de calentamiento (JP Selecta, FIBRAMAN-C, Espafia)

Equipo de reflujo (Grant Sub-14, Inglaterra)
Etanol (UNI-CHEM) 90%

Solucién amoniacal (UNI-CHEM)

Hidroxido de sodio (UNI-CHEM)

Materiales y

reactivos
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Acido clorhidrico concentrado (UNI-CHEM)
Reactivo de Baljet Ay B (UNI-CHEM)

Reactivo de Felhing Ay B (UNI-CHEM).

Acido gélico (SIGMA- ALDRICH)
Reactivo Folin—Ciocalteus (SIGMA-ALDRICH)
Quercetina (ACROS-ORGANICS)

Cinta de magnesio metélica (Analar)
Tricloruro de aluminio (MERCK)

Tricloruro férrico (Analar)

Cloroformo (MERK)

Alcohol amilico (MERK)

Reactivo de Dragendorff (UNI-CHEM)

Solucién de Ninhidrina al 2%

Reactivo de Kedde

Agua (Destilada)

Utensilios y cristaleria de Laboratorio

2.2.1.2. Recoleccién, secado y molinado del material vegetal.

Las hojas de Jatropha gossypifolia L. fueron recolectadas en horas de la mafiana
en areas rurales de los municipios de Fomento y Sancti Spiritus, entre los meses de
enero y febrero del 2016. El material recolectado fue trasladado en bolsas de nylon
al Laboratorio de Quimica Farmacéutica de la UCLV, donde se lavaron con
abundante agua potable. Previo al procesamiento del material, se realizd la
comprobacion botanica de la especie por el MSc. Idelfonso Castafieda Noa,
Profesor Auxiliar del Centro de Estudios del Jardin Botanico de la Universidad
Central “Marta Abreu” de Las Villas. Ejemplares de la planta se compararon con
muestras identificadas en el herbario (UCLV) localizado en la citada institucién, bajo

el nimero 1305.

El secado se realiz6 mediante calor artificial utilizando estufa a 30°C, extendiendo

las hojas en capas delgadas sobre bandejas metélicas y removiendo varias veces
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para evitar contaminaciones microbiolégicas, hasta peso constante. Después de

secado, el material se triturd en un molino utilizando un tamiz de Imm.

2.2.1.3 Prueba de Control de la Calidad de la droga cruda.

2.2.2. Determinacion de indices numéricos de la droga seca en forma de

solidos pulverulentos.

Una vez estandarizado el secado se procedio a la determinacion de los indices
numeéricos de la muestra del lote correspondiente al secado en la estufa a 30 °C y
molinada, segun se establece en la Norma Ramal de Salud Publica # 309 (NRSP #
309) (48).

2.2.2.1. Contenido de humedad residual.

La determinacion se realizo por el método gravimétrico segun se especifica en la
Norma Ramal de Salud Publica # 309 (48).

Procedimiento: De la muestra de ensayo con el grado de trituracion que determina
la norma especifica, se pesaron 2,0 g con un error maximo de 0,5 mg y se trasfirié
a una placa petri previamente tarada y se desec6 a 105 °C durante tres horas. La
placa petri se pas6 a una desecadora donde se dejé enfriar hasta temperatura
ambiente y se pes0, colocandose nuevamente en la estufa durante una hora,

repitiendo esta operacion hasta obtener un peso constante.

Expresion de los resultados: El contenido de humedad (Hg) de la muestra de ensayo

expresada en porciento se calculé mediante la formula siguiente:

M2 — M1
Hg = ——* 100

Donde:
Hg: Contenido de humedad (%)

M2: Masa de la placa petri con la muestra de ensayo (Q)

30



MATERIALES Y METODOS

M1: Masa de la placa petri con la muestra de ensayo desecada (g)

100: Factor matematico para los célculos

2.2.2.2. Determinacion de cenizas totales.

Procedimiento: En un crisol de porcelana, previamente tarado, se peso 1 g de la

muestra pulverizada y tamizada.

Se calentd la muestra de ensayo aumentando la temperatura hasta carbonizar y
posteriormente se incinerd en un horno mufla a una temperatura de 750 °C, durante
dos horas. Se enfrio el crisol en una desecadora y se peso. Se repitid el proceso a
partir de la incinerizaciéon, hasta obtener masa constante y no diferir en mas de 0,5
mg/g entre dos pesadas consecutivas. Para obtener masa constante el tiempo de
calentamiento y pesada se hizo a intervalos de 30 minutos (48).

M2 — M _ C1%100

C1=—M1_M*100 Ct_—lOO—H

Donde:

C1: Cenizas totales en base hidratada

Ct: Cenizas totales

M: masa del crisol vacio (g)

M1: masa del crisol con la muestra de ensayo (g)
M2: masa del crisol con la ceniza (g)

H: porciento de humedad
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2.2.3. Obtencion y caracterizacion fisico-quimica del extracto hidroalcohdlico

de Jatropha gossypifolia L.
2.2.3.1 Obtencién del extracto.

Una vez que el material vegetal esta seco y molinado se procedi6 a la obtencién del
extracto, reflujando 50 g con una solucion hidroalcohdlica [1:10] por 2 h,
posteriormente se filtra y se rotoevapora hasta eliminar el solvente. El diagrama de

flujo se refleja en la (Figura 2.1).

Este procedimiento se realiz6 para la muestra de ensayo solo con las hojas de la

planta.

50 g de Droga

U

Humectar la droga

d

Extraccion por reflujo 2 h
(100 mL de solvente).

Rotoevaporacion

Obtencion del
extracto

Figura 2.1: Metodologia de extraccion.

2.2.3.2. Caracteristicas organolépticas.

Determinacion del olor.

Se tomo una tira de papel secante de aproximadamente 1 cm de ancho por 10 cm
de longitud y se introdujo un extremo en la muestra de ensayo. Se oli6 y se
determind si correspondia con la caracteristica del producto natural (48).
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Determinacién del color.

Se tom6 un tubo para ensayos bien limpio y seco, se llen6 hasta las tres cuartas
partes con la muestra de ensayo y se observo el color, la transparencia, la presencia
de particulas y la separacién en capas (48).

Determinacion del pH.

Se ajustd el equipo con la solucion reguladora de pH adecuada. Se introdujo
directamente los electrodos del pH-metro en la muestra y se realiz6 la lectura (48).

Determinacion del indice de refraccion.

Se coloco sobre el prisma de medicion del refractdmetro una gota de agua destilada,
utilizando para ello una varilla de vidrio sin cantos agudos, se ajusté el instrumento
seleccionando la zona del espectro visible que aparece en la linea limite del campo
visual, moviendo el compensador cromatico y colocando la interseccion del reticulo
sobre la linea limite de los campos claro y oscuro. Se realizaron tres lecturas y se

calcul6 el promedio de las mismas (48).

Determinacion de la densidad relativa.

Se determind la densidad relativa a las cuatro muestras de ensayo con un
densitometro digital (48).

Determinacién de sélidos totales.

Procedimiento: De la muestra de ensayo previamente homogeneizada se
transfirieron 5 mL a una capsula de porcelana limpia, seca y previamente tarada; la
capsula se coloc6 en bafio de agua y se evaporé hasta que el residuo estuvo
aparentemente seco; posteriormente se pasO a una estufa a una temperatura de
105 + 2 °C durante tres horas. Se retir6 la capsula de la estufa, se colocé en una
desecadora hasta alcanzar temperatura ambiente y se peso. Se repitié el proceso

anterior las veces necesarias, hasta obtener masa constante (48).

Expresion de los resultados: Los solidos totales (St) se calcularon mediante la

férmula siguiente.

S1= M2—-M1 S2= M2—-M1 Sz = M2—Ms3
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S1+52 + 53
St=ET

Donde:

S1, S2, S3: Sdlidos totales (g)

M2: Masa del crisol con el solido (g)
M1: Masa del crisol vacio (g)

St: Valor medio de soélidos totales (g)

2.2.4. Evaluacion fitoquimica de los extractos.
2.2.4.1. Tamizaje fitoquimico.

Para evaluar cualitativamente la posible composicién quimica de los extractos de
Jatropha gossypifolia L. en cuanto a metabolitos secundarios, se llevé a cabo el
tamizaje fitoquimico siguiendo las técnicas descritas por Miranda y Cuellar, 2012

(49) . Los diferentes ensayos desarrollados se refieren en el Anexo 1.

2.2.4.2.1. Determinacion del contenido de fenoles totales.

El contenido de fenoles totales se estimd segun la metodologia descrita en la
literatura mediante la utilizacion del reactivo de Folin-Ciocalteu (FC), con algunas
modificaciones. La mezcla reactiva contenia 0,5 mL acido galico, 0,3 mL de EtOH,
0,1 mL del reactivo FC y 1,1 mL H20 incubandose durante 5 min a temperatura
ambiente. Posteriormente se le adicionaron 0,4 mL H20 y 1 mL Na2COs (7 %) e
incubd nuevamente durante 30 min. La absorbancia se leyé a 765 nm contra un
blanco de solucion hidroalcohdlica. Se utilizd acido galico como referencia
construyéndose una curva patron en el intervalo 1-10 pg/mL. El acido gélico se
prepard en agua bidestilada. El extracto se preparé a 500 pug/mL en agua bidestilada
del cual se tomé un alicuota de 0,5 mL para el ensayo. Los resultados se expresaron

como g de acido gélico equivalente por mg de extracto seco (WAGE/mQES) (50).
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2.2.4.2.2. Determinacion del contenido de flavonoides totales.

El contenido de flavonoides totales se estimd segun la metodologia descrita en la
literatura. A 1 mL de extracto se le adicion6 0,5 mL de AlICIz (2 %) y 0,5 mL de H20.
La mezcla reactiva se agitdé e incubd 10 min, leyéndose la absorbancia a 420 nm
contra un blanco de AICIs en mezcla hidroalcohdlica. El extracto de Jatropha

gossypifolia se prepar6 a 500 pg/mL. La quercetina se preparé en etanol (50).

2.3 Evaluacion farmacoldgica de la actividad analgésica.

2.3.1 Procedimiento y disefio experimental para la evaluacion in vivo de la

actividad analgésica del extracto hidroalcohdlico de Jatropha gossypifolia L.
2.3.1.1 Método de la placa caliente (Woolfe y Mac Donald) (45)
Materiales.

Agua para solubilizar los compuestos evaluados

Compuesto analgésico de referencia (morfina 7,5 mg/kg, i.p.)

Jeringuillas de 1 mL

Placa Caliente (Hot-plate) Marca UGO BASILE a 55 £ 10 °C

Cronémetro

Modelo Biol6gico.

Se emplearon ratones albinos suizos OF-1 de ambos sexos con peso promedio
entre 20-30 g proveniente del Centro Nacional para la Produccion de Animales de

Laboratorios con su correspondiente Certificado de Calidad (Anexo 2).
Condiciones Experimentales.

Los animales fueron proporcionados por el centro nacional de produccion de
animales de laboratorio (CENPALAB). Los animales fueron mantenidos durante 7
dias en adaptacion a las condiciones experimentales con una temperatura
ambiente, humedad relativa de 60 £ 5 % y ciclos de luz/oscuridad de 12 horas/12

horas. Recibieron alimentacion controlada (Alimento concentrado EMO 1002 en
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forma de pellet con su correspondiente Certificado de Calidad emitido por el
CENPALAB (ver anexo 3), y agua potable apta para consumo ab libitum. Se alojaron
en jaulas de polietileno con rejilla metélica a razon de 6 animales por jaula. Fueron
privados de alimentacién 18 horas antes de iniciar el experimento y de agua potable
1 hora antes (51, 52).

Grupos control:

Morfina a 7,5 mg/kg, (i.p.)
Vehiculo: Agua destilada a 10 mL/kg (p.o0.)

Grupos experimentales:

Extracto de Jatropha gossypifolia L. 100 mg/kg
Extracto de Jatropha gossypifolia L. 200 mg/kg

Proceder experimental.

El farmaco de referencia, los extractos a evaluar y el vehiculo se administran por
via intraperitoneal y oral respectivamente. El aparato consiste en una placa
conectada a una resistencia termorregulada de modo que se consigue la
temperatura deseada (55 + 1 °C). Para evitar que el animal huya, esta provisto de
un cilindro de plastico transparente que permite observar una reaccion de

incomodidad del animal (lamerse las patas posteriores e incluso saltar).

Antes del tratamiento se realizaron dos mediciones espaciadas una de la otra en 10
min y se calculdé la media, considerando este valor como tiempo de reaccién
(segundos) antes del tratamiento, constituyendo asi el tiempo antes (T antes).
Luego de administrar el compuesto a evaluar se efectuaron varias mediciones,
espaciadas de 30 min, hasta los 120 min, constituyendo estos valores (segundos)
el tiempo después (T después), denominado el mismo como tiempo que tarda el

animal en reaccionar al dolor.

Para cada grupo se calculé la media de los tiempos de reaccion expresando los

porcentajes de analgesia aplicando la siguiente expresion:
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) T después — T antes
% Analgesia = T antos * 100

2.3.1.2 Test de Contorsiones (Koster et al) (41).
Materiales.

Solucion hidroalcohdlica

Acido Acético 3 %

Jeringuillas de 1 mL

Acido acetil salicilico (ASA)

Cajas claras individuales para contener los animales

Cronémetro

Grupos control:

ASA 100 mg/kg
Vehiculo: Agua destilada

Grupos experimentales:

Extracto de Jatropha gossypifolia L. 100 mg/kg
Extracto de Jatropha gossypifolia L. 200 mg/kg
Extracto de Jatropha gossypifolia L. 300 mg/kg

Modelo Biol6gico.

Se emplearon ratones albinos suizos OF-1 de ambos sexos con peso promedio
entre 20-30 g proveniente del Centro Nacional para la Produccion de Animales de

Laboratorios con su correspondiente Certificado de Calidad (Anexo 2).

Proceder experimental.

Los compuestos a evaluar, el farmaco de referencia y el vehiculo se administran por

via oral (p.o.). Luego de una hora de administrados los compuestos evaluados se
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administra 0,25 mL de solucion de acido acético al 3 % a través de inyeccion

intraperitoneal. El farmaco patron es acido acetil salicilico a dosis de 100 mg/kg.

Inmediatamente después de la administracion del agente algésico cada animal se
aisla en una caja individual para observar el numero de retorcimientos y
estiramientos que realiza el animal por 20 min. Se obtiene la media aritmética para
cada lote con su correspondiente error y se determina el % de inhibicion (41).

No. contorsiones del grupo tratado

% inhibicion = 100 — - * 100
No. contorsiones del grupo control

Eutanasia.

Una vez finalizado el estudio los animales fueron sacrificados, anestesiados en
atmosfera de éter dietilico y posterior dislocacion cervical, cumpliendo con los

procedimientos internacionales bioéticos establecidos para ello.
Consideraciones éticas.

Todos los investigadores respetaron los principios éticos que rigen la
experimentacion animal, garantizando el bienestar y la proteccion de los mismos,
tanto por la sensibilidad humana ante el sufrimiento animal, como por garantizar la
validez de los resultados obtenidos, cumpliéndose con las Normas de Bioética y

Bioseguridad establecidas.

2.3.1.2.1 Analisis estadistico.

Primero que todo se realizdé un analisis descriptivo de los datos para conocer su
naturaleza y sus principales tendencias. Para ello se calcularon las principales
medidas de tendencia central y de dispersion de los grupos de dosis en los
diferentes momentos analizados, es decir, al inicio, 30, 60, 90 y 120 minutos. Luego
se compararon los porcientos de analgesia entre los grupos de dosis, en los
diferentes momentos analizados. Para ello se utilizaron el test no paramétrico de
Kruskal Wallis para el analisis de varianzas de los diferentes grupos y luego el test

de Mann Whitney para localizar las diferencias entre las parejas de grupos. Mas
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adelante se pasa al estudio de la evolucidn en el tiempo de los diferentes grupos,
para ello se graficaron los perfiles de la evolucion del porciento de analgesia de
cada animal destacandose la media por grupo de dosis. Luego se utiliza el test no
paramétrico de Friedman para analizar si las evoluciones del porciento de analgesia
en los diferentes grupos de dosis fueron significativas en el tiempo. Después se
realiza la comparacion en cada grupo de las medias en los diferentes momentos del

tiempo, para ello se utilizo el test no paramétrico de Wilcoxon.

2.3.2 Evaluacién de la toxicidad dérmica aguda.
Materiales.

Tijeras estériles

Torundas de gasa

Vendaje estéril

Esparadrapo

Cajas de polietileno

Grupos experimentales:

Extracto de Jatropha gossypifolia L. 100 mg/mL
Extracto de Jatropha gossypifolia L. 250 mg/mL
Extracto de Jatropha gossypifolia L. 500 mg/mL

Grupos control:

Vehiculo: Agua destilada

Modelo Biol6gico.

Se emplearon ratas albinas de ambos sexos de la linea Sprague Dawley con peso
promedio entre 150-230 g proveniente del Centro Nacional para la Produccion de
Animales de Laboratorios (CENPALAB) con su correspondiente Certificado de
Calidad (Anexo 4), saludables, machos y hembras nuliparas no gravidas. Los

animales se mantuvieron en cuarentena 5 dias previos al comienzo del experimento

39



CAPITULO II

inspeccionandose diariamente su estado general. Se distribuyeron en grupos de
cinco por jaula, bajo condiciones ambientales estandarizadas, alimentados y con
suficiente agua potable. Los protocolos experimentales se realizaron en conciliacion
con las normativas establecidas por la norma N° 402. de la OECD (OECD Guideline
For Testing Of Chemical /Acute Dermal Toxicity) (53).

Proceder experimental.

El extracto hidroalcohodlico fue rotoevaporado y resuspendido en agua destilada
hasta alcanzar las concentraciones evaluadas. Antes del ensayo se esquila o se
rasura el pelo de la region dorsal del tronco de los animales, evitando cualquier
lesion de la piel que pueda modificar su permeabilidad. La superficie que hay que
preparar para la aplicacion de la sustancia no debe ser inferior al 10 % de la

superficie corporal (53).

Se aplico via topica 4, 1,6 y 0,8 mL respectivamente de acuerdo a las
concentraciones ya mencionadas (500, 250 y 100 mg/kg), ademas de un grupo
control que solo recibi6 el vehiculo. El &rea de prueba fue de aproximadamente 5
cm?. Después de la aplicacion se colocaron gasas sobre las areas de prueba y
fueron aseguradas sobre el dorso del animal mediante unas vendas. Enseguida, los
animales fueron colocados en jaulas que limitan su movimiento. Las gasas fueron
removidas 24 horas después de su aplicaciéon y finalmente los animales fueron
colocados en jaulas individuales (54). Cada animal presenté una ficha para la

recogida de datos.

Las reacciones de la piel se midieron durante 14 dias, siendo mas frecuentes en las
primeras 24 horas. La evaluacién se realizd colocando los animales bajo una fuente
de luz blanca fluorescente, a una distancia de 90 cm y sobre un fondo oscuro. Las
observaciones se registraron sistematicamente a medida que se efectuaron, en una
ficha individual para cada animal. Las observaciones incluyeron las modificaciones
del pelo, la piel tratada, los ojos y las mucosas, el aparato respiratorio, el sistema
circulatorio, el sistema nervioso autbnomo y central, la actividad somato-motriz y el

comportamiento. Deben observarse con especial atencién los temblores, las
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convulsiones, la salivacion, las diarreas, el letargo, el suefio y el coma. El momento

de la muerte debe anotarse con la mayor precision posible (55).

Finalmente se realiz6 la autopsia a los animales que mueran durante el experimento
y, al final del mismo, a los que hayan sobrevivido. Deben registrarse todas las
modificaciones patolégicas macroscopicas. Si es necesario se extraeran tejidos

para un examen histopatoldgico posterior (56, 57).

2.3.2.1 Analisis estadistico.

Los datos obtenidos en cada ensayo fueron registrados, con los cuales se
confecciona una base de datos para la técnica empleada. Se utiliz6 el paquete
estadistico SPSS, version 21.0 para Windows. La comparacion entre los grupos se
realiz6 mediante técnicas no paramétricas, utilizando el test Friedman, con un

intervalo de confianza del 95 % y un nivel de significacion menor de 0,05.
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Obtencién del material vegetal y andlisis fitoquimico preliminar.

La recoleccién se realizé en horas tempranas de la mafiana, y de forma manual,
como se recomienda para plantas. Se procurd tomar las hojas, y dejar ramas
suficientes que garantizaran el normal desarrollo de la planta y un uso sostenible de

este recurso.

El material vegetal se colectd en buen estado vegetativo y exento de materias
extrafias, identificandose a través de herramientas taxonomicas por el MSc.
Idelfonso Castafieda Noa, Profesor Auxiliar del Centro de Estudios del Jardin
Botanico de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas, como Jatropha
gossypifolia L. (JG) Se compard con la muestra correspondiente a la serie UCLV
1305 del Herbario ULV del citado Centro de Estudios, correspondiendo en su
totalidad con las caracteristicas botanicas para la especie citada.

Las hojas recolectadas fueron lavadas cuidadosamente con abundante agua

potable garantizando la limpieza del material vegetal.

3.1.2 Secado y molinado.

El material vegetal, luego de secado y molinado, conservd las caracteristicas
organolépticas propias de las hojas de la Jatropha gossypifolia L. (color verde
intenso, olor caracteristico a la planta). Posteriormente se almacené en bolsas de
polietileno en una desecadora protegida de la luz y la humedad, hasta el momento

de su utilizacion.

Las caracteristicas organolépticas del polvo se muestran en la Figura 3.1,
observandose que el polvo secado presentd un color distintivo (verde oscuro) y un

olor caracteristico.
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Figura 3.1: Droga seca y molinada.

3.1.3 Determinacion de indices numéricos.

Una vez secado el material vegetal se procedi6é a la determinacién de los indices
numeéricos de la planta secada segun las Normas Ramales 309 (48). En la tabla 3.1

se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 3.1: Resultados de los indices numéricos

. i Valor (%)
Indices numéricos _
(media = DS, n=3)
Humedad 6,53+0,16
Cenizas totales 11,39 + 0,15

Para esta planta se observa que el valor de humedad residual es de un 6,53 %, lo
cual se acepta pues esta dentro de los limites establecidos por La Real Farmacopea
Espafiola, (2010) y Normas Ramales de Salud Publica (1992) de drogas vegetales,
no excediendo el 10 %, garantizando de este modo una calidad adecuada del

material posterior al secado.

Los limites de agua establecidos en las farmacopeas varian significativamente unos
de otros, oscilando frecuentemente entre 8 y 14 % segun la farmacopea que se
utilice como referencia, correspondiéndose los valores mas altos a las drogas

compuestas por cortezas, tallos y raices (49).

Se determind el contenido de cenizas totales, utilizando para ello la droga seca y

molinada, obteniéndose un valor de 11,39 % (tabla 3.2) el cual no se encuentra
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dentro de los limites que establecen las Normas Ramales de Salud Publica, (1992)

los cuales plantean deben ser menores de un 5 % (48, 49).

El contenido de cenizas totales indica, en cierta medida, el cuidado que se ha tenido
en la preparacion de la droga. Por lo general, las cenizas totales se componen de
carbonatos, fosfatos, sulfatos, silicatos y silice (58). Estas permiten determinar la
cantidad de material remanente después de la ignicidon: "cenizas fisiol6gicas",
derivados de los tejidos de la planta y "cenizas no fisioldgicas", que son el residuo
después de la ignicién de la materia extrafia (polvo, arena, tierra, etc.) adherida a la
superficie de la droga. En el caso del estudio se tuvo especial cuidado en la
seleccién y tratamiento del material vegetal, lavando con agua potable y eliminando
toda la materia extrafa, por lo que se considerd que este valor debi6 corresponderse
con las cenizas fisiolégicas de la especie. Existen referentes en la literatura (59) de
este parametro para la especie vegetal en estudio que son similares (15,8 %). Otras
especies de la familia como: Alcaiypha fimbriata, Euphorbia hirta y Jatropha curcas
L. muestran valores similares (tabla 3.2). No obstante, se considera que deben
calcularse las cenizas insolubles en acido clorhidrico para establecer si las mismas
estan vinculadas al contenido de material inorganico extrafio y por lo tanto conocer

si estan presentes metales pesados (49).

Tabla 3.2 Valor de cenizas para plantas de la familia Euphorbiaceae.

Planta Cenizas totales (%)
Alcaiypha fimbriata (60) 11,50 £ 0,32
Euphorbia hirta (60) 18,66 + 0,17
Jatropha curcas L. (61) 7,40 £ 3,7
Jatropha gossypifolia L. (59) 15,8 + 0,57

3.1.4 Obtencidn y caracterizaciéon del extracto.

El extracto se obtuvo por reflujo durante 2 h a partir de 50 g del material vegetal
seco y molinado en la mezcla hidroalcohdlica citada (70 %). Se procedié a su

rotoevaporacion dando lugar a un extracto hidroalcohodlico de color verde oscuro
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intenso, caracteristico de los extractos hidroalcohdlicos obtenidos a partir de hojas

con una significativa extraccion de pigmentos clorofilicos.

Se caracterizd dicho extracto a través de variables fisicoquimicas como: la
determinacion del pH, densidad e indice de refraccion. Los resultados aparecen en
la tabla 3.3.

Tabla 3.3: Parametros quimico-fisicos del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Jatropha gossypifolia L.

pH 6,38
indice de refraccion 1,3622
Densidad relativa (g/cm3) 0,982
Sdlidos totales (mg/100 mL de extracto) 0,47 £ 0,025

3.2 Evaluacion fitoquimica de extracto.

Un elemento importante en la valoracion de los extractos que van a ser sometidos
a evaluaciones farmacoldgicas es la naturaleza quimica de los componentes, pues
esta informacion puede orientar hacia la posible accién farmacoldgica que puedan
ejercer y a los posibles metabolitos responsables de tales efectos. En
correspondencia a este criterio se realizd la evaluacion fitoquimica del extracto

obtenido a partir de las hojas de la Jatropha gossypifolia L. (62).

3.2.1 Tamizaje fitoquimico.

El tamizaje fitoquimico es ampliamente usado para evaluar la composicion de las
drogas vegetales, pero es importante sefialar que los resultados obtenidos mediante
estas técnicas ofrecen solo una vision de la composicion quimica de la planta a
estudiar y que no puede tomarse en ningln caso como un resultado concluyente,
ya gque en la presencia o ausencia de un metabolito pueden influir la concentracion
de los mismos, la solubilidad en el disolvente empleado y las interferencias de otros

componentes.
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En la tabla 3.4 se hace referencia a los resultados obtenidos en la realizacion de los

ensayos para la determinacion de metabolitos presentes en el extracto analizado.

Se evidencia la presencia de un gran numero de metabolitos presentes en el
extracto hidroalcohdlico de la Jatropha gossypifolia L. como fenoles y/o taninos,

flavonoides, saponinas, azlucares reductores, alcaloides, coumarinas y quinonas.

Tabla 3.4: Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Jatropha gossypifolia L.

Metabolitos Ensayos Extracto hidroalcohdlico
Resinas Resinas )
Saponinas Espuma (+)
Alcaloides Dragendorff (+)
Glucésidos cardioténicos Kedde A+B )

Fenoles y/o Taninos

Cloruro Férrico

(+)

Flavonoides Shinoda (+)
Aminoécidos libres Nihidrina (++)
Coumarinas Baljet A+B (++)
Azucares reductores Felhing A+B (+)
Quinonas Borntrager (++)

Al realizar el tamizaje fitoquimico, se detectd en el extracto la presencia de
cumarinas a las que se le atribuyen propiedades como: antitumoral,
antiarritmicas, antiinflamatorias, antisépticas, analgésicas y contra la
hipertension, la osteoporosis y el VIH. Estas son usadas en tratamientos contra
el asma y contra el linfedema (63).

El tamizaje también dio positivo a saponinas a las cuales se le atribuyen acciones
expectorante, diurética, depurativa, ténico-venosa y de disminucién del colesterol.
Ademas de disminuir el riesgo de padecer cancer, pues un estudio del 2004

publicado en el “Journal of Medicinal Food”, demostré que el cancer de colon, de
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mama, de Utero y las tasas de cancer de prostata son mas bajas en los paises
donde los habitantes consumen grandes cantidades de legumbres. Esto puede ser
debido a los efectos moduladores del sistema inmunitario de las saponinas que

aumentan la actividad anti-tumoral en el cuerpo (64).

También se detectd la presencia de flavonoides, de los cuales se han descrito
efectos terapéuticos en patologias tales como diabetes mellitus, cancer,
cardiopatias, infecciones viricas, Ulcera estomacal y duodenal, e inflamaciones.
Otras actividades que merecen ser destacadas son sus acciones antivirales y
antialérgicas (65), asi como sus propiedades antitrombatica y antiinflamatoria. Los
flavonoides contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos
hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales
de transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante. Por ello,
desempefian un papel esencial en la proteccion frente a los fendmenos de dafio
oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un elevado numero de patologias,

incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el cancer (66, 67).

Por otra parte, los fenoles, en la actualidad se utilizan para cauterizar en ciertos
procedimientos como la matriceptomia por onicocriptosis (68).También se usan
como: desinfectantes, preparacion de resinas y polimeros, preparacion del acido
picrico, usado en la preparacién de explosivos, sintesis de la aspirina y de otros

medicamentos.

Los taninos forman parte de los constituyentes quimicos del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Jatropha gossypifolia L. y su accion antioxidante
ayuda a prevenir enfermedades degenerativas. Poseen propiedades astringentes
y antiinflamatorias, desinflaman la mucosa intestinal por lo que es un tratamiento
eficaz contra la diarrea y también ayudan a que la sangre coagule, ejerciendo accion
antihemorragica local y resultando util para el tratamiento de las hemorroides.
Ofrecen una accion antiséptica frente a bacterias, hongos y virus, las plantas que
contienen taninos atacan a los microorganismos aglutinando las proteinas de su

superficie (62).

La presencia de estos metabolitos en el extracto pudiera estar relacionada con
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algunas de las acciones atribuidas de la planta como son su efecto diurético,

procoagulante, analgésico, antiinflamatorio y antibacteriano. Varios estudios

realizados a diferentes extractos de Jatropha gossypifolia L., relacionan la presencia

de sus componentes quimicos con las posibles acciones de la misma (12).

Estos resultados se encontraron en correspondencia con los informes fitoquimicos

de la planta, de la cual han sido aislados y caracterizados diferentes compuestos

que aparecen referenciados en la tabla 3.5 (69).

Tabla 3.5: Principales constituyentes quimicos de Jatropha gossypifolia, con su

respectivos solventes de extraccion y partes vegetales.

Alanina

: Solvente de
Grupo Sustancia Parte vegetal
extraccion
Acido araquidico
Acido araquidénico Semillas -
Acido benzoico _ i
Acido caprilico Semillas Eter de petroleo
Acido esteérico Semillas Eter de petréleo
Acido lignocérico Semillas -
Acidos grasos Acido linol€ico Semillas
Acido miristico
Acido oléico Semillas Eter de petréleo
Acido palmitico Semillas Eter de petréleo
Acido palmitoléico Semillas -
Acido ricinoléico Semillas ] -
Acido vernélico Semillas Eter de petroleo
] Arabinosa _
Azlcares Ramnosa Semillas
Xilosa .
Jatrofina Holz,as Agua
(Jatrophine) Raiz
Alcaloides Hojas Agua
. Cloroformo y metanol
Semillas Eter de petroleo
Latex -
Acido aspartico
Aminoacidos Acido glutamico Semillas
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Arginina

Cistina

Glicina

Isoleucina

Leucina

Metionina

Prolina

Treonina

Valina

Cleomiscosina A

Tallo Hexano-Etanol
Cleomiscosin A)
Cumarina
Cumarinas (7.8-dihidroxi-6- metoxi- Raiz Acetato de etilo
cumarina)
Fraxetina
Propacina Toda la planta Cloroformo y
(Propacin) metanol
Jatrofenona
Toda la planta  |Cloroformo y metanol
(Jatrophenone)
Jatrofolona A Raiz y hojas Etanol
(Jatropholone A) Raiz -
Jatrofolona B Raiz y hojas Etanol
Diterpenos (Jatropholone B) Ealz Acetato de etilo
aiz -
Jatrofona Raiz Etanol
Toda la planta -
2a-OH-Jatrofona Rai Eter de petroleo y
-OH- aiz
2[3-OH-Jatrofona cloroformo
2 B -OH-5,6- Isojatrofona
Esteroides ) Tallos y hojas Etanol
Hojas -
Tallos y hojas Etanol
Fenoles - yhol
Latex -
Fibras - Semillas Eter de petréleo
Fitotoxinas - Hojas Agua
Apigenina Hojas Etanol
Flavonoides - Tallos y hojas Etanol

Acido ferulico

Raices

Acetato de etilo
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2,3-bis-
(hidroximetil)-6,7-
metilenodioxi-1- (3'4’- Toda la planta -

dimetoxifenil)- naftaleno

Diidroprasantalina

Gadaina

Raices, tallos y

semillas

Eter de petréleo

Toda la planta

Gossypidieno

(Goss B ypidien)

Tallo

Hexano

Gossipifana Partes aéreas Eter de pretréleo
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3.2.2 Determinacioén del contenido de fenoles totales.

Los resultados obtenidos para el contenido de fenoles totales del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Jatropha gossypifolia L. son superiores a los
reportados en la bibliografia para otras especies de su misma familia

(Euphorbiaceae) como por ejemplo: la Euphorbia helioscopia L. y la Euphorbia hirta
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L. obtenidos por lixiviacion utilizando metanol como solvente y menores si se

compara con Alchornes calophlla y la Acalypha diversifolia (tabla 3.6).

Tabla 3.6: Contenido total de compuestos fendlicos para especies de la familia

Euphorbiaceae (70, 71).

Planta Contenido de fenoles totales (WQEAG/mQES)
Euphorbia helioscopia L. 51,49 + 4,02
Euphorbia hirta L. 120,97 £ 7,07
Alchornes calophlla 314,0 £ 0,01
Acalypha diversifolia 424,0 £ 0,03

Tabla 3.7: Contenido total de compuestos fendlicos del extracto hidroalcohdlico de

Jatropha gossypifolia L.

Compuestos fendlicos Extracto hidroalcohdlico

Contenido Total (WQEAG/MmQES) 140,41 + 1,27

El contenido total de compuestos fendlicos fue calculado empleando la curva de
calibracion del acido galico como patron, los resultados se expresaron como
microgramos equivalentes de acido gélico por miligramos de extracto seco

(MLgEAG/mgES) (Figura 3.2).

1
Z 08
(&)
T 06
2
O 0,4
2 y = 0,0791x + 0,0108
< 0,2 R2=0,9979

0

0 2 4 6 8 10 12
Concetracion (ug/mL)

Figura 3.2 Curva de Calibracién de acido galico, para la determinacion del

contenido de compuestos fendlicos por espectrofotometria visible.
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3.2.3 Determinacién del contenido de flavonoides totales.

Los flavonoides, constituyen unos de los compuestos fendlicos mas importantes, al

atribuirseles una gran diversidad de acciones farmacoldgicas.

Dentro de la composicion quimica de la especie Jatropha gossypifolia L., los
flavonoides constituyen unos de los metabolitos mas importante a los cuales se le
atribuyen una gran diversidad de actividades farmacologicas como por ejemplo

propiedades antiinflamatorias, antitrombdéticas y analgésicas (72).

Los resultados obtenidos para el contenido de fenoles totales del extracto
hidroalcoholico de Jatropha gossypifolia L. son superiores a los reportados en la
bibliografia para otras especies de su misma familia (Euphorbiaceae) como por

ejemplo: la Euphorbia helioscopia L. (tabla 3.8).

Tabla 3.8 : Contenido de flavonoides totales para la Euphorbia helioscopia L. (73)

Contenido de flavonoides
Planta
totales (LgEQ/mQES)
Euphorbia helioscopia L. 11,38 £ 0,04

El contenido total de flavonoides para el extracto hidroalcohdlico fue calculado

empleando la curva de calibracion de la Quercetina (Figura 3.3).

Tabla 3.9: Contenido de flavonoides totales del extracto hidroalcoholico de Jatropha
gossypifolia L.

Flavonoides Extracto hidroalcohélico
Contenido Total (LgEQ/MQES) 27,23 +£0,16

Los resultados se expresaron como microgramos equivalentes de Quercetina por

miligramos de extracto seco (LgEQ/mQgES) (tabla 3.9).
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Figura 3.3: Curva de calibracion de la Quercetina para la determinacion de

flavonoides totales por espectrofotometria visible.

Este valor permite reafirmar la presencia de los flavonoides en el extracto
hidroalcoholico de Jatropha gossypifolia L. comprobando los resultados obtenidos
cualitativamente a través del tamizaje fitoquimico donde la presencia de ellos resultd

ser acentuada.

Este resultado es de gran importancia en el andlisis de la actividad biologica de los
productos naturales, dada la gran variedad de investigaciones que se han reportado
relacionando la presencia de estos compuestos y una determinada propiedad

farmacoldgica de las anteriormente citadas (74).

3.3 Evaluacién farmacolégica del extracto hidroalcohdlico de la Jatropha

gossypifolia L.
3.3.1 Ensayo de placa caliente.

En la tabla 3.10 se refieren los resultados obtenidos en el ensayo de placa caliente
desarrollados para el extracto de Jatropha gossypifolia a dos niveles de dosis (100

y 200 mg/kg), el vehiculo y la morfina como control.

En ambas dosis se aprecia un incremento en los tiempos de reaccion, lo que

se relaciona con el efecto analgésico.
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Tabla 3.10: Resultados obtenidos en el ensayo de placa caliente (Tiempo antes y

Tiempo después) para el extracto de Jatropha gossypifolia L. a 100 y 200 mg/kg, el

vehiculo y la morfina a los 30 min, 60 min, 90 min y 120 min. (n=5).

. Dosis T antes Tiempo (segundos)
rupo

g (mg/kg) | (segundos)| 30 min 60 min 90 min 120 min
Vehiculo - 8,00 9,06 8,88 9,00 9,00
Morfina | 7,50 7,63 19,80 28,55 22,80 19,65
Extracto | 100 7,89 12,18 16,28 17,34 14,98
Extracto | 200 7,88 14,46 21,38 15,44 16,46

* Los resultados representan la media de los valores obtenidos para cada tiempo.

El andlisis estadistico a través del test de Mann Whitney muestra que no existen

diferencias significativas entre los grupos de dosis y los controles en el tiempo cero

(T antes) (Sig. P>0,05) como se observa en la tabla 3.11.

Tabla 3.11: Resultados de la comparacion con el test no paramétrico de Mann

Whitney.
Grupo 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
Vehiculo 8,00 a 9,06 c 8,88 c 9,00 c 9,00 c
Morfina 7,63 a 19,80 a 28,55 a 22,80 b 19,65 b
Extracto 100 7,89 a 12,18 b 16,28 b 17,34 a 14,98 a
mg/Kg
Extracto 200 7,88 a 14,46 b 21,38 ab 15,44 a 16,46 a

mg/Kg

*Letras diferentes muestran diferencias significativas con sig. p<0,05 (Andlisis Vertical)

A los 30 minutos se observa que el grupo con dosis de 100 mg/kg fue el de menor

respuesta analgésica y el grupo con dosis de 200 mg/kg el de mayor respuesta,

entre los grupos tratados con el extracto de Jatropha gossypifolia L. Globalmente el

grupo tratado con morfina (control positivo) fue el de mayor porcentaje de analgesia

como se aprecia en la tabla 3.12.
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Tabla 3.12: Porciento de analgesia para el extracto de Jatropha gossypifolia L. a

100 y 200 mg/kg, el vehiculo y la morfina a los 30 min, 60 min, 90 min 'y 120 min.

Analgesia (%)
Grupo
30 60 90 120
Vehiculo 13,25 11,00 12,50 12,50
Morfina 159,41 274,07 198,69 157,37
Extracto 100 mg/kg 54,37 106,34 119,77 89,86
Extracto 200 mg/kg 83,50 171,32 95,94 108,88

El andlisis estadistico (tabla 3.11) revela que existen diferencias significativas entre
los grupos de dosis y los controles a este tiempo (30 minutos) (Sig. p<0,05). Al
comparar los grupos de dosis con el control positivo se aprecia que todos los grupos
de dosis tienen porcientos de analgesia inferiores a los de la morfina, y estos a su
vez son superiores a los del grupo con el control negativo (vehiculo). Entre los
grupos de dosis no se observan diferencias significativas, pero se puede apreciar
gue a los 30 minutos todos ellos aumentaron significativamente sus respectivos

porcientos de analgesia con relacién al inicio del experimento.

En la tabla 3.12 se observa el porciento de analgesia de los grupos de dosis junto
con los controles positivo y negativo al cabo de los 60 minutos. Entre los grupos de
dosis el grupo con dosis de 100 mg/kg fue el de menor porcentaje de analgesia y el
grupo con dosis de 200 mg/kg el de mayor porcentaje de analgesia, globalmente el
grupo con el control negativo (vehiculo) fue el de menor porcentaje de analgesia y
el control positivo el de mayor porcentaje de analgesia. EL test de Kruskal Wallis
revela que existen diferencias significativas entre los grupos tratados y los controles.
(Sig. p<0,05) (Ver tabla 3.11).

Al comparar los grupos tratados con el control positivo se aprecia que todos estos
tienen porcientos de analgesia inferiores a los de la morfina, aunque las diferencias
entre el grupo de mayor dosis y el de la morfina no llegan a ser significativas, los
porcentajes de analgesia de los grupos tratados son superiores a los del grupo con
el control negativo (vehiculo). Entre las dosis evaluadas no se observan diferencias

significativas, pero se puede decir que a los 60 minutos todos ellos aumentaron
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significativamente sus respectivos porcientos de analgesia a los 30 minutos, aunque
las diferencias en el grupo de dosis de 100 mg/kg no llegan a ser significativas.
También se observa que el grupo con el control negativo (vehiculo) tiene un
comportamiento distinto a los demas grupos en el experimento ya que es el Unico

gue disminuye significativamente su porcentaje de analgesia a los 30 minutos.

A los 90 minutos se observa entre los grupos tratados que el grupo con dosis de
100 mg/kg fue el de mayor porcentaje de analgesia a diferencia de otros tiempos y
el grupo con dosis de 200 mg/kg el de menor. Globalmente el grupo con el control
negativo (vehiculo) fue el de menor porcentaje de analgesia. Al comparar los grupos
tratados con diferentes dosis con el control positivo se puede apreciar que todos
estos tienen porcientos de analgesia diferentes a los de la morfina, es decir, las
diferencias entre ellos son significativas. Sin embargo, los porcentajes de analgesia
de los grupos de dosis son superiores a los del grupo con el control negativo
(vehiculo). Entre los grupos tratados no se observan diferencias significativas, pero
se puede decir que a los 90 minutos el grupo de menor dosis aumenta su porcentaje
de analgesia con relacion a los 60 minutos aunque estas diferencias no llegan a ser
significativas. Por otra parte, el grupo de mayor dosis disminuye su porcentaje de
analgesia con relacion a los 60 minutos. También se observa que el grupo con el
control negativo (vehiculo) aumenta significativamente su porcentaje de analgesia
mientras que el grupo con la morfina disminuye significativamente su porcentaje de
analgesia con relacion a los 60 minutos, lo cual puede atribuirse a la farmacocinética

del producto.

En la tabla 3.12 se observa el porciento de analgesia de los grupos tratados a
diferentes dosis junto con los controles positivo y negativo al cabo de los 120
minutos. Entre los grupos de dosis el grupo con dosis de 100 mg/kg fue el de menor
porcentaje de analgesia y el grupo con dosis de 200 mg/kg el de mayor porcentaje
de analgesia. Globalmente el grupo con el control negativo (vehiculo) fue el de
menor porcentaje de analgesia y el grupo con dosis de 200 mg/kg el de mayor. El
test de Kruskal Wallis revela que existen diferencias significativas entre los grupos

de dosis y los controles (Sig. p<0,05).
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Al comparar los grupos tratados con el control positivo se aprecia que todos estos
tienen porcientos de analgesia superiores a los de la morfina, y estos a su vez son
superiores a los del grupo con el control negativo (vehiculo). Entre los niveles de
dosis no se observan diferencias significativas, pero se puede decir que a los 120
minutos todos ellos tuvieron un comportamiento similar al de los 90 minutos, ya que
las diferencias observadas no llegan a ser significativas. Los grupos controles si
cambian a los 120 minutos. El control negativo aumenta significativamente su
porcentaje de analgesia mientras que el control positivo (morfina) disminuye
significativamente su porcentaje de analgesia (Figuras 3.4- 3.7). La tabla 3.11 refleja

esas diferencias con letras diferentes.

Con relacion a la evolucién de los grupos en el tiempo, todos ellos mostraron un
cambio significativo a lo largo del tiempo, el test de Friedman arrojo resultados
significativos en todos los grupos.

De forma general se aprecian valores de analgesia que superan el 50 % a partir de
los 60 minutos del estudio a cada una de las dosis ensayadas. Este ensayo brinda
informacion acerca de los efectos analgésicos vinculados al sistema nervioso
central por lo que hipotéticamente podemos plantear que su mecanismo

antinociceptivo involucra estructuras ubicadas a este nivel.

Respuesta vs Grupo a los 30 s

30,00

25,00

Respuesta (s)
= = N
o Ul o
o o o
o o o

5,00

0,00
Vehiculo Morfina IG1 G2

Grupo

Figura 3.4 Tiempo de reaccion (s) para el vehiculo, morfina y extractos de

Jatropha gossypifolia L. a 100 y 200 mg/kg a los 30 min.
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Respuesta vs Grupo a los 60 s
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>
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Vehiculo Morfina IG1 G2
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Figura 3.5 Tiempo de reaccion (s) para el vehiculo, morfina y extractos de
Jatropha gossypifolia L. a 100 y 200 mg/kg a los 60 min.

Respuesta vs Grupo a los 90 s
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Figura 3.6 Tiempo de reaccion (s) para el vehiculo, morfina y extractos de
Jatropha gossypifolia L. a 100 y 200 mg/kg a los 90 min.
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Respuesta vs Grupo a los 120 s
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Figura 3.7 Tiempo de reaccion (s) para el vehiculo, morfina y extractos de

Jatropha gossypifolia L. a 100 y 200 mg/kg a los 120 min.

Esta actividad analgésica puede atribuirse a la presencia de flavonoides en el
extracto. Varios flavonoides han sido reportados con actividad antinflamatoria y

analgésica (75-77).

Los flavonoides inhiben la enzima prostaglandin — sintetasa, mas especificamente
la endoperoxidasa y ello produce un efecto antinflamatorio (78). Ademas las
prostaglandinas estan involucradas en la percepcién del dolor, inhibiendo su
sintesis, lo cual explica la actividad analgésica del extracto. Por tanto la presencia
de flavonoides identificados previamente en este trabajo, puede justificar la
actividad analgésica mostrada para el extracto hidroalcohdlico (75, 79).

3.3.2 Ensayo de contorsiones inducidas por &cido acético.

El dolor y la inflamacion estan asociados con la fisiopatologia de varias condiciones
clinicas, como la artritis, el cancer, entre otras, y se utiliza una gran cantidad de
productos naturales en la medicina popular para tratar el alivio de sintomas del dolor
(80, 81).
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En este trabajo se estudid la actividad antinociceptiva de Jatropha gossypifolia,
utiizando uno de los modelos clasicos experimentales in vivo: el test de
contorsiones inducidas por &cido acético. En este se indujo un modelo de dolor
agudo, por medio de la estimulacién quimica, caracterizandose por la respuesta al
estimulo en forma automatica y en un desarrollo temporal breve (82). Se utilizé un
modelo estandarizado de dolor visceral, localizando el estimulo doloroso en la
cavidad peritoneal de los ratones, produciendo contorsiones. Estas estan definidas
como una distensién exagerada del abdomen combinada con el estiramiento de las

patas traseras (83).

El test de contorsiones da una medida de la analgesia producida a nivel periférico
usando como farmaco de referencia el &cido acetil salicilico (ASA). La
administracion intraperitoneal de una noxa quimica, como el acido acético, en los
ratones, induce una irritacién peritoneal que produce contorsiones en el tronco y la
extension de las patas traseras (84). El bloqgueo de esta respuesta inducida
guimicamente sirve como método para la evaluacion de drogas con potencial
accion analgésica. En la tabla 3.13 se muestran los resultados del ensayo y el
porciento de inhibicidon en cada caso.

Tabla 3.13 Resultados del test de contorsiones por acido acético para el vehiculo,
ASA y los extractos hidroalcohodlicos de Jatropha gossypifolia L. a 100, 200 y 300

mg/kg respectivamente.

Grupo Dosis (mg/kg) No. Contorsiones + DS % Inhibicién
Vehiculo - 24,8 +4,43 -

ASA 100 124+18la 50
Extracto 100 100 12+5,74 a 51,61
Extracto 200 200 104+391a 58,06
Extracto 300 300 9,6+7,36a 61,29

a- diferencia significativa respecto al control negativo (agua destilada) (p<0,05). * Los resultados

representan la media de los valores obtenidos.
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El extracto fue ensayado a dosis de 100, 200 y 300 mg/kg p.o. Los resultados
revelaron que el extracto de Jatropha gossypifolia tiene actividad analgésica en las

condiciones estudiadas (85).

En la tabla 3.13 se aprecia una reduccién del nUmero de contorsiones abdominales
para todos los grupos excepto para el vehiculo. El andlisis estadistico arrojé que
existen diferencias significativas entre este ultimo y el resto de los grupos. No
existen diferencias significativas entre cada una de las dosis de lo extractos y entre
estos y la ASA. Por lo tanto se aprecian buenos porcientos de inhibicién para las
diferentes dosis de extractos de Jatropha gossypifolia L. evaluados, comparables al

control, como se aprecia en la Figura 3.8.

30
25
20
15

10

NUmero de contorsiones

(6]

Vehiculo ASA J G (100 mg/kg) J G (200 mg/kg) J G (300 mg/kg)

Figura 3.8 Numero de contorsiones abdominales para el vehiculo, ASA y extracto

de Jatropha gossypifolia L. a 100, 200 y 300 mg/kg durante 20 min. (n=5).

El extracto ensayado a dosis de 300 mg/kg p.o. obtuvo el mayor porciento de
inhibicion (61,29 %) comparable a la aspirina o acido acetilsalicilico, un analgésico
antiinflamatorio no esteroideo (AINE) con actividad antinociceptiva. En este modelo
fue utilizada como farmaco de referencia en la concentracion (100 mg/kg p.o.), y
produjo aproximadamente un 50 % de inhibicion de las contracciones inducidas
quimicamente (13). Se ha postulado que en dolores relacionados con procesos

inflamatorios, las prostaglandinas, citoquinas y aminas simpaticomiméticos median
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el estimulo nociceptivo y, en este modelo en particular, a través de receptores
peritoneales locales (86). Por lo tanto, el efecto del extracto hidroalcohdlico
observado y descripto anteriormente, podria estar mediado por una accién
periférica, que conduce a la reduccion de la sintesis de prostaglandinas o puede
interferir en el mecanismo de transduccion de los nociceptores primarios aferentes

involucrados en este modelo (87).

Estudios previos reportan actividad analgésica del extracto metandlico de los frutos
de Jatropha gossypifolia evaluando el mismo a través del test de contorsiones por

acido acético (13).

Los resultados obtenidos son coincidentes con los reportados para el extracto
metandlico de las hojas de Jatropha gossypifolia evaluados a dosis de 200 y 400
mg/kg con porcientos de inhibicion de 67,56 y 65,14 % respectivamente (88).

Ademas varios reportes evidencian la presencia de fitoquimicos en extractos de
Jatropha gossypifolia L. como: alcaloides, flavonoides, saponinas y taninos (89, 90).
El rol de estos metabolitos en la actividad analgésica ha sido evaluado por otros
investigadores fundamentalmente los que involucran flavonoides y que justifican el
uso de extractos de la Jatropha gossypifolia en la medicina tradicional. Otros
investigadores plantean la necesidad de determinar el mecanismo a través del cual

la panta muestra dicha actividad analgésica (88).

En nuestro estudio la actividad analgésica del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Jatropha gossypifolia fue evaluada a través de dos métodos: Placa caliente y
contorsiones inducidas por acido acético, mostrando un significativo efecto
analgésico comparable a los controles empleados. Dicho efecto parece involucrar

estructuras y mediadores quimicos a nivel central y periférico.

3.4 Estudio de toxicidad dérmica aguda.

En el estudio, al administrar una dosis Unica de 500 mg/kg de masa corporal del
extracto hidroalcohdlico de Jatropha gossypifolia L. se observo que los 10 animales

utilizados (5 machos y 5 hembras), presentaban una respuesta normal de los
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estimulos nociceptivos y no se visualizd muerte en los animales de experimentacion.
De forma general, los animales tratados con dosis de 500 mg/kg de peso no
presentaron efectos toxicos significativos, no existiendo mortalidad en el periodo de
estudio. La variable utilizada como indicador de toxicidad fue la masa corporal,
donde se aprecia que las ratas tuvieron un incremento durante los 14 dias. En la
tabla 3.14, se observa el comportamiento de las masas corporales de las ratas
hembras y machos, durante los dias que duré el ensayo, mostrandose un
incremento de la masa corporal promedio (AP) por encima de los 90 g para los

machos y de los 51 g para las hembras.

Esta dosis resulta superior a la dosis limite calculada en la evaluacion toxicologica

aguda por via oral (300 mg/kg) (2).

Tabla 3.14: Relacién de las masas corporales y su variacién (AP) en las ratas
machos y hembras tratadas con dosis de 500 mg/mL de extracto hidroalcohdlico de

Jatropha gossypifolia L.

Ratas Masa corporal (g) - JG 500 AP
dial 7 dias 14 dias

1M 191,3 276,6 298,4 107,1
2M 216,2 249,3 290,6 74,4
3M 186,6 2449 279,3 92,7
4 M 179,3 243,2 276,1 96,8
5M 193,9 242,7 276,6 82,7

Media 193,5 251,3 2842 90,7
1F 182,8 202,6 231,0 48,2
2F 191,3 2254 249,0 57,7
3F 199,9 228,2 242,7 42,8
4 F 186,5 216,5 250,6 64,1
5F 174,8 205,4 218,2 43,4

Media 187,1 215,6 238,3 51,2

Teniendo en cuenta lo anterior se evaluaron dos dosis inferiores: 250 y 100 mg/kg

con una secuencia similar a la relatada anteriormente asi como se evalué un grupo
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control que fue tratado con el vehiculo (agua destilada). Los resultados de los
valores de las masas corporales y su variacion (AP) en las ratas machos y hembras
tratadas a dosis de 100, 250 mg/mL y grupo control aparecen en las tablas 3.15,
3.16 y 3.17 respectivamente.

Tabla 3.15: Relacion de las masas corporales y su variacion (AP) en las ratas
machos y hembras tratadas con dosis de 250 mg/mL del extracto hidroalcohdlico de

Jatropha gossypifolia L.

Ratas Masa Corporal (g) - JG 250 AP
dial 7 dias 14 dias
1M 195,3 237,2 262,2 66,9
2M 228,6 268,2 295,3 66,7
3M 180,8 218,8 246,8 66,0
4 M 213,9 273,3 301,8 87,9
5M 2224 274,2 297.8 75,4
Media 208,2 254,3 280,8 72,6
1F 219,3 236,8 251,8 32,5
2F 181,9 215,2 228,0 46,1
3F 209,3 232,9 257,8 48,5
4 F 176,2 213.,8 227,5 51,3
5F 200,8 223,3 2335 32,7
Media 197,5 2244 239,7 42,2
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Tabla 3.16: Relacion de las masas corporales y su variacion (AP) en las ratas
machos y hembras tratadas con dosis de 100 mg/mL del extracto hidroalcohdlico de

Jatropha gossypifolia L.

Ratas Masa Corporal (g) - JG 100 AP
dial 7 dias 14 dias
1M 191,3 227,2 258,3 67,0
2M 220,3 254.,8 282,6 62,3
3M 193,5 227,9 262,5 69,0
4 M 210,4 242.5 279,4 69,0
5M 220,8 251,6 284,7 63,9
Media 207,3 240,8 2735 66,2
1F 224.6 220,3 238,0 13,4
2F 192,3 209,7 214.8 22,5
3F 200,9 237,3 238,1 37,2
4 F 190,8 215,8 217,6 26,8
5F 217,6 234.,6 237,2 19,6
Media 205,2 223,5 229,1 23,9

Se observa para la dosis de 250 mg/kg un incremento de la masa corporal promedio
(AP) por encima de los 72 g para los machos y de los 42 g para las hembras (tabla
3.15). En el caso de la dosis de 100 mg/kg se aprecia un incremento de la masa
corporal promedio (AP) por encima de los 66 g para los machos y de los 23 g para
las hembras (tabla 3.16).

Igualmente para las ratas tratadas con dosis de 250 y 100 mg/kg no existio
mortalidad para los 14 dias de ensayo. Todos los animales mostraron buen estado
general y apariencia normal, ya que las mucosas se encontraban normocoloreadas
y un comportamiento exploratorio normal. Tenian una respuesta adecuada ante los

estimulos, uniformidad en la movilidad ante el toque y fuera de las jaulas.

Entre los animales del grupo control, tanto hembras como machos, no fueron

observados indicios de toxicidad significativos. Los valores de AP representan el
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CAPITULO III

incremento de la masa corporal promedio que fue de 74 g para los machos y 45 g

para las hembras (tabla 3.17).

Tabla 3.17: Relacién de las masas corporales y su variacion (AP) en las ratas
machos y hembras tratadas con vehiculo.

Ratas Masa Corporal (g) - Control AP
dia 1 7 dias 14 dias
1M 208,3 247,2 273,5 65,2
2M 198,8 258.,6 288,5 89,7
3M 213,8 258,2 285,1 71,3
4 M 199,2 239,9 279,6 80,4
5M 252,8 286,0 320,9 68,1
Media 214,6 258,0 289,5 74,9
1F 199,3 220,5 2410 41,7
2F 171,9 192,3 215,3 43,4
3F 209,9 2294 2455 35,6
4 F 178,2 203,6 236,1 57,9
5F 200,3 223,2 250,5 50,2
Media 1919 213,8 237,7 45,8

En las figuras 3.9 y 3.10 aparece reflejado la variacion de peso (media) para las
ratas tratadas con extracto de Jatropha gossypifolia L. a dosis de 500, 250 y 100
mg/kg y el control, machos y hembras respectivamente, no existiendo ninguna

disminucién en la masa corporal a ninguna de las dosis evaluadas en ambos sexos.
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Figura 3.9: Variacién de peso (media) para las ratas machos tratadas con extracto
de Jatropha gossypifolia L. a dosis de 500, 250 y 100 mg/kg y el control.
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Figura 3.10: Variacion de peso (media) para las ratas hembras tratadas con
extracto de Jatropha gossypifolia L. a dosis de 500, 250 y 100 mg/kg y el control.

En ambos casos se observa un comportamiento similar con incrementos de la masa

corporal como promedio de 76,1 g para los machos y 40,7 g para las hembras.

Otros investigadores han desarrollado estudios toxicol6gicos agudos del extracto
etandlico de las hojas de la planta via oral encontrandose una ligera toxicidad a
dosis de 1,2 hasta 5 g/kg con pérdida de peso y escasa mortalidad (55, 91). Hasta
el momento no se reportan estudios toxicolégicos via dérmica de la Jatropha
gossypifolia, sin embargo estos estudios han sido empleados en otras especies

vegetales con interés farmacoldgico (92).

67



CAPITULO I1I

En cuanto al analisis anatomopatolégico de los érganos fundamentales (corazén,
pulmén, higado y rifibn) no fueron observadas alteraciones organicas de
Importancia entre los animales que recibieron las tres dosis sefialadas. Dosis
mayores que las evaluadas fueron estudiadas (5 g/kg) para el extracto etandlico de
las hojas de la planta evidenciando hepatotoxicidad y una potencial toxicidad

pulmonar del producto (56).

El examen histopatoldgico de la piel tratada incluy6 tanto a la epidermis como la
dermis superficial y profunda, incluyendo anejos cutaneos. En ninguno de los grupos
se presentan signos de inflamacion aguda ni crénica, ni edema ni cambios por
hipersensibilidad. Se observan las mismas caracteristicas histologicas en todos los
grupos tratados que no evidencian histopatologias agudas ni cronicas. Las
imagenes histolégicas de cada uno de los grupos tratados aparecen en las figuras

siguientes (Figura 3.11-3.14):

Figura 3.11: Imagen histoldgica de la piel tratada con una dosis de 500 mg/kg de

extracto de Jatropha gossypifolia L.

Figura 3.12: Imagen histolégica de la piel tratada con una dosis de 250 mg/kg de

Jatropha gossypifolia L.
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Figura 3.13: Imagen histologica de la piel tratada con una dosis de 100 mg/kg de
Jatropha gossypifolia L.

Figura 3.14: Imagen histolégica de la piel tratada con el control (agua destilada).

Estos resultados indican una toxicidad aguda via dérmica relativamente baja para
el extracto hidroalcohdlico de Jatropha gossypifolia, considerando que una dosis
relativamente alta (500 mg/kg) no causo alteraciones orgénicas significativas en
ninguno de los sexos. Estos datos avalan el limite de seguridad del extracto en

términos de toxicidad aguda por esta via.
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CONCLUSIONES

1. Las saponinas, alcaloides, fenoles, flavonoides, aminoacidos libres,
coumarinas, azucares reductores y quinonas son los principales metabolitos
secundarios identificados en el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Jatropha gossypifolia L.

2. Los fenoles y flavonoides cuantificados en el extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Jatropha gossypifolia L. se relacionan con las actividades
farmacolégicas demostradas por la familia de la planta.

3. Se corrobord experimentalmente la actividad analgésica del extracto
hidroalcohodlico de las hojas de Jatropha gossypifolia L. a través de dos

modelos “in vivo”: Placa Caliente y Contorsiones inducidas por acido acético.

4. El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Jatropha gossypifolia L. no mostré
toxicidad dérmica aguda a dosis inferiores a 500 mg/kg.
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RECOMENDACIONES

RECOMENDACIONES

e Llevar a cabo un estudio biodirigido a partir del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Jatropha gossypifolia L.
e Continuar el estudio toxicologico del extracto hidroalcohélico de las hojas

de Jatropha gossypifolia por un tiempo mas prolongado.
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ANEXOS

1. Tamizaje Fitoquimico empleado para determinar constituyentes

guimicos presentes en las hojas de Jatropha gossypifolia L.

v Ensayo de Lieberman- Burchard: Permite reconocer en un extracto la
presencia de triterpenos y/o esteroides. Si la alicuota del extracto no se encuentra
en cloroformo, debe evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo
redisolverse en 1 mL de cloroformo. Se adiciona 1 mL de anhidrido acético y se
mezcla bien. Por la pared del tubo se dejan correr 2-3 gotas de acido sulfarico
concentrado sin agitar.

Positivo: Si se produce un cambio de coloracion: Rosado-azul muy rapido; Verde
intenso visible aunque rapido; verde oscuro-negro final de la reaccion.

v Ensayo de Espuma: Permite reconocer la presencia de saponinas, tanto del
tipo esteroidal como triterpénicas. Si la alicuota se encuentra en etanol, se diluye en
5 veces su volumen en agua y se agita la mezcla fuertemente durante 5 a 10 minutos
(min).

Positivo: Si aparece espuma en la superficie del liqguido de mas de 2 milimetros
(mm) de espesor o altura y persiste por mas de 2 min.

v Ensayo de Fehling: Permite reconocer en un extracto la presencia de
azucares reductores. Si la alicuota del extracto no se encuentra en agua debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 0 2 mL de
agua. Se adicionan 2 mL del reactivo (recién preparado) y se calienta en bafio de
agua de 5-10 min.

Positivo: Si la solucion se colorea de rojo o aparece un precipitado rojo.

v Ensayo de Cloruro férrico: Permite reconocer la presencia de compuestos
fendlicos y/o taninos. Si el extracto de la planta es etandlico, el ensayo determina
tanto fenoles como taninos. A una alicuota del extracto etandlico, se le adicionan 3
gotas de una solucién de tricloruro férrico al 5 % en solucién salina fisiologica. Si el
extracto es acuoso, el ensayo determina fundamentalmente taninos; a una alicuota
del mismo se le afiade acetato de sodio para neutralizar y 3 gotas de la solucién

reactiva.
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Positivo: Cuando aparece una coloracion rojo—vino (compuestos fendlicos en
general), verde intensa (taninos del tipo pirocatecélicos) y azul (taninos del tipo
pirogalotanicos).

v Ensayo de Borntrager: Permite reconocer en un extracto la presencia de
quinonas. Si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de
cloroformo. Se adiciona 1 mL de NaOH, KOH o NH4OH al 5 % en agua. Se agita
mezclando las fases y se deja en reposo hasta su ulterior separacion.

Positivo: Si la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado a rojo (+),
coloracion rosada (++) y coloracion roja (+++).

v Ensayo de Shinoda: Permite reconocer la presencia de flavonoides en un
extracto vegetal. Si la alicuota del extracto se encuentra en etanol, se diluye con 1
mL de acido clorhidrico concentrado y un pedacito de cinta de magnesio metalica.
Después de la reaccion se esperan 5 min., se aflade 1 mL de alcohol amilico, se
mezclan las fases y se deja reposar hasta que las mismas se separen. Si la alicuota
del extracto se encuentra en agua, se procede de igual forma a partir de la adicién
del acido clorhidrico concentrado.

Positivo: Cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo,
intensos en todos los casos.

v Ensayo de Dragendorff: Permite reconocer en un extracto la presencia de
alcaloides. Sila alicuota esta disuelta en un solvente organico este debe evaporarse
en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de HCI (1%).Si por el contrario
el extracto es acuoso a la alicuota de ensayo se le afiade una gota de &cido
clorhidrico concentrado, se calienta suavemente y se deja enfriar hasta acidez. A
ambas soluciones acuosas acidas se le afiaden 3 gotas del reactivo de Dragendorff.
Positivo: Se producen complejos insolubles de tal manera que, si hay opalescencia
el ensayo se considera positivo (+), si turbidez definida (++) y si precipitado (+++).
v Ensayo de Nihidrina: Permite reconocer la presencia de amino&cidos libres
o de aminas en general. La alicuota del extracto en alcohol se mezcla con 2 mL de
la solucion de nihidrina al 2 %. La mezcla se calienta durante 10 min. en bafio de

agua.
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Positivo: Este ensayo se considera positivo cuando se desarrolla un color violaceo.
v Ensayo de Baljet: Permite reconocer en un extracto la presencia de
compuestos con agrupamiento lacténico, en particular coumarinas. Si la alicuota del
extracto no se encuentra en alcohol, debe evaporarse el solvente en bafio de agua
y redisolverse en la menor cantidad de alcohol (1mL).En estas condiciones se
adiciona 1 mL del reactivo.

Positivo: La aparicion de una coloraciébn se considera positivo (+) y de un
precipitado (++).

v Ensayo de Kedde: Permite reconocer la presencia de glucésidos
cardiotonicos. Una alicuota del extracto en etanol se mezcla con 1 mL del reactivo
y se deja reposar durante 5-10 min., se observan los cambios de coloracion.
Positivo: Un ensayo positivo es en el que se desarrolla una coloracion violacea,
persistente durante 1 0 2 h.

v Ensayo de Resinas: Permite reconocer en un extracto la presencia de
resinas. Se adiciona a 2 mL de la solucion alcohdlica del extracto, 10 mL de agua
destilada, se agita y se deja reposar.

Positivo: La aparicion de un precipitado indica un ensayo positivo (+).
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2. Certificado de calidad de los ratones empleados en el estudio de la

actividad analgeésica.

Direccion de Aseguramiento de la Calidad

Folio: =

o /CENPALAB

b 7o

AN

Grupo de Aseguramiento de la Calidad

CERTIFICADO DE CALIDAD DE ROEDORES SPF. Salud y Zootecnia

- Centro de destino

G4 -5 Saua F.<-%. Q‘-Q\(\ Q_\mrd

c’r/c%/l u|='.:cus\~\

" Dictamen Zootécnico e Inspeccion Clinica

Los animales en el momento de la expedicion se encuentran clinicamente sanos, sus caracteristicas morfologlcas
fisiolégicas y reproductivas se corresponden con la especificacion de calidad de este producto. Proceden de una
colonia con ambiente cantrolado y mantenidos en un sistema de produccion intensivo aprobados para la linea, la
alimentacion se realiza con alimentos concentrados formulas ALYco® EMO 1002 y EAO 1004 esterilizable a razén
de 3.40 a 6 g diarios. Dicha produccién se encuentra bajo las BPP y un Sistema de Gestion de la Calidad que

garantlza el estado higiénico sanitario de los animales que se expiden.
e i : Resultados de Bacteriologia *

= Método  [posinesl, | Fecha | Entidad T Método  [posiNeglioc,| Fecha

Salmonella sp. Cult Sert X 26/01/16| Streptococcus pneumoniae Cult/ Serot X 26/01/16.
Streptococcus B hemolitico Cult/ Sert X 26/01/16| Pasteurella pneumotropica. Cult/ ELISA X 26/01/16)
Bordetelia bronchiseptica Cult/ ELISA X 26/01/16| Clostridium piliformis Insp. Clinica X 26/01/16)
Corynebacterium kutscheri Cultivo X 26/01/16| Leptospira sp ELISA X 21/05/15|
Helicobacter sp Cultivo X 26/01/16| Cytrobacter freundii Cultivo X 26/01/16
Streptobacillus moniliformis Cultivo X - Mycoplasma pulmonis Cult/ ELISA "% 19/10/15)
Dermatofites Insp Clinica/Cultivel X 26/01/16] el

BT Resultados de Patol_og,iei i

cha| Fecha: 2000116

Endoparasitos DIR/FLOT "X | |20/01/16 Examen macroscopico:

Toxoplasma gondii ELISA ~° X 28/07/15] No‘ SIZ observan lesiones macroscopicas compatibles con alteraciones
: patolégicas.

Ectoparasitos INSPECCION X 20/01/16|

Resultados de Vlrdlogia (Serologia)

n Método [ros]neg] iy | Fecha Entidad Wétodo ‘ez |1 | Fecha
Virus de la Heparms (MHV) ELISA/IFA X 0711015 Coriomeningitis linf. (LCM) ELISA/IFA X 07/1015
Reovirus Reo Tipo 3 (REO 3) IFA X 0711015 Sendai ELISA/IFA X 0711015
Encefalomielitis (TEMV) IFA X 07/1015| Polyoma IFA X 07/1015
Pneumonia del ratén (PVM) ELISA/IFA X 07/1015( Adenovirus (MAD) ELISA/IFA X 07/1015
Virus diminuto del raton (MVM) ELISA/IFA X 07/1015| Citomegalovirus (MCMV) IFA X 07/1015
Rotavirus (EDIM) ELISA/IFA X 07/1015| Deshidrogenada Lactica (LDH) | Test LDH Plasma X -
Ectromelia ELISA/IFA X 07/1015| Virus K IFA X 07/1015
Hantaan IFA X - Viras Timico (MTV) IFA X

*  Segun lo certificado por la Direccion de Aseguramiento de la Calidad del Centro Nacional para la Produccion de
Animales de Laboratorio, de acuerdo al cronograma de monitoreo de los roedores criados y mantenidos en
sistemas protegidos y que consta en los expedientes de la linea archivados en la Direccion de Calidad.
Documento de referencia “Recomendaciones del manitoreo microbiolégico para Roedores mantenidos y
criados en condiciones controladas”.

Vélidoapartirde ABRIL /2016 ol JUNIO /2016
Este certificado es opia fiel de la original que se elabora a partir de la liberacién de la linea para su
comercrallzat@on.. 2 =4
FAP IR )
Y zado pow: b £ Aprobado por : Revisado por
“Cargo | Especialista/(ffef: acion de Aseg, Calidad Direccion de Produccion Distribuidor
s d 2514 A ) ’
-.,Elr{ﬂa dela T 2G N ,i_,u—-n &/<

v —
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3. Certificado del alimento concentrado EMO 1002 en forma de pellet.

Oﬂ"
[]

FP.CA.01.14

Direceion de Allmentacidn y Nutricidn

‘ — CF*IPA!
tcﬁvM‘EﬁB"

PATCa

P

ul’Uf" N

) :: 5 {; Grupo de Produccion de Alimentos Concentrados G ’“‘
o \
CERTIFICADO DE AUTORIZO DE ALIMENTO CONCENTRADO Ségiivinnens
e l-‘

~ lote

1322016

CMO 1000 T

~ Especificaciones para su use.

Dleta completa para el mantenlmlento de ratas
Conservar en lugar fresco y ventilado,

bk dy rlatohnes Todo propésito. No esterilizable.
gido de la humedad y de vectores. E
conserva sus propiedades nutritivas durante 60 dias a partir de la fecga de fabricacion. Sl

C

de Vitaminas y Mmerales y Biotronic.

'IVI aiz, Trigo, Cebada Soya Azucar, Fosfato dicalcico, Carbonato de calcio, Sal comun, Premezcla

Anal,isis,calcul'ado ke

7 Valor

- Descripeion UM Valor _ Descripcion UM
Proteina bruta (Min.) % 16.00 Cdk‘lﬂ o 0.39
Energia Metabolizable (Min.) keal/ & 2.80 Fostoro 0.49
Fibra bruta (Max.) % 3.40 Relacion Calcio/ Fosforo % 0.79
Grasa bruta (Min.) e v% 1.50
itma ]

~Segtin analisis calculado por la Direccion de Alimentacion - Nulricion

del Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio. Realizado por:

Dn eccion de Produccion

14/»/

Recibira el Certificado de Calidad en un periodo de 10 dias pnslermn €S T [ F""M\-
a este documento a través de la Direccion de Comerciali R lo por: | Distribuicor
' Direccidn de Alimentacion y Nutricion V"
-2 /CENPALAB

Grupo de Produccion de Alimentos Concentrados X

S RALey Oe iAsoRATORE

CERTIFICADO DE AUTORIZO DE ALIMENTO CONCENTRADC

nentes -

- Analisis calculado *

. Descrpaon |

UM -

a este documento a fravés de la Direccion de Comercializacion.

{1 “valor ~ Descripcion
Proteina bruta (Min.) % Calcio %
Energia Metabotizable (Min.) keal/ g Fosforo Y
Fibra bruta (Max.) % Relacion Calcio/ Fosforo Yo
Grasa bruta (Min.) Y% =
e o v s, Reatzado por: [“iseccion do Produccion]
Recibira el Certificado de Calidad en un periodo de 10 dias posieriores Revisado por -wg?slribui(lur Firma
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4. Certificado de calidad de las ratas empleadas en el estudio de Toxicidad

Dérmica Aguda.

[(XVRIRED Direccidn de Aseguramiento de ja Calidad (/""'4
i ” . : /CENPALAB
Folio: anas Grupo de Aseguramiento de la Calidad SEnmoAGioNAL A L PeODUCGON

CERTIFléADO DE CALIDAD DE ROEDORES SPF. Salud y Zootecnia

LBdad =g dedestino ' |Fech licic 0

b - 5, J.CL Uil 0lae | 3 foctfre | 950
EaT e Digtamen Zootécnico e Inspeccion Clinica Jne TR
Los animales en el momento de la expedicion se encuentran clinicamente sanos, sus caracteristicas morfoldgicas,
fisiolégicas y reproductivas se corresponden con la especificacion de calidad de este producto. Proceden de una
colonia con ambiente controlado y mantenidos en un sistema de produccién intensivo aprobados para la linea, la
alimentacion se realiza con alimentos concentrados formula ALYco® EMO 1002 esterilizable a razon de 22.4 a 30 g
diarios. Dicha produccion se encuentra bajo las BPP y un Sistema de Gestion de la Calidad que garantiza el estado
higiénico sanitario de los animales que se expiden.

: - i hirs Resultados de Bacteriologia *

TN

i d . Método - [pasNeg] :',“_: Fecha | Entidad Método - [pos]nes] N [ Fecha
Salmonelia sp. Cult/ Serot X 08/02/16| Streptococcus pneumoniae Cult/ Serot X 08/02/16
Streptobacillus moniliformis Cultivo X - Pasteurella pneumotropica. CultELISA X 08/02/16
Streptococcus B hemolitico Cult/ Serot X 08/02/16| Clostridium piliformis Insp. Clinica X 08/02/16}
Bordetella bronchiseptica Cult/ ELISA X 08/02/16| Leptospira sp; ELISA/ Micg | X 21/05/15)
Helicobacter sp Cultivo X 08/02/16| Mycoplasma arthritidis Cult/ELISA X 19/10/195]
Corynebacterium kutscheri Cult ELISA X 08/02/16| Mycoplasma pulmonis CulVELISA X 19/10/15|
Dermatofitos ~|insp. C!i’mca/Cull:vov X 08/02/16! 5

. Resultados de Parasitologia *

No

Entidad | Método  |pos/neg] N | Fecha | Fecha: 0310216
Endoparésitos DIR/ FLOT X 03/02/16| Examen macroscoépico:
Toxoplasma gondii ELISA X 14107115 No se observan lesiones macroscépicas compatibles con alteraciones
patoldgicas.
Trichosomoides crassicuuda Sedimentacion X 03/02/16]
Ectoparasitos Insp. Clinica X 03/02/16
e Resultados de Virologia * (Serologia)

.. Eofidad ] Método [pos|vogliy [ Fecha] | Entidad | Método [pos/nes];}%, | Fecha
Virus Sialodacryadenitis/ Virus corona IFA X 19/10/15| Coriomeningitis linfocitaria (LCM) IFA X 19/10/15|
(SDA/RCV) Virus Sendai ELISA/IFA X 19/10/185]
Virus Pneumonia (PVM) IFA X 9110115 Reovirus Tipo 3 (REO 3) IFA X [19/10/15
Virus Encefalomielitis Theiler (TMEV) IFA X | % [19110015| Virus Kitham (KRV) IFA X 19/10/15)
Virus Toolan (H-1) IFA X 19/10/15| Virus Hantaan IFA X -

*

Segun lo certificado por la Direccion de Aseguramiento de la Calidad del Centro Nacional parala Produccion de
Animales de Laboratorio, de acuerdo al cronograma de monitoreo de los roedores criados y mantenidos en
sistemas protegidos y que consta en los expedientes de la linea archivados en la Direccion de Calidad.
Documento de referencia “Recomendaciones del monitoreo microbiolégico para Roedores mantenidos y
criados en condiciones controladas”.

Valido a partir de ABRIL /2016 habia JUNIO /2016

e

Este certificado esCopia fiel de la original que se elabora a partir de la liberacién de la linea para su
comercializagion

1l r.'--'"PAL,,'m%i_,

__[ " l/Reahzadopdeci o Aprobaga por _Revisado por
Cargo Especieﬂi al.i“pémci(gg_$ﬁgqg:!ﬁ!ﬁﬁl A Dire(;ci(ﬁn((}q’P{bducci(’m Diswribuidor
: _, — 3 7 >
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