Universidad

Inca Garcilaso de la Vega

Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Biloguimica
Nuevos Tiempos. Nuevas ideas

ACTA DE EXAMEN DE TITULACION

Siendo las _ 8?92  horas del dia 26 de Noviembre de 2018, en el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica, el jurado designado por Resolucién N°
1011-2018-D/FCsFB, de fecha 22 de Noviembre 2018, procedié a evaluar a la Bachiller:
GARIBAY AYALA, EULALIA; postulante al Titulo Profesional de Quimico Farmacéutico y
Bioguimico por la Modalidad de Trabajo de Investigacion, Tesis. Titulado: “EFECTO

ANTIINFLAMATORIO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DEL FRUTO DE Genipa americana
“WITO” EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION.”

Siendo Iasq'vo horas, finalizada la Exposicién y la absolucion de las preguntas y
observaciones, se procedié a la calificacion del aspirante al Titulo Profesional de Quimico
Farmacéutico y Bioquimico, obteniendo el siguiente resultado:

...................................................................................................................

Por lo que lo declaramos apto para que se le confiera el Titulo de QUIMICO
FARMACEUTICO Y BIOQUIMICO.

Se extiende la presente Acta de conformidad con el Reglamento de Grados y Titulos de la
facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica.

Lima, 26 de Novitbre de 2018

Dr. NESQUEN TASAYCO YATACO Mg. ZARLO$ CANO PEREZ
Presidente del Jurado

Mg. FLO INO LINARES SOTO Mg. PEDRO JACINTO HERVIAS
Secretario del Jurado Asesor

DR. JAIME ALIAGA TOVAR
JEFE DE LA DFICINA DE GRADOS Y TITULOS

FACULTADDEC FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA



Universidad

Inca Garcilaso de la Vega

Facuitad de Ciencias Farmacéuticas y Bioguimica
Nuevos Tiempos. Nuevas ideas

ACTA DE EXAMEN DE TITULACION

Siendo fas _8: 99 horas del dia 26 de Noviembre de 2018, en el Auditorio de Ia
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica, el jurado designado por Resolucién N°
1011-2018-D/FCsFB, de fecha 22 de Noviembre 2018, procedié a evaluar a la Bachiller:
VILLACORTA GRANDEZ, JUANA INES; postulante al Titulo Profesional de Quimico

Farmacéutico y Bioquimico por la Modalidad de Trabajo de Investigacion, Tesis. Titulado:
“EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DEL FRUTO DE Genipa
americana “WITO” EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION.”

observaciones, se procedié a la calificacién del aspirante al Titulo Profesional de Quimico
Farmacéutico y Bioquimico, obteniendo el siguiente resultado:

Por lo que lo declaramos apto para que se le confiera el Titulo de QUIMICO
FARMACEUTICO Y BIOQUIMICO.

Se extiende la presente Acta de conformidad con el Reglamento de Grados y Titulos de la
facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica.

Lima, 26 de Noviembre 018

=2 Coy

Dr. NESQUEN TASAYCO YATACO Mg. CARLOS CANO PEREZ
Presidente del Jurado Vo el Juyado

Mg/,@ﬁsNﬂub’umAREs SOTO Mg. PEBRO JACINTO HERVIAS
Setretario del Jurado Asesor

DR.[JAIME ALIAGA TOVAR
JEFE DE LA OFICINA DE GRADOS Y TITULOS
FACULTADDE FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA



UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA.

EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DEL FRUTO DE Genipa americana “WITO”
EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION
Tesis para optar al Titulo Profesional de Quimico Farmacéutico y
Bioquimico

TESISTAS: EULALIA GARIBAY AYALA
JUANA INES VILLACORTA GRANDEZ

ASESOR: Mg. PEDRO JACINTO HERVIAS

LIMA — PERU

2018



DEDICATORIA

A Dios, por ser mi fuerza y guia para lograr todo lo que anhelo en la vida. A Lidia,
mi mama por darme fuerza y apoyo constante para seguir adelante y lograr mis
metas. A las personas que confiaron en mi y de alguna forma aportaron con sus

palabras alentadoras para culminar mi carrera profesional.

Eulalia

A mi familia, quienes estuvieron conmigo apoyandome en el trayecto de mi

formacion universitaria y en el desarrollo de mi trabajo de tesis.

Juana



AGRADECIMIENTO

A la Universidad Inca Garcilaso de la Vega por brindarme la oportunidad de
pertenecer a la familia garcilasiana y contribuir en mi formacion personal y

profesional.

A nuestro asesor de tesis, agradecerle de manera especial por haberme guiado, no
solo en la elaboracion de este trabajo de titulacion sino a lo largo de nuestra carrera

profesional y brindarnos su apoyo.

A los docentes, por sus conocimientos y valores que nos brindaron y su apoyo

constante en nuestra formacion profesional.
A nuestra familia, por su apoyo fundamental en nuestra formacién profesional.

A las personas que de alguna manera nos brindaron su ayuda para lograr nuestra

investigacion.

Eulalia y Juana.



ABREVIATURAS

PCR.- Proteina c reactiva.

DPPH.- 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo

ERO.- Especies reactivas de oxigeno.

MHC.-Complejo mayor de histocompatibilidad.
CD4.-Cumulo de diferenciacion 4.

CYTED.-Programa iberoamericano de ciencia y tecnologia para el desarrollo.
UPLC.-Cromatografia de liquidos de ultra-alta resolucién.
COX.-Ciclooxigenasa.

PGG2.-Prostaglandina G2.

TXA2.-Tromboxano

IL.- Interleucina.



INDICE GENERAL

Acta de sustentacion
Dedicatoria
Agradecimiento
Abreviatura

indice general

indice tablas

indice de figuras
indice de anexos
Resumen

Abstract

Introducciéon

CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1. Descripcion de la realidad problematica
1.2. Formulacién del problema
1.2.1. Problema general
1.2.2. Problemas especificos
1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general
1.3.2. Objetivos especificos
1.4. Justificacion e importancia del estudio
CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del estudio

Pag

aa o »~ b WO W W W W



2.2.
2.3.

2.4.

2.5.

2.1.1. Nacionales

2.1.2. Internacionales

Bases tedricas

Hipotesis

2.3.1. Hipdtesis general

2.3.2. Hipotesis especificas

Variables

2.4.1. Tabla de operacionalizacion de variables

Marco conceptual

CAPITULO lll: METODO

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.5.

Tipo de estudio

Diserio a utilizar

Poblacién

Muestra

Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

Procesamiento de datos

CAPITULO IV: PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

4.1.

4.2.

4.2.

Presentacion de resultados
Contrastacion de hipotesis

Discusion de resultados

CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.

5.2.

Conclusiones

Recomendaciones

REFERENCIAS

ANEXOS

20
20
20
21
21
21
24
24
24
28
28
28
28

29
29

36
37
39
39
40
41

45



Tabla 1.

Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

INDICE DE TABLAS

Marcha de solubilidad del extracto hidroalcoholico del fruto de
Genipa americana (Wito)

Marcha fitoquimica del extracto hidroalcohdlico del fruto de
Genipa americana (Wito)

Volumenes promedio de inflamacion y eficacia antiinflamatoria
del extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa Americana
(wito) en ratas

Prueba de ANOVA de los volumenes de inflamacion en edema
plantar de la rata en los seis grupos de tratamiento

Prueba Post Hoc de Tukey del valor medio de la inflamacién

durante 7 dias segun grupos de tratamiento

Pag
29

31

32

35

35



Figura 1.
Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

INDICE DE FIGURAS

Fases del proceso inflamatorio
Mediadores quimicos en la inflamacion aguda

Resultados de ensayo de solubilidad del extracto
hidroalcoholico del fruto de Genipa Americana (wito)
Resultados del ensayo de marcha fitoquimica del extracto
hidroalcohdlico del fruto de Genipa Americana (wito)
Porcentaje de eficacia antiinflamatoria del extracto
hidroalcoholico del fruto de Genipa Americana (wito) en ratas
Volumen medio de inflamacion del extracto hidroalcohdlico
del fruto de Genipa americana (wito) en edema plantar de la

rata

Pag
10
11

30

33

34



Anexo 1.

Anexo 2.

Anexo 3.
Anexo 4.
Anexo 5.
Anexo 6.

Anexo 7.

INDICE DE ANEXOS

Matriz de consistencia

Analisis descriptivo del efecto antiinflamatorio del extracto
hidroalcoholico del fruto de Genipa americana (wito) en ratas

Andlisis Post Hoc de tukey segun grupos de tratamiento
Clasificacion taxondmica del Genipa americana (wito)
Testimonios fotograficos

Comparaciones test de Tukey

Validacion de instrumentos

Pag
45

47

48
50
51
54

57



Resumen

El objetivo del presente estudio de investigacion fue determinar el efecto
antiinflamatorio del extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana (wito) en
animales de experimentacion. Se uso carragenina al 2% para inducir edema plantar
en pata de la rata, en la aponeurosis plantar de la pata derecha trasera de la rata
se inyecto 0.1 mL. El volumen de la inflamacion fue determinada mediante un
plestismometro a las una, dos, cinco y siete horas luego de administrar los
tratamientos por via oral. Se usé 36 ratas machos alvinos cepa holtzman y fueron
distribuidos al azar en 6 grupos a los que se administraron los siguientes
tratamientos: Grupo 1: solucién salina fisiologica (5 mL/Kg); Grupo 2: indometacina
(10 mg/Kg); Grupo 3: dexametasona (2 mg/Kg); grupo 4: extracto (100 mg/Kg);
Grupo 5: extracto (300 mg/Kg); Grupo 6: extracto (500 mg/Kg). Se hallg, que el
extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana (wito) fue muy soluble en
agua y etanol que son solventes polares, soluble en metanol, poco soluble en
cloroformo e insoluble en éter de petroleo. Se evidencié que los metabolitos
secundarios presentes fueron compuestos fendlicos, alcaloides, flavonoides y
azucares reductores. De los tres niveles de dosis del extracto (100 mg/Kg, 300
mg/Kg y 500 mg/Kg) evaluados, el que mostré mejor porcentaje de eficacia en el
efecto antiinflamatorio fue para el grupo de dosis 500 mg/Kg (29.4%), seguido de la
dosis de 300 mg/Kg (17.6%) y 100 mg/Kg (11.8%) el cual es estadisticamente
significativo comparado con los grupos controles (p<0,05), el efecto antiinflamatorio
fue dosis dependiente. Se arribd a la conclusién de que el extracto hidroalcohélico
de Genipa americana (wito) tiene efecto antiinflamatorio en ratas con induccién a

edema plantar.

Palabras clave: Genipa americana, wito, antiinflamatorio, ratas



ABSTRACT

The objective of this research study was to determine the anti-inflammatory effect of
the hydroalcoholic extract of the genipa americana (wito) fruit in experimental
animals. 2% carrageenan was used to induce plantar edema in rat paw, in the
plantar aponeurosis of the right rear leg of the rat 0.1 mL was injected. The volume
of inflammation was determined by a pismismometer at one, two, five and seven
hours after administering the oral treatments. We used 36 rats male alvinos holtzman
strain and were randomized into 6 groups to which the following treatments were
administered: Group 1: physiological saline solution (5 mL / Kg); Group 2:
indomethacin (10 mg / Kg); Group 3: dexamethasone (2 mg / Kg); group 4: extract
(100 mg / Kg); Group 5: extract (300 mg / Kg); Group 6: extract (500 mg / Kg). It was
found that the hydroalcoholic extract of the genipa americana (wito) was very soluble
in water and ethanol which are polar solvents, soluble in methanol, poorly soluble in
chloroform and insoluble in petroleum ether. It was evidenced that the secondary
metabolites present were phenolic compounds, alkaloids, flavonoids and reducing
sugars. Of the three dose levels of the extract (100 mg / Kg, 300 mg / Kg and 500
mg / Kg) evaluated, the one that showed the best percentage of efficacy in the anti-
inflammatory effect was for the dose group 500 mg / Kg (29.4% ), followed by the
dose of 300 mg / Kg (17.6%) and 100 mg / Kg (11.8%) which is statistically significant
compared to the control groups (p <0.05), the anti-inflammatory effect was dose-
dependent. Itis concluded that the hydroalcoholic extract of Genipa americana (wito)

has anti-inflammatory effect in rats with induction to plantar edema.

Keywords: Genipa americana, wito, anti-inflammatory, rats



INTRODUCCION

La farmacologia experimental pre clinica suele con frecuencia usar animales de
laboratorio para en ellos, aplicar modelos experimentales farmacolégicos y asi
proveer la oportunidad de estudiar in vivo diversas estrategias terapéuticas como
paso previo a los ensayos clinicos. Dentro de las estrategias terapéuticas se
encuentran los ensayos para evaluar los procesos antiinflamatorios a partir de
productos naturales en especial los derivados de especies vegetales. Las plantas
medicinales contienen diversos metabolitos secundarios a los que se deben sus
efectos terapéuticos, sus acciones se basan en el fitocomplejo que presentan, es
decir al conjunto de componentes activos que contienen, se potencian entre ellos y
qgue por lo general no son acumulables en el organismo y sus efecto adversos son
escasos (1. Las diferentes especies de plantas contienen gran variedad de
componentes quimicos y muchos de ellos no se conocen a plenitud por lo que es
necesario realizar investigaciones e incorporarlo a la terapéutica de diversas
enfermedades @. La inflamacion es una respuesta al dafio celular y otros tejidos
causados por agentes quimicos, biolégicos o fisicos durante un proceso agudo o
cronico como ejemplo la osteoartristis ). En el proceso inflamatorio se forman
especies reactivas de oxigeno el cual pueden originar estrés oxidativo, dafar a las
células y causar patologias cronicas . Para hacer frente al estrés oxidativo se han
empleados diversos componentes extraidos de plantas medicinales como es el
caso de los compuestos fendlicos, flavonoides, taninos, entre otros, es asi que surge
el interés de investigar las propiedades antiinflamatorias de Genipa americana
(Wito) en modelos de animales de experimentacion in vivo, esta especie vegetal es
considerada como alimento que puede contribuir al tratamiento y prevencion de
enfermedades ya que se le atribuye propiedades terapéuticas antioxidantes ©). El
fruto de Genipa americana (wito) es comestible, a sus hojas se le atribuye
propiedades hipolipemiantes ®, sus hojas y frutos se han usado como antiulceroso
y antidiarreico . El principal objetivo del presente trabajo de investigacion es
determinar el efecto antiinflamatorio del Genipa americana en animales de

experimentacion.



1.1

CAPITULO |
PROBLEMA DE INVESTIGACION

Descripcion de la realidad probleméatica

Para el desarrollo de fitofarmacos, es necesario realizar investigaciones de
los componentes activos, tanto su identificacion, aislamiento y purificacion,
luego evaluar sus propiedades biologicas pre clinico y clinicos e incorporar a
la terapéutica para el tratamiento patologias relacionadas. La inflamacién se
define como “la accion del sistema inmunitario del organismo frente al dafio
ocasionado a las células y los diversos tejidos y 6rganos vascularizados por
agentes bacterianos patdgenos y/o por algun otro agresor de naturaleza
quimica, biolégica, mecanica o fisica” ®). El proceso inflamatorio implica gran
gasto de energia metabdlica, en situaciones cronicas suele ocasionar
enfermedades degenerativas como arterioesclerosis, artritis o cancer. La
inflamacion aguda puede dar lugar a fiebre, malestar, modificar los leucocitos
circulantes y el perfil de las proteinas dando lugar a reaccion organica
generalizada conduciendo a estados crénicos e incluso la muerte del
paciente.® La respuesta de los tejidos a la inflamacion se relaciona a:
primero, estimula las terminaciones nerviosas, causa dolor y libera
neuropéptidos; segundo, las células afectadas secretan proteinas
intracelulares como, factor nuclear HMGB1 y N-formil-péptidos (FP)
mitocondriales; tercero, los microorganismos incitan, en colaboracién con los
anteriores, a una respuesta inmunoldgica innata, y cuarto, en el foco
inflamatorio se reclutan leucocitos en el lugar de la lesion ©. Los procesos
comunes involucran liberacion de diferentes mediadores, fagocitosis,
estimulacién quimiotacticos, secrecion de enzimas lisosomales, activacion de
la coagulacion (19, Para inducir inflamacién, se usa con frecuencia la
carragenina, las cuales involucra en la primera fase a los autacoides y en la

segunda fase a las prostaglandinas, por tanto las sustancias inhibitorias de



1.2.

1.3.

la produccion de prostaglandinas son eficaces en la inhibicion del edema

producido por carragenina @b,

La gran variedad de productos vegetales con destacadas propiedades
medicinales ha promovido aumentar las investigaciones, que tienen como
objetivo comprobar los usos de la medicina tradicional empirica. Existen
medicamentos estandares para tratar la inflamacién, con variados efectos
adversos y muchas veces su acceso es limitado por su costo elevad. Por
tanto, se requiere investigaciones que permitan el uso de productos
vegetales alternativos y de costo reducido, que ayuden a combatir procesos

inflamatorios con la menor cantidad de efectos adversos.
Formulacion del problema
1.2.1. Problema general

1. ¢El extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana “Wito”

tiene efecto antiinflamatorio en animales de experimentacion?
1.2.2. Problemas especificos

1. ¢Cudles son los principales grupos de metabolitos secundarios del
extracto hidroalcoholico del fruto de Genipa americana (Wito)?

2. ¢En qué solventes presenta mayor solubilidad el extracto
hidroalcoholico del fruto de Genipa americana (Wito)?

3. ¢Cual es la dosis del extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa
americana (Wito) que tiene mayor efecto antiinflamatorio en
animales de experimentacion?

Objetivos

1.3.1. Objetivo general
1. Determinar si el extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa
americana (Wito) tiene efecto antiinflamatorio en animales de

experimentacion



1.4.

1.3.2. Objetivos especificos

1. Determinar los principales grupos de metabolitos secundarios
presentes en el extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa
americana (Wito)

2. Determinar en qué solventes presenta mayor solubilidad el extracto
hidroalcoholico del fruto de Genipa americana (Wito)

3. Determinar la dosis del extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa
americana (Wito) que presenta mayor efecto antiinflamatorio en

animales de experimentacion

Justificacién e importancia del estudio

El conocimiento tradicional de los recursos biolégicos es importante porque
contribuye al sostenimiento de los mismo, en este sentido se debe intensificar
los estudios etnoboténicos y etnobioldgicos para aumentar el conocimiento
cientifico de los recursos naturales y que contribuyan a tratar enfermedades
en la poblacién (., La OMS (Organizacién Mundial de la Salud) avala el uso
de la medicina natural y tradicional en paises desarrollados y en vias de
desarrollo por tener menor efecto adverso y costo accesible a la poblacion ©).
El presente trabajo pretende contribuir con el conocimiento sobre el efecto
del extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana (Wito) en el
tratamiento de la inflamacion, de esta forma se contribuye a brindar una
alternativa al aumento de efectos adversas que presentan los esquemas
actuales de tratamiento y proponer un tratamiento alternativo. Se pretende
hallar evidencias cientificas para el uso terapéutico en el tratamiento de la
inflamacion y orientar su comercializacion y produccion con fines
terapéuticos. Se beneficiaran con los resultados los productores y el publico
en general, en especial los pacientes que sufren de inflamacion ya que, al
proporcionar sustento cientifico se generara mayor demanda cultivo y de

compra.



2.1.

CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Antecedentes del estudio

2.1.1. Nacionales

Arroyo A, et al. 12 (2012), En su estudio “Efecto antiinflamatorio del
extracto hidroalcohdlico de Oenothera rosea (yawar socco) en ratas
con induccion a la inflamacién aguda y crénica”. Para el ensayo del
efecto agudo, indujeron edema en la subplantar con carragenina y
edema auricular con xilol. Para el ensayo cronico usaron el granuloma
inducido por carragenina Usaron 132 ratas con peso promedio de 300
g, distribuidas en forma aleatoria en grupos de 8 ratas cada uno;
primero, grupo control con solucion salina fisiologica 5 mL/Kg,
segundo, sustancia inductor de inflamacién (Al), tercero, cuarto y
quinto grupo con (Al) mas extracto en tres niveles de dosis y el exto y
séptimo grupo con (Al) mas ibuprofeno y dexametasona; en 56 ratas
evaluaron frente a la accion de carragenina, consideraron mililitros de
volumen de la subplantar, observaciones histol6gicas y porcentaje de
eficacia antiinflamatoria, asi mismo frente al xilol expresando en
miligramos de una porcién del I6bulo (oreja derecha). Usaron 50
ratones para el ensayo de toxicidad aguda, 20 ratas normales para el
estudio de efectos a dosis diarias por 28 dias. Hallaron un 60% de
disminucién de la inflamacién aguda (p<0,01), 60% de la inflamacién
en el ensayo cronico (p<0,05) y la Proteina C reactiva (PCR)
disminuy6 en 45% (p<0,03); no encontraron evidencia de reacciones
adversas, determinaron una dosis efectiva media de 61 mg/kg.
Concluyen gque el extracto hidroalcohdlico de Oenothera rosea en
ratas evidenci6 efecto antiinflamatorio, no hubo cambios

histopatoldgicos y hematolégicos en ratas.

Enciso et al. ¥ (2011), en su estudio “Efecto antiinflamatorio y

antioxidante de los flavonoides de las hojas de Jungia rugosa Less

5



(matico de puna) en un modelo experimental en ratas”. Recolectaron
las hojas en el cerro Condorcunca, a 3 500 msnm, distrito de Quinua,
departamento de Ayacucho. Usaron carragenina para inducir edema
plantar a ratas, en sangre se cuantifico los niveles de proteina C
reactiva (PCR) e interleuquinas; ademas indujeron granuloma y se
evaluo por histopatologia. El efecto antioxidante se evaluo in vitro por
neutralizacion del radical DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo).
Evidenciaron que disminuyé en 43% la inflamacion, asi también
disminuyo los valores de interleucinas 1, 6 y la proteina C reactiva
(PCR) en 80%, 90% y 78%, respectivamente, comparado con el
control (p<0,05), el efecto fue a dosis dependiente, hubo 97,7% de
inhibicion de los radicales DPPH. Concluye en que la fraccion flavonica
obtenida de las hojas de Jungia rugosa Less es antioxidante y

antiinflamatoria.

Criséstomo A, et al. @4 (2014), realizaron el estudio “Actividad
antibacteriana in vitro del extracto del Jagua (Genipa americana |.)
Frente a Staphylococcus sp, de la Universidad Hermilio Valdizan,
Huanuco”. Recolectaron cepa de Staphylococcus sp, de la mucosa
oral, luego aislaron y realizaron un antibiograma. Efectuaron siete
tratamientos y realizaron 8 repeticiones. T1 fue el grupo control, T2,
T3y T4 fueron tratados con el extracto de jagua en soluciones al 50%,
75% y 100% respectivamente; T5 se uso la pulpa y finalmente en T6
y T7 se usaron discos de sensibilidad antibacteriana de eritromicina y
amoxicilina mas &cido clavulanico respectivamente. Obtuvieron halos
de inhibicion muy relevantes en T3 (75%) y T4 (100%), los halos
promedio fueron de 17.1 mm y 22.6 mm, estadisticamente fue similar
a la actividad antibacteriana que la amoxicilina mas acido clavulanico.
La conclusion a la que arriban fue que el fruto posee actividad
antibacteriana frente a Staphylococcus sp.



2.1.2. Internacionales

Fernandez P, et al. ® (2004), realizaron el estudio “Efecto
antiinflamatorio del extracto acuoso liofilizado de Ocimum tenuiflorum
L. en ratas”. Para provocar inflamacién aguda usaron carragenina,
dextran, histamina y serotonina a ratas, la dosis del extracto fueron
250, 500 y 1000 mg/Kg sobre la inflamacion aguda; asi mismo la dosis
de 50, 150y 450 mg/kg en el ensayo de granuloma inducido por pellets
de algoddn. El extracto acuoso liofilizado evidencié disminucion del
volumen de los edemas inducidos, excepto sobre el inducido por la
serotonina. Las dosis de 150 y 450 mg/Kg disminuyeron de forma
significativa el peso del granuloma con ausencia de efectos sobre el
timo y las glandulas suprarrenales. Hallaron que el extracto liofilizado

usado en el estudio posee propiedades antiinflamatorias en ratas.

Alvarez, G. 9 (2013), realizé el estudio “Extraccion, caracterizacion y
valoracion de Genipina a partir del fruto de la Genipa americana,
Facultad de ciencias naturales. Santiago de Cali”. Usé frutos verdes
de Genipa americana, realizé la extraccion de Genipina; mediante el
método de extraccion liquido — liquido, emple6 como solvente el
acetato de etilo, separ6 el compuesto mediante cromatografia flash,
para valorar el compuesto realizé Cromatografia Liquida. Para
caracterizar el Genipina utilizé técnicas instrumentales como
Espectrometria de masas con ionizacion por Electrospray (ESI-MS),
espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), UPLCy
Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Los
hallazgos indican que el porcentaje de rendimiento fue de 45 % de

Genipina de alta pureza, la cual puede ser utilizada como colorante.

Tenesaca S. @7 (2012), en su estudio “Elaboracion de cosméticos

decorativos a partir de frutos verdes de Genipa americana L.”, el
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principal componente fue el Geniposido, responsable de la coloracion
negro azul, que se forma al estar en contacto con grupos aminos
primarios que se encuentra en el coladgeno de la piel. Se aisl6 3,5 mg
de Genipdsido. Concluye que la 6ptima extraccion de la sustancia, es
al usar etanol 50% a 20°C, con respecto al sistema de solventes fue
una proporcién de (1:30). Elaboré un producto cosmético, delineador
semipermanente tipo emulsion O/W; realizaron los estudios fisicos
guimicos necesarios. Finalmente, el producto cosmético obtenido
presentod caracteristicas deseables y cumple con las especificaciones

de referencia.

2.2. Bases teodricas
2.2.1. Lainflamacion

Se define a la inflamacion como respuesta fisiol6gica y bioquimica de
defensa del organismo frente a estimulos nocivos, tales como traumas
fisicos, patdgenos, agentes irritantes, proceso complejo que engloba
accion coordinada de muchas células, el cual altera la permeabilidad
vascular y la sintesis de mediadores inflamatorios locales, como
prostaglandinas, esteroides, quimiocinas, citocinas, factores de
crecimiento y especies reactivas de oxigeno (ERO). La abundante
produccion de los ERO induce estrés oxidativo y produce dafios a la
célula, promoviendo aparicion de patologias cronicas. A nivel
macroscopico, se aprecia que la inflamacion es caracterizada por la
presencia de rubor, calor, dolor, tumefaccién (hinchazon), y alteracién o

inhibiciéon de la funcion del lugar afectado (819,
2.2.2. Fisiologia de la respuesta inflamatoria

El sistema de la respuesta inflamatoria comprende las siguientes fases:
1) vasodilatacion, 2) aumento en la permeabilidad vascular, y 3)

infiltracion celular. Los componentes celulares que comprenden son



neutrofilo, macréfagos, células “natural killer”, células dendriticas,
ademas de proteinas como el Complemento de reactantes de fase aguda
y la cascada de la coagulacién. Las prostaglandinas y el 6xido nitrico
causa vasolilatcion y origina aumento del flujo sanguineo local.
Clinicamente se observa como aumento del calor. El aumento en la
permeabilidad vascular, se debe a la retraccion del endotelio celular. La
respuesta ocurre inicialmente en las vénulas y ocasiona exudado rico en
proteinas, el propoésito es conducir mediadores solubles, proteinas y
anticuerpos de fase aguda en el lugar de la lesion. Clinicamente se
manifiesta como edema y aumento de volumen. Los productos
bacterianos, las citocinas quimiotacticas y elementos del complemento
promueven la migracion de leucocitos al lugar de lesion. El infiltrado con
neutréfilos predomina en la inflamacion aguda, mientras las células
mononucleares y monocitos son tipicos de la inflamacion crénica, esta
migracion especifica de linfocitos estd regulada por quimiocinas. La
respuesta adquirida es producida por la presentaciéon de un antigeno a
los marcadores CD4 y CD8 por los complejos de histocompatiblidad
mayor clase | y Il (MHC) respectivamente. La respuesta inflamatoria
funciona eficazmente para limitar la lesion o infeccién y promover la

reparacion de los tejidos (20:21),
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Figura 1. Fases del proceso inflamatorio
Fuente: Garcia A, et al 2000 2

2.2.3. Componentes reactivos de la inflamacion

En la inflamacion existe aumento excesivo de produccion de radicales
libres, que a su vez participan activamente en el proceso de la
inflamacion y sus complicaciones. Los componentes reactivos del
oxigeno producidos por los macrofagos y neutrofilos pueden liberarse
luego de la exposicién a los agentes inmunocomplejos, quimiotacticos o
frente a la fagocitosis. Ademas de la tener funcion defensiva frente a los

EROs (especies reactivas del oxigeno) como microbicidas, son el
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estimulo potente que incrementan la permeabilidad vascular, la sintesis
de citoquinas pro inflamatorias (TNF-a, IL-8, IL-1B), que a su vez
estimulan mayor sintesis de EROs, de factores quimiotacticos (LB4),
estimulan moléculas de adhesion leucocitaria endotelial, inactivan
antiproteasas como la a-1-antitripsina el cual aumenta la destruccion de
los elementos tisulares como la elastina, produciendo peroxidacion
lipidica en las membranas plasmaticas y oxidacién del DNA. De esta
forma, el EROs modifica la funcién celular e induce dafio a los tejidos, el

cual aumenta en el estado de inflamacion 3.

Mediador quimico Accion

Histamina y serotonina (aminas vasoactivas) Incremento de la permeabilidad

Bradicinina Incremento de la permeabilidad y dolor

C3a (producto del complemento, anafilotoxinas)
C5a (producto del complemento, anafilotoxinas)

Prostaglandinas (metabolitos del acido
araquidonico)

Leucotrieno B4(metabolito del acido
araquiddnico)

Leucotrieno C4, D4, E4 (metabolitos del acido
araquiddnico)

Metabolitos del oxigeno (radicales libres)
Factor activador de plaquetas (PAF)

Interleucina-1 (IL-1) y Factor de necrosis
tumoral (TNF) (citocinas)
Oxido nitrico

Incremento de la permeabilidad opsonina

Incremento de la permeabilidad, quimiotaxis, adhesion y
activacidn leucocitaria
Vasodilatacidn, dolor, fiebre, activa a otros mediadores

Quimiotaxis, adhesion y activacion leucocitaria

Incremento de la permeabilidad, broncoconstriccion,
vasoconstriccion

Incremento de la permeabilidad, lesion endotelial y tisular
Incremento de la permeabilidad, broncoconstriccion, cebado
de leucocitos

Reacciones de fase aguda, activacion endotelial, quimiotaxis

Incremento de la permeabilidad, vasodilatacidn,
citotoxicidad

Figura 2. Mediadores quimicos en la inflamacién aguda

Fuente: Ledn M, et al 2015 @4

2.2.4. Inflamacion aguda

La inflamacion aguda es la respuesta frente a una infeccion o lesion
tisular mediante el cual migran leucocitos y proteinas plasmaticas al
lugar de lesion o infeccion. La inflamacion aguda esta conformada por
componentes esenciales: primero, alteraciones de la luz vascular que

aumentan el flujo sanguineo; segundo, cambios en la estructura de los
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micro-vasos que estimulan la salida de proteinas plasmaticas y
leucocitos de la circulacién y tercero, emigracion de los leucocitos de la
microcirculacién, incremento de los mismos en el lugar de la lesion y
activacion para controlar al agente lesivo. La salida de liquido, proteinas
y células desde el sistema circulatorio hacia el tejido intersticial o las
cavidades del organismo se le conoce como exudacion. Un exudado es
un liquido extravascular originado por la inflamacién con incremento
considerable de proteinas, restos celulares, el trasudado es un fluido con
escaso contenido de proteinas, es principalmente un ultra filtrado de
plasma sanguineo y secundario al desequilibrio hidrostatico a través del
endotelio vascular, el edema es un aumento de liquido en las cavidades
cerosas o en el tejido intersticial; puede existir un exudado o trasudado,
el exudado o pus purulento es de origen inflamatorio donde abundan los
leucocitos, la mayor parte son neutréfilos y el resto células

parenquimatosas (25:26),

2.2.5. Via de la ciclooxigensa

La ciclooxigenasa es la primera enzima que participa en la produccién
de TX (tromboxano) y PG (prostaglandinas) que son potentes
vasoconstrictores y agregantes plaquetarios originado del &cido
araquidoénico. Existen 2 sub tipos de la enzima, la COX-1 y COX-2. La
primera se expresa en forma constitutiva en casi todas las células y la
segunda puede ser inducida por citoquinas, endotoxinas y factores de
crecimiento, acciones que son antagonizadas por la administracion de
corticosteroides. Estos sub tipos de ciclooxigenasas ejercen su accion
sobre el acido araquiddnico y provocan dos diferentes acciones: una que
oxigena y produce una estructura en anillo y forma el endoperéxido
ciclico PGG2 y otra actividad de peroxidasa que transforma PGG2 en
PGH2. Los endoperoéxidos son quimicamente inestables, pero por acciéon

de enzimas se forman en diversos productos como las prostaglandinas
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(PGE2, PGD2 y PGFBa o prostaciclina PGI2) que son producto principal
de la ciclooxigenasa que actia como vasodilatador e inhibidor los

tromboxano (TXA2) y de la agregacién plaquetaria 7).

2.2.7. Farmacos antiinflamatorios esteroideos o corticoides

Los corticoides son potentes antiinflamatorios, su accion sobre la
inflamacion lo realizan por diferentes vias; disminuyen la activacion y el
namero de eosindfilos originando apoptosis de los mismos y reducen
algunos de los factores quimiotacticos que abarcan las IL-3 y IL-5,
macrofagos y el factor estimulador de colonias de granulocitos, citoquina
y eotaxina, inhiben la actividad de la fosfolipasa A2 y la expresion de la
ciclooxigenasa 2 (COX-2). La ciclooxigenasa 1 (COX-1) se ve poco
afectada por los farmacos corticoides. Aunque en un inicio se penso que
los corticoide inhibian en forma directa la accién de la fosfolipasa A2, se
conoce en realidad que la inhiben de forma indirecta, al incrementar la
produccion de determinadas proteinas de la familia de la anexina, de las

cuales la mejor estudiada es la lipocortina 1 9,

2.2.8. Farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Los farmacos AINES (antiinflamatorios no esteroides) constituyen un
grupo de compuestos de estructura quimica diferente que tienen como
accion primaria de inhibir la produccion de prostaglandinas, por medio de
la inhibicion de la ciclooxigenasa.. Las principales acciones
terapéuticos de los farmacos AINES derivan de su capacidad de inhibir
la produccion y liberacion de las prostaglandinas que actian como
mediadores quimicos de la inflamacion (inhiben con menor o mayor
potencia y eficacia a las isoformas de las ciclooxigenasas), también
disminuyen inespecificamente la permeabilidad, ya que Ilas

prostaglandinas son responsables de la vasodilatacion por su accion
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sobre los factores inmediatos de la inflamacion, el cual ocasiona fiebre,
dolor y aumento de la permeabilidad vascular °. La primera enzima en
la via de produccion de las PG (prostaglandinas) es la enzima sintasa de
prostaglandina (G/H), conocida también como ciclooxigenasa (COX),
responsable de transformar el acido araquidonico (secretado por las
membranas de las células, ante la presencia del estimulos nocivos) en
los productos inestables PGG2 y PGH2, y que finaliza en la sintesis de
TXA2 y variadas prostaglandinas. Los farmacos antiinflamatorios no
esteroideos, en altas concentraciones suelen disminuir la sintesis de
radicales superoxido, favorecer la apoptosis, inhibir la expresion de
moléculas de adherencia, disminuir el numero de citoquinas
proinflamatorias (IL-1, TNFa); alteran la actividad de los linfocitos y
muchas otras funciones de la membrana celular. Sin embargo, existen
opiniones diversas en cuanto a que las acciones descritas puedan
contribuir al efecto antiinflamatorio de este grupo de farmacos en las

dosis que se logran en el uso clinico 0,

2.2.9. Modelos experimentales para estudio de actividad antiinflamatorio

Para investigar las acciones y efectos antiinflamatorios de algun
compuesto se ensayan diversas metodologias para valorar diversos
aspectos del proceso inflamatorio: Uno es inducir tumor (modelos de
edema: subplantar, auricular, pulmonar); otro aspecto es el color
(presencia e intensidad de eritema cutaneo), dolor (contorciones
abdominales), calor (piresis), asi como aumento de la permeabilidad
capilar; migracion leucocitaria (fagocitosis, pleuritis), formacion de
exudado (pleuritis experimental), proliferacion celular (granuloma,
fibroma), alteracién o disfuncion de miembros (artritis crénica y aguda),
efecto como antiagregacion plaquetario (embolia pulmonar), asi también
como otras caracteristicas de mecanismo de accion: indirecta o directa

(ensayo sobre animales suprarrenal ectomizados), curativa, preventiva o
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Inmunosupresora (artritis cronica), otros como inhibicién de mediadores
quimicos (analisis en exudados); Accion sistémica o Tépica (produccion
de edema auricular), mecanismo periférico o central (tratamiento intra
cerebro-ventricular). Existen también modelos ““in vivo”" muy usados
para los estudios de moléculas con efecto antiinflamatorio. Dentro de las
técnicas usuales y validadas esta el modelo de edema, alteraciones de
la permeabilidad capilar, migracion leucocitaria. Estos métodos de
tamizaje son por lo general independientes del compuesto a ser
evaluado, también tenemos el modelo cronico de produccion de
granuloma subcuténeo en la rata o raton inducido por la implantacion de
pellets de algoddn en la region inter escapular. A pesar de que en la
mayoria de oportunidades no se llega a elucidar un mecanismo de accion
definitivo de la sustancia de prueba, estos modelos pre clinicos resultan
muy importantes y representan el inicio para la explicacion farmacoldgica
de nuevas sustancias capaces de actuar sobre el curso de la inflamacion.
La accion o actividad antiinflamatoria que pudiera producir una molécula
va a depender especialmente de la influencia que pueda ejercer sobre
los factores desencadenantes de la inflamacién que intervienen en los

diferentes modelos de ensayo antiinflamatorio ¢1.32),

2.2.10. Genipa americana (Wito)

a. Clasificacién Taxondmica

DIVISION : Magnoliophyta
CLASE : Magnoliopsida
SUB CLASE : Asteridae
ORDEN : Rubiales
FAMILIA : Rubiciaceae
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GENERO : Genipa
ESPECIE : Genipa americana L.

Nombre vulgar  : Wito

b. Caracteristicas de Genipa americana

El arbol silvestre Genipa americana, especie del género Genipa, se
llega a expandir probablemente desde las cuencas amazonicas, su
distribucion mediante los tropicos americanos por las comunidades
indigenas en tiempos prehistéricos. Crece en elevaciones que van
desde el nivel del mar hasta los 1200 m, y una temperatura media anual
de 18 a 30°C. Hoy en dia, se encuentra esparcida en América Tropical
y el Caribe, posiblemente sea proveniente de América del Sur donde se
halla en arboles cultivados o silvestres. En la Amazonia del Pera la
podemos encontrar en distintas partes de la zona selvéatica 3. Genipa
americana es una planta de tamafio pequefio a mediano, crece de 8
hasta 20 m de altura, sin embargo, se pueden encuentran especimenes
de hasta 30 metros. El tronco suele tener de diametro entre 30 a 80 cm
y su corteza es gruesa y suave” 3%, En el Amazonas, las plantas de
esta especie florecen de mayo a setiembre y producen frutos entre
setiembre y abril. Los frutos suelen tardan hasta un afio para poder
madurar. En la gran mayoria de los arboles, las abejas polinizan las
flores. Su fruto es tipo vaya, grande, entre 9 a 15 cm de largo, 7 a 9 cm
de ancho, con un peso que oscila entre 200 y 400 gramos, tiene una
capa delgada y correosa de 1 a 2 cm de espesor, su pulpa es color
amarillo - marron. La parte central puede contener hasta 300 semillas,
dentro de las membranas. Las semillas son planas, duras, y de color
marrén oscuro; miden de 10 a 12 mm de longitud y por lo general se
encuentran 10 000 semillas en un kg. Tienen una germinacion alta, pero

lento al inicio del crecimiento. Las flores se encuentran agrupadas en
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inflorescencias terminales, son grandes, con cinco pétalos de color

amarillo o blanco y ligeramente perfumado” ¢4,
c. Constituyentes quimicos de Genipa americana

Entre los constituyentes quimicos presentes tenemos los lipidos: acidos
grasos Yy fitoesteroides; compuestos polifendlicos y taninos;
flavonoides: 3", 4°,5°, 5,7-pentahidroxi-6,8-dimetoxiflavona, 3", 4", 5,7-
tetrahidroxi-6,8-dimetoxiflavona, 4°,5, 6,7-tetrahidroxi-3"-metoxiflavona,
4’-metoxiflavona; iridoides: Genipina que se obtiene a partir del
Genipésido. Monoterpenoides: genipacetal, genipaol; alcaloides:
cafeina; &cidos como el acido tartarico y alcoholes organicos: como el

manitol (39,
d. Principales usos terapéuticos de Genipa americana

Los frutos se considera que son diuréticas, el jugo del fruto se
recomienda en problemas estomacales, principalmente en casos de
enteritis crénica. A la vez se utiliza en problemas respiratorios mas
comunes, especialmente la bronquitis y asma. El fruto verde se usa
como astringentes, antiinflamatoria, cicatrizante, y antihemorragica.
También se puede tostar una porcién y frotarla en la piel para
protegerse de los insectos, es decir se usa como repelente. La raiz tiene
propiedades purgativas, laxantes, mientras que la corteza del tronco en
decocciodn trata Ulceras que se generan a causa de escorbutos. Ademas

de combatir algunos tipos de anemia y afecciones del higado ©6),

2.2.11. Constituyentes quimicos de las plantas

a. Compuestos terpenoides y esteroides
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Triterpenoides. Son compuestos que en su estructura contiene 30
atomos de carbonos, por lo general son producidos por uniéon cabeza-
cabeza, por dos cadenas de 15 carbonos, cada cadena esté constituido
por unidades de isopreno, ambas unidas cabeza-cola, en total esta
formado por 6 unidades de isopreno. Su estructura quimica es por lo
general pentaciclicos y tetraciclicos, estos compuestos suelen contener

grupos hidroxilos, cetonicos y acidos carboxilicos ©7).

Esteroides. Son compuestos derivados del nucleo del esterano o
ciclopentanoperhidrofenantreno, que esta compuesto de hidrégeno y
carbono formando cuatro anillos fusionados, uno pentagonal y tres
hexagonales; tienen 17 atomos de carbono los que describen los tipos

de esteroides 47,

b. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son un grupo estructuras quimicas que tienen
en comun un anillo aromético, con uno o0 mas substituyentes hidroxilo,
se encuentran con frecuencia como glicosidos, unidos a unidades de
carbohidratos. Son compuestos relativamente polares y suelen
presentar solubilidad en agua, pueden detectarse por el intenso color
verde, azul, purpura o negro, que producen cuando se les adiciona una
solucion alcohdlica al 1% o acuosa de tricloruro férrico. Su caracteristica
aromatica les permite tener pronunciada absorcion en la regidn
ultravioleta del espectro, que constituye un método de gran importancia

para su reconocimiento 7).

Flavonoides. Son un grupo muy numeroso y ampliamente distribuido
de componentes quimicos naturales. Se ha establecido como diez
clases de tipos de flavonoides, todos poseen quince atomos de
carbonos en su nucleo basico y estan distribuidos segun el sistema C6-

C3-C6, en el que se aprecia dos anillos de caracter aromatico
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identificados como A y B y estan unidos por una unidad de tres
carbonos que pueden o no formar un tercer anillo. Las moléculas de
antocianinas se ubican en esta clase de compuestos quimicos. Cada
clase de flavonoides, se suele encontrar bajo la forma de glucésidos
unida con una o tres unidades de carbohidrato, por lo general se ubica
en los carbonos 3 y/o 7, dentro de los azlUcares mas comunes tenemos
a la glucosa, galactosa, arabinosa y xilosa; con frecuencia se
encuentran que diferentes carbohidratos se encuentren unidos a una
misma aglicona y en posiciones distintas lo que hace que aumente el

nimero glicésidos conocidos ©8),

Los flavonoides son compuestos quimicos fendlicos que derivan del 2-
fenilcromano, su estructura base es el nucleo benzopiran-4-ona
contiene un sustituyente aromatico. En funcion de su estructura
guimica los flavonoides se han clasificado como flavonoles y flavonas,
dihidroflavonoles y flavanonas, chalconas, isoflavonas y auronas,
antocianidinas. Los compuestos flavonoides son los responsables de
brindar coloracion a las flores y frutos en las plantas. También se
pueden ubicar en la cuticula y en la epidermis de las hojas, de forma
gue aseguran la proteccion de los tejidos frente a efectos nocivos de las

radiaciones ultravioleta @7,

Actividad farmacoldgica de flavonoides. ComiUnmente se reconocen
a los compuestos flavonoides con actividades y propiedades
antioxidantes, antiinflamatoria, antialérgica, antitrombdtica,
hepatoprotectora, anticancirogénica y antiviral. Dentro de estas
propiedades; antiinflamatorias y antioxidantes se han empleado desde
tiempos inmemoriales, tanto en la medicina natural como en la industria,
se han propuesto diversos mecanismos para explican el efecto
antiinflamatorio, en ensayos in vitro se ha demostrado la actividad de
los flavonoides sobre diversos mediadores quimicos y enzimas

proinflamatorias. Existen evidencias contundentes de la actividad de
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los flavonoides en la produccion de mediadores quimicos inflamatorios
por medio de la inhibicion de diversas enzimas implicadas en la cascada
del metabolismo del &cido araquiddnico, asi como en la sintesis de
oxido nitrico. En los ultimos afos se ha propuesto que los flavonoides
pueden modular la supresién génica y es probable que la actividad
antiinflamatoria que suelen presentar sea debida a la supresion de

genes pro inflamatorios 8,
c. Alcaloides.

Son compuestos quimicos heterogéneos fisiolégicamente muy activos,
su principal caracteristica es contener en su estructura quimica
nitrogeno, ademas que los alcaloides derivan de aminoéacidos. Los
alcaloides forman un grupo amplio de metabolitos secundarios de
plantas. Se suelen encontrar en las semillas, cortezas, hojas y raices
como glicésido o al estado libre o formando algunos tipos de sales con

acidos organicos 7).

2.3. Hipotesis
2.3.1. Hipotesis general
1. El extracto hidroalcohdlico del fruto Genipa americana “Wito” tiene

efecto antiinflamatorio en animales de experimentacion.

2.3.2. Hipotesis especificas

1. El extracto hidroalcohdlico del fruto Genipa americana “Wito” tiene
constituyentes quimicos como alcaloides, flavonoides vy
compuestos fendlicos.

2. El extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana (Wito) es
soluble en solventes polares

3. Ladosis del extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana
(Wito) que presenta mayor efecto antiinflamatorio en animales de

experimentacion es de 500 mg/Kg de peso corporal.
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2.4. Variables
2.4.1. Tabla de operacionalizacion de variables

Variables Definicion operacional Dimension o aspecto Indicadores
Independiente Los componentes activos Metabolitos flavonoides, esteroides
Extracto hidroalcohdlico | presentes en extractos de | secundarios y/o triterpenoides,
del fruto de Genipa | especies vegetales alcaloides, compuestos
americana (wito) presentan propiedades fendlicos, taninos,

biol6gicas muy variadas y azucares reductores,
suelen aplicarse en la grupo amino libre,
terapia de diferentes esteroides y/o
enfermedades. triterpenoides
Solubilidad en Agua, etanol, metanol,

solventes de diversas | cloformo, éter de petr6leo

polaridades
Dependiente: Los modelos de animales | Induccion de edema | % de eficacia de la
Efecto antiinflamatorio de experimentacién son | plantar con | inflamacién

muy empleados en la | carragenina 2%
valoracion de actividad
biolégica de diferentes
sustancias y sirven de
sustento cientifico para el

empleo efectivo y seguro

de extractos vegetales

2.5. Marco conceptual

Plantas medicinales. Segun la Organizacion Mundial de la Salud, es todo
aquello que en sus 6rganos, contiene compuestos que pueden ser usadas con
fines medicinales o0 como precursores para la semisintesis quimico-

farmacéutica.

Droga: La OMS define como la parte de la planta medicinal usada en
terapéutica. La Real Farmacopea Espafnola establece que “se consideran

drogas vegetales las plantas, partes de plantas, hongos, algas o liquenes,
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fragmentados o enteros sin procesar, generalmente desecados, aunque

también a veces en estado fresco.

Principios activos. Son toda sustancia capaz de ejercer alguna actividad

farmacolodgica.

Fitoterapia. Ciencia que se ocupa del estudio de la utilizacion de los productos
de origen vegetal con fines terapéuticos, bien sea para atenuar, prevenir o

curar un estado patolégico.

Reacciones de identificacion. Las reacciones de identificacion pueden darse
por; coloracion, precipitacion, cromatografia capa fina, fluorescencia,
microsublimacion,  cromatografia de gases, cromatografia liquida que
permiten identificar determinados componentes o sustancias quimicas que
caracterizan a una planta (alcaloides, flavonoides, triterpenos, lactonas,

taninos entre otras).

Inflamacion. Accién del sistema inmunoldgico del organismo frente al dafio
producido a las células y diversos tejidos vascularizados por bacterias
patdbgenas o cualquier otro agente agresor de naturaleza quimica, fisica,
biolégica o mecanica. Es por lo general una respuesta reparadora; proceso
que involucra gran gasto de energia metabdlica. En ciertas situaciones,
transcurre hacia una forma crénica que puede causar alguna enfermedad

degenerativa como arteriosclerosis, artritis o cancer.

Respuestainmune. Es la respuesta del organismo que distingue lo propio de
los extrafio y su funcion es proteger al organismo de lo extrafio. Esta respuesta
se inicia con la erradicacién del agente que lo provoca. Depende en especial
de tres tipos de células: linfocitos T, linfocitos B y macrofagos. También el

sistema inmune estd conectado de manera integral con el complemento,
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coagulacion, cininas y sistemas fibrinoliticos, todos tienen participacion en la

inflamacion.

Inmunidad. Mecanismos de defensa que permiten al organismo protegerse
de diversos microorganismos presentes en su medio ambiente, ademas evita
el desarrollo de células tumorales y excreta moléculas toxicas producidos en
su interior como producto de infecciones, envejecimiento, traumas o

crecimiento neoplasico.

Antioxidantes. Compuestos de naturaleza quimica o biolégica que se
encargan de contrarrestar de forma directa o indirecta los efectos téxicos de
diversos radicales u oxidantes como oxidacién de proteinas, lipidos y acidos

nucleicos.

Alcaloides. Son compuestos nitrogenados, tienen bajo peso molar, tienen
amplia variedad de estructuras quimicas y actividad biolégica, como por
ejemplo la vincristina usado como anticancerigeno, la morfina con propiedades

analgésica.

CAPITULO IIL.
METODO

Tipo de estudio
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3.2.

El estudio de investigacion en ciencias aplicadas como es la de farmaciay
bioguimica corresponde al tipo experimental porque se trabaja con grupo
control y se manipula la variable independiente, prospectiva porque el estudio
se realiza del presente al futuro, longitudinal porque se realizd varias

medidas.

Disefio a utilizar
El disefio asumido es de experimento en laboratorio para determinar el
efecto antiinflamatorio que presenta el extracto hidroalcoholico del fruto de

Genipa americana (wito) en animales de experimentacion.

3.2.1. Recoleccion y preparacion del extracto hidroalcoholico del fruto
de Genipa americana (wito) (CYTED (8 1995)

Se usO el fruto de Genipa americana (wito) procedente del distrito de
Pichanaqui, provincia de Chanchamayo, departamento de Junin. Se
recolectd 2 Kg del fruto las cuales fueron trasladados al laboratorio de la
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica. Luego se procedi6 a la
seleccion, limpiezay desinfeccion, se obtuvo 300g de pulpa luego se maceré
en 1 L de etanol 70 % en frasco color ambar herméticamente cerrado por 10
dias con agitacion diaria cada 12 horas, transcurrido este tiempo se filtrd,
primero con gasa estéril luego con papel de filtro N° 4, el liquido filtrado se
colocé a la estufa a 40 °C hasta obtencion de un extracto seco, el extracto
obtenido se pesoO, se almacend en frasco color ambar y se colocd a

refrigeracion hasta posterior uso.

3.2.2. Prueba de solubilidad y marcha fitoquimico (Lock de Ugaz ©9),
1994)

a) Prueba de solubilidad
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Se cogié una pequefia muestra de extracto seco y para observar la
solubilidad se adicioné 1 mL de los siguientes reactivos de diferente
polaridad:

Agua, etanol, metanol, n-butanol, acetato de etilo, cloroformo, benceno

b) Marcha fitoquimica
Se cogid aproximadamente 30 mg de extracto seco, se solubilizd con
solvente adecuado, luego se agrego entre | a V gotas de los reactivos
siguientes:
Mayer, Dragendorf, Wagner, Popoff Alcaloides
Tricloruro de aluminio, shinoda  Flavonoides
Tricloruro férrico 1 % Compuestos fendlicos y/o taninos

Gelatina mas cloruro de sodio Taninos

Liebermann — Burchard Esteroides y/o triterpenoides
Fehling a y Fehling B Azucares reductores
Ninhidrina Grupo amino libre

3.2.3. Determinacion del efecto antiinflamatorio (Método Arroyo et al.(%)

2012)

a. Animales de experimentacion
Se us6 36 ratas machos albinos cepa Holtzman, con peso promedio de
220 g adquiridos del Instituto Nacional de Salud, fueron mantenidas en
ayunas 12 horas en condiciones normales de humedad y temperatura. Se
agruparon al azar en 6 grupos (n = 6): Grupo 1: Solucién Salina Fisiolégica
(5 mL/Kg); Grupo 2: Indometacina (10 mg/Kg); Grupo 3: Dexametasona (2
mg/kg); Grupo 4: Extracto hidroalcohdlico del fruto de wito (100 mg/Kg);
Grupo 5: Extracto hidroalcohdlico del fruto de wito (300 mg/Kg); Grupo 6:
Extracto hidroalcohdlico del fruto de wito (500 mg/Kg)

b. Efecto antiinflamatorio
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Se uso el método del Edema Plantar, para medir la inflamacion se realizé
mediante el pletismémetro. El edema se indujo inyectando 0.1 mL de
carragenina al 2% en solucién salina fisiolégica en la aponeurosis plantar
de la pata trasera derecha de la rata. El extracto hidrolcohdlico del fruto
del wito, la droga de referencia Indometacina, Dexametasona Yy el grupo
control solucién salina fisiolégica se administraron por via oral haciendo
uso de una canula intra gastrica 30 minutos antes de la inyeccion de
carragenina. La inflamacion se cuantificO midiendo los volumenes
normales e inflamados de la pata posterior derecha utilizando un
plestismometro manual alas 1, 3, 5y 7 horas después de la administracion
del extracto. El experimento se realizd en el bioterio de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos

3.2.4. Materiales, Equipos y Reactivos
a. Materiales
Beacker de vidrio de 50 mL, 100 mL y 250 mL
Algodén CKF 200 g
Gasa Médica 20 x 20 cm
Papel de filtro whatman N° 4
Bagueta de vidrio
Gotero de plastico
Frasco de vidrio color &mbar de 1 L
Fuente de vidrio Pyirex
Guantes de latex descartable
Mascarilla descartable
Gorro descartable
Pipeta de vidrio 1 mL, 2 mL, 5mL y 10 mL
Propipeta de goma
Mortero y pilén de porcelana
Espatula de metal

Tubos de ensayo de vidrio 13 x 100 mL
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Probeta de 100 mL

Cocinilla eléctrica

Sonda orogastrica para ratas
Jaula de metal para ratas

Jeringa de insulina graduada 1 mL Terumo

. Equipos

Balanza semi analitica marca Sartorius
Balanza analitica marca Sartorius
Balanza triple brazo

Estufa marca Memmert

Campana extractora

. Reactivo

Acetato de etilo

Agua destilada
Benceno

Cloroformo

Etanol

n-butanol

Metanol

Mayer

Draguendorff

Tricloruro férrico
Gelatina mas cloruro de sodio
Fehling Ay Fehling B
Tricloruro de aluminio
Shinoda

Ninhidrina

Liebermann — Burchard

Indometacina
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3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

Desametasona
Carragenina

Extracto hidroalcoholico del fruto de Genipa americana (Wto)

Poblacion
Para el estudio de la actividad antiinflamatoria la poblacién estuvo
conformada por ratas cepa holtzman obtenida del Instituto Nacional de Salud

Muestra
La muestra en estudio estuvo conformada por 36 ratas cepa holtzman
dividido en 6 grupos e inducidas a inflamacion por el método del edema

plantar

Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

La técnica de recoleccion de datos fue la observacion directa de cada
muestra en estudio

Los instrumentos de recoleccidn de datos fueron elaborados ad hoc, los datos
se recolectaron en forma individual de cada animal y fueron tabulados como

se muestra en los resultados

Procesamiento de datos

Se expresan los datos en media aritmética + desviacion estandar,
porcentajes y se presentan en tablas y figuras. En el andlisis estadistico se
empled el analisis de varianza (One-way ANOVA) para averiguar si existe
diferencia estadisticas significantes para las variables en estudio intergrupos
e intragrupos. También se realizé un analisis post hoc mediante la prueba de
Tukey. El nivel de significancia establecido fue P<0.05. Se uso el software

estadistico SPSS version 20.
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CAPITULO IV

PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Presentacién de resultados

4.1.1. Prueba de solubilidad
El extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana (wito) en la
marcha de solubilidad evidencié ser muy soluble en agua y etanol,
soluble en metanol, poco soluble en cloroformo e insoluble en éter de

petréleo, tal como se aprecia en | tabla 1 y figura 3.

Tabla 1: Marcha de solubilidad del extracto hidroalcohdlico del fruto de
Genipa americana (Wito)

Solvente Solubilidad
1. Agua +++
2. Etanol +++
3. Metanol ++
4. Cloroformo +
5. Eter de petroleo -
Leyenda: Muy soluble (+++), Soluble (++), Poco soluble (+), Insoluble (-)

Fuente: Elaborado por los autores
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Figura 3: Resultados de ensayo de solubilidad del extracto hidroalcohdlico del
fruto de Genipa Americana (wito)

Fuente: Elaborado por los autores

4.1.2. Marcha fitoguimica

Se hall6 que los principales grupos de metabolitos secundarios
presentes en el extracto hidroalcoholico del fruto de Genipa americana
(wito) fueron alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos y azlcares
reductores como se observa en la tabal 2 y figura 4.
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Tabla 2: Marcha fitoquimica del extracto hidroalcohdlico del fruto de
Genipa americana (Wito)

Reactivo Constituyentes quimicos Resultado
1. Wagner Alcaloide +
2. Popoff Alcaloide --
3. Mayer Alcaloides +
4. Dragendorff Alcaloides +
5. Shinoda Flavonoides +
6. Tricloruro férrico Compuestos fendlicos +
7. Gelatina + NaCl Taninos --
8. Liebermann — Burchard | Esteroides y/o triterpenoides --
9. Ninhidrina Aminoécidos libres --
10. Fehling Ay Fehling B Azlcares reductores +
Leyenda: Presencia (+) Ausencia (-)

Fuente: Elaborado por los autores

Figura 4: Resultados del ensayo de marcha fitoquimica del extracto

hidroalcohdlico del fruto de Genipa Americana (wito)

Fuente: Elaborado por los autores
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4.1.3. Ensayo del efecto antiinflamatorio

Los resultados del efecto antiinflamatorio se presentan en la tabla 3 los
cuales estan expresados en volumen (mL) del edema plantar en
diferentes tiempos asi como el promedio durante las 7 horas de
observacion. Se hallé que el porcentaje de la eficacia antiinflamatoria fue
mayor para la dosis del extracto de 500 mg/Kg (29.4%) y es significante
comparado con el grupo control (p<0.05), la eficacia antiinflamatoria para
la dosis del extracto de 100 mg/Kg y 300 mg/Kg fueron 11.8 %y 17.6%
respectivamente, asi mismo el grupo de dexametasona obtuvo 23.5% de
eficacia antiinflamatoria, el menor porcentaje de eficacia fue para el grupo
de indometacina (5.9%).

Tabla 3: Volumenes promedio de inflamacion y eficacia antiinflamatoria

del extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa Americana (wito) en ratas

Valor medio
Valor medio de inflamacion (mL) de Eficacia
Grupo inflamacién | antiinflamatoria
1h 2h 5h 7h durante 7 (%)
horas (mL)
Solucién Salina Fisiolégica
1.740.08 | 1.740.16 | 1.8+0.17 | 1.8+0.09 1.740.12 0
(5 mL/Kg)
Indometacina (10 mg/Kg) 1.7+0,05 | 1.6+0.08 | 1.6+0.09 | 1.5+0.12 1.6+0.09 5.9
Dexametasona (2 mg/Kg) 1.6+0.05 | 1.5+0.06 | 1.3+0.12 | 1.1+0.08 1.3+0.08 23.5
Extracto Hidroalcohdlico del
] 1.740.04 | 1.64+0.06 | 1.6+0.05 | 1.4+0.10 1.5+0,08 11,8
fruto de wito 100 mg/Kg
Extracto Hidroalcohdlico del
] 1.6+0.07 | 1.5+0.08 | 1.3+0.09 | 1.2+0.08 1.4+0.09 17.6
fruto del wito 300 mg/Kg
Extracto Hidroalcohdlico del
) 1.4+0.05 | 1.2+0.08 | 1.1+0.08 | 1.0+0.04 1.2+0.04 29.4
fruto del wito 500 mg/Kg

% Eficacia Antiinflamatoria = 100 — (Tratamiento * 100/Solucién Salina Fisiolégica)
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m Eficacia Antiinflamatoria (%)

29.4
23.5
17.6
11.8
5.9
0
A

Solucion Salina Indometacina (10 Dexametasona (2 Extracto Extracto Extracto

Fisiologica (5 mg/Kg) mg/Kg) Hidroalcohélico del ~ Hidroalcohdlico del ~ Hidroalcohélico del
mL/Kg) fruto de wito 100 fruto del wito 300 fruto del wito 500
mg/Kg mg/Kg mg/Kg

Figura 5: Porcentaje de eficacia antiinflamatoria del extracto hidroalcohdlico del

fruto de Genipa Americana (wito) en ratas

Fuente: Elaborado por los autores

En lafigura 5 se observa que el efecto antiinflamatorio aumenta conforme
aumenta la dosis es decir es dosis dependiente, el extracto
hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana (wito) tiene mejor efecto
antiinfimatorio que la indometacina, y comparado con el grupo de
dexametasona solo la dosis del extracto de 500 mg/Kg supera el efecto

antiinflamatorio.
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Valor medio de inflamacion en (mL)

INdn

Solucién Salina  Indometacina (10 Dexametasona (2 Extracto Extracto Extracto
Fisiologica (5 mg/Kg) mg/Kg) Hidroalcohdlico  Hidroalcohdlico  Hidroalcohdlico
mL/Kg) del fruto de wito  del fruto del wito del fruto del wito
100 mg/Kg 300 mg/Kg 500 mg/Kg

Figura 6: Volumen medio de inflamacidn del extracto hidroalcohdlico del fruto

de Genipa americana (wito) en edema plantar de la rata

Fuente: Elaborado por los autores

En lafigura 6, se observa que el volumen medio de inflamacion disminuye
conforme aumenta la dosis del extracto hidroalcohdlico del fruto de
Genipa americana (wito), el mayor volumen fue para el grupo de solucion

salina fisioldgica.

En la tabla 4, se observa el analisis ANOVA (andlisis de varianza) el cual
compara al grupo control con los grupos experimentales, se puede notar
gue entre los grupos experimentales en los diversos tratamientos existe

diferencias significativas (p<0.05).

En la tabla 5, se aprecia los grupos de tratamiento con efectos
estadisticamente similares; la dosis del extracto 300 mg/Kg con la
dexametasona; la dosis del extracto 100 mg/Kg con el grupo de
indometacinay solucion salina fisiologica; la dosis del extracto 500 mg/Kg

no tiene efecto similar con los otros grupos de tratamiento.
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Tabla 4: Prueba de ANOVA de los volimenes de inflamacion en edema

plantar de la rata en los seis grupos de tratamiento

ANOVA
Suma de | Media = Si
cuadrados g cuadratica g
Inter-grupos .458 5 .092 24.612 .000
1 Hora Intra-grupos 112 30 .004
Total .570 35
Inter-grupos .768 5 .154 17.174 .000
2 Hora Intra-grupos .268 30 .009
Total 1.036 35
Inter-grupos 1.807 5 .361 31.573 .000
5 Hora Intra-grupos .343 30 .011
Total 2.150 35
Inter-grupos 2.841 5 .568 72.546 .000
7 Hora Intra-grupos .235 30 .008
Total 3.076 35
Inter-grupos 1.168 5 .234 29.823 .000
Eficiencia Intra-grupos .235 30 .008
Total 1.403 35
Fuente: Elaborado por los autores
Tabla 5. Prueba Post Hoc de Tukey del valor medio de la inflamacion
durante 7 horas segun grupos de tratamiento
Subconjunto para alfa = 0.05
Prueba Grupo
1 2 3
Wito 500 mg/kg 1.183
Dexametasona 2 mg/kg 1.383
Wito 300 mg/kg 1.417
HDS de Tukeya Wito 100 mg/kg 1.583
Indometacina 10 mg/kg 1.617
SSF 1.733
Sig. 1.000 .986 .063

Fuente: Elaborado por los autores
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4.2. Contrastacion de hipotesis

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

Formulacion de hipoétesis
El extracto hidroalcohdlico del fruto Genipa americana “Wito” tiene

efecto antiinflamatorio en animales de experimentacion

Hipdtesis estadistica
Variable dependiente

Efecto antiinflamatorio en animales de experimentacion

Tipo de variable : Cuantitativo
Estadistico : Media aritmética
Conclusion : Se compararon las medias o promedios

Variable independiente

Extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana (wito)

Numero de grupo 6

Grupo1,2y3 . Grupos controles (blanco y 2 grupos
positivos

Grupo 4,5y 6 : Grupos con tratamiento a dosis distintas

del extracto

Conclusion : Se compararon las medias o promedios

Verificacion de Hipotesis

ul =u2

ul = Porcentaje de eficacia del efecto antiinflamatorio en los grupos
controles

u2 = Porcentaje de eficacia del efecto antiinflamatorio en los grupos
tratados con el extracto

Prueba estadistica

Se trabajé con mas de tres grupos, los datos fueron de distribucion

normal, se realiz6 el andlisis de varianza (ANOVA), para verificar si los
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4.3.

resultados tienen significancia estadistica se realizo la prueba de tukey

(anexo 6)

4.2.5. Anélisis de datos
Para el analisis se empleo el programa estadistico SPSS version 20,
los resultados fueron expresados en promedios y desviacion estandar,
se presentaron en tablas y gréaficas, se trabaj6 con nivel de
significancia del 95% (p<0,05)

Discusion de resultados

El extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana (wito) mostro ser
muy soluble en agua y etanol que son solventes polares y en solventes poco
polares como metanol y cloroformo también presentd ser soluble y poco
soluble, respectivamente (tabla 1y figura 3), lo cual indica que los principales
componentes quimicos presentes en el extracto son polares ya que formarian
puentes de hidrogenos con el solvente, como los grupos hidroxilos de los
flavonoides o compuestos fendlicos, el nitrogeno de los alcaloides o algun

tipo de glicésido ¥V presente en el extracto.

En la prueba de tamizaje fitoquimico se encontr6 que el extracto
hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana (wito) presenta compuestos
fendlicos, alcaloides, flavonoides y azlcares reductores (tabla 2 y figura 4)
resultados compatibles con lo reportado por Alvarez @9 quien hallé la
presencia de Genipina en los frutos, asi mismo Tenesaca ") reportd la

presencia de genipésido en los frutos de Genipa americana.

Las propiedades antiinflamatorias de los flavonoides han sido reportados por
diversos estudios @2 1315 asi como propiedades antioxidantes con
capacidad de atrapar radicales libres como superoéxidos, radicales oxidrilos,
peréxidos o inhibir enzimas oxidativas como las ciclooxigenasas, fosfolipasa

A2 involucradas en procesos inflamatorios (2. Existen reportes que los
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flavonoides previenen la peroxidacion lipidica y favorecen el funcionamiento
de las neuronas 3. Por otro lado, a los alcaloides se le atribuye propiedades
analgésicas como es el caso de la morfina, codeina al actuar sobre
receptores opioides, la noscapina con propiedades antiespasmaodicas por
blogueo de los canales de calcio “4, mecanismo que podria estar relacionado

con el efecto del extracto en estudio.

Para determinar el efecto antiinflamatorio, se uso el método del edema
plantar inducida por carragenina el cual exhibe los eventos propios del
proceso de inflamacion. En la inflamacion aguda existe produccion de
radicales libre como el superdéxido, hidroxilo, peréxido de hidrégeno, asi como
produccion de leucotrienos, histamina, estos eventos estan relacionados con

accion de la carragenina %),

Estas acciones bioquimicas y los componentes presentes en el extracto
hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana (wito) podrian estar
relacionado con el efecto antiinflamatorio hallado en el presente estudio, el
cual fue a dosis dependiente, el mayor efecto fue con la dosis de 500 mg/kg
de peso. Se concluye que el extracto hidroalcohodlico del fruto de Genipa
americana (wito) tiene efecto antiinflamatorio en ratas con induccion a edema

plantar.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

1. Los principales metabolitos secundarios encontrados en el extracto
hidroalcoholico del fruto de Genipa americana (Wito) son compuestos
fendlicos, alcaloides, flavonoides y azucares reductores.

2. Los solventes que muestran mayor solubilidad en el extracto
hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana (Wito) son el agua vy el
etanol que son de naturaleza polar, también ,presentd solubilidad en
metanol y fue poco soluble en solvente cloroformo.

3. La dosis del extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana
(Wito) que presentd mayor efecto antiinflamatorio en ratas fue 500

mg/Kg , seguido de la dosis de 300 mg/Kg y de 100 mg/Kg.
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5.2. Recomendaciones
1. Efectuar estudios fitoquimicos para purificar los componentes activos y
determinar su estructura quimica
2. Realizar un preparado farmacéutico topico (crema o gel) y evaluar su
efecto antiinflamatorio
3. Realizar estudios toxicolégicos y ensayos a nivel molecular para

determinar sus propiedades antioxidantes y mecanismo de accion
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ANEXOS

ANEXO 1. Matriz de consistencia

PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES DIMENSIONES [ INDICADORES METODOLOGIA
GENERAL GENERAL GENERAL VI Constituyent | Metabolitos Grupo 1: Solucion
1. ¢El extracto | 1. Determinar si | 1. El extracto | extracto es quimicos | secundarios | Salina Fisioldgica (5
hidroalcohdlico | el extracto | hidroalcohdlico del | hidroalcohdlico mL/KQ);
del fruto de | hidroalcohdlico fruto Genipa | del fruto de
Genipa del fruto de | americana “Wito” | Genipa Grupo 2:
americana Genipa tiene efecto | americana Indometacina (10
“Wito” tiene | americana antiinflamatorio en | “Wito mg/Kg);
efecto (Wito) tiene | animales de
antiinflamatorio | efecto experimentacion Grupo 3:
en animales de | antiinflamatorio Dexametasona (2
experimentacié | en animales de mg/kg);

n? experimentacién
Grupo 4: Extracto

ESPECIFICOS | ESPECIFICOS | ESPECIFICAS VD Inflamacion | % de hidroalcoholico del
1. ¢Cuales son | 1. Determinar 1. El extracto inducida con | eficacia fruto de wito (100
los principales | los principales hidroalcohdlico del | Efecto carragenina | antiinflamato | mg/Kg);
grupos de | grupos de fruto Genipa | antiinflamatori | 2% ria
metabolitos metabolitos americana “Wito” | o Grupo 5: Extracto
secundarios del | secundarios tiene hidroalcohdlico del
extracto presentes en el constituyentes fruto de wito (300
hidroalcohdlico | extracto quimicos ~ como mag/Kg);
del fruto de | hidroalcohdlico alcaloides,
Genipa del fruto de flavonoides y Grupo 6: Extracto
americana Genipa compuestos hidroalcohdlico del
(Wito)? americana fendlicos fruto de wito (500

(Wito) mg/Kg)
2. ¢En
qué solvente | 2.Determinaren | 2. El
presenta mayor | qué solvente extracto

solubilidad el
extracto
hidroalcohdélico
del fruto de
Genipa
americana

(Wito)?

3. ¢ Cual
es la dosis del
extracto
hidroalcohdélico
del fruto de
Genipa
americana
(Wito) que tiene
mayor  efecto
antiinflamatorio
en animales de

experimentacio
n?

presenta mayor
solubilidad el
extracto
hidroalcohdlico
del fruto de
Genipa
americana

(Wito)

3. Determinar la
dosis del
extracto
hidroalcohdlico
del fruto de
Genipa
americana
(Wito) que
presenta mayor
efecto
antiinflamatorio
en animales de
experimentacién

hidroalcohdlico del
fruto de Genipa
americana (Wito)
es soluble en
solventes polares

3. La dosis
del extracto
hidroalcohdlico del
fruto de Genipa
americana (Wito)
que presenta
mayor efecto
antiinflamatorio en
animales de
experimentacion s
de 500 mg/Kg de
peso corporal
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Enfoque:
Cuantitativo

Tipo: Aplicado

Nivel:
Explicativo

Poblacion:

Ratas albinas con
peso promedio
210 g =+ 10 ¢
obtenidos del
Instituto Nacional
de Salud

Muestras:

36 ratas inducidas
a edema plantar
con carragenina al
2%

Técnica:

Observacion

Instrumento:

Ficha de
observacion

Disefio de
Investigacio
n:

Experimental
, prospectivo,
longitudinal
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ANEXO 2. Andlisis descriptivo del efecto antiinflamatorio del extracto
hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana (wito) en ratas
Intervalo de confianza
) Desviacion Error paraa media al 95% - -
N Media tipica tipico Limite - ) Minimo Maximo
e Limite superior

IHora  ggf 6 1.667 0816 0333 | 1.581 1752 16 1.8
Indometacina 10 mg/kg 6 1.650 .0548 .0224 1.593 1.707 1.6 1.7
Dexametasona 2 mg/kg 6 1.567 0516 0211 1.512 1.621 15 1.6

Wito 100 mg/kg 6 1.717 .0408 0167 1.674 1.760 1.7 1.8

Wito 300 mg/kg 6 1.617 0753 .0307 1.538 1.696 15 1.7

Wito 500 mg/kg 6 1.367 0516 0211 1.312 1.421 1.3 1.4

Total 36 1.597 1276 0213 1.554 1.640 1.3 1.8

2 Hora SSF 6 1.683 .1602 .0654 1.515 1.851 16 2.0
Indometacina 10 mg/kg 6 1.633 .0816 .0333 1.548 1.719 15 1.7
Dexametasona 2 mg/kg 6 1.500 .0632 .0258 1.434 1.566 14 1.6

Wito 100 mg/kg 6 1.600 0632 .0258 1.534 1.666 15 1.7

Wito 300 mg/kg 6 1.533 .0816 .0333 1.448 1.619 14 1.6

Wito 500 mg/kg 6 1.233 0816 .0333 1.148 1.319 11 1.3

Total 36 1.531 1721 .0287 1.472 1.589 11 2.0

SHora  ggp 6 1.800 1673 0683 | 1.624 1.976 16 2.0
Indometacina 10 mg/kg 6 1.583 .0983 .0401 1.480 1.687 15 1.7
Dexametasona 2 mg/kg 6 1.333 1211 .0494 1.206 1.460 1.1 1.4

Wito 100 mg/kg 6 1.567 0516 0211 1.512 1.621 15 1.6

Wito 300 mg/kg 6 1.300 .0894 .0365 1.206 1.394 1.2 14

Wito 500 mg/kg 6 1.117 0753 .0307 1.038 1.196 1.0 1.2

Total 36 1.450 2478 0413 1.366 1.534 1.0 2.0

7Hora oo 6 1.817 .0983 0401 | 1713 1.920 1.7 1.9
Indometacina 10 mg/kg 6 1.483 1169 .0477 1.361 1.606 13 1.6
Dexametasona 2 mg/kg 6 1.083 .0753 .0307 1.004 1.162 1.0 12

Wito 100 mg/kg 6 1.433 11033 0422 1.325 1.542 1.3 1.6

Wito 300 mg/kg 6 1.183 0753 .0307 1.104 1.262 11 1.3

Wito 500 mg/kg 6 .983 .0408 0167 940 1.026 9 1.0

Total 36 1.331 2965 .0494 1.230 1.431 9 1.9

Bficiencia  ggp 6 1.733 1211 .0494 1.606 1.860 16 1.9
Indometacina 10 mg/kg 6 1.617 .0983 .0401 1.513 1.720 15 1.7
Dexametasona 2 mg/kg 6 1.383 0753 .0307 1.304 1.462 1.3 15

Wito 100 mg/kg 6 1.583 0753 .0307 1.504 1.662 1.5 1.7

Wito 300 mg/kg 6 1.417 .0983 .0401 1.313 1.520 1.3 1.5

Wito 500 mg/kg 6 1.183 0408 0167 1.140 1.226 11 1.2

Total 36 1.486 2002 .0334 1.418 1.554 11 1.9
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ANEXO 3. Andlisis Post Hoc de tukey segun grupos de tratamiento

1 hora
Subconjunto para alfa = 0.05
Grupo N
1 2 3
Wito 500 mg/kg 6 1.367
Dexametasona 2 mg/kg 6 1.567
Wito 300 mg/kg 6 1.617 1.617
Indometacina 10 mg/kg 6 1.650 1.650
SSF 6 1.667 1.667
Wito 100 mg/kg 6 1.717
Sig. 1.000 .078 .078
2 horas
Subconjunto para alfa = 0.05
Grupo N
1 2 3
Wito 500 mg/kg 6 1.233
Dexametasona 2 mg/kg 6 1.500
Wito 300 mg/kg 6 1.533 1.533
Wito 100 mg/kg 6 1.600 1.600
Indometacina 10 mg/kg 6 1.633 1.633
SSF 6 1.683
Sig. 1.000 174 .095

48



5 horas

Subconjunto para alfa = 0.05

Grupo 1 5 . )
Wito 500 mg/kg 1.117
Wito 300 mg/kg 1.300 1.300
Dexametasona 2 mg/kg 1.333
Wito 100 mg/kg 1.567
Indometacina 10 mg/kg 1.583
SSF 1.800
Sig. .059 .994 1.000 1.000
7 horas
Grupo Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
Wito 500 mg/kg .983
Dexametasona 2 mg/kg 1.083 1.083
Wito 300 mg/kg 1.183
Wito 100 mg/kg 1.433
Indometacina 10 mg/kg 1.483
SSF 1.817
Sig. .389 .389 921 1.000
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ANEXO 4. Clasificacion taxondémica del Genipa americana (wito)
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ANEXO 5. Testimonios fotogréaficos

Foto 1. Preparacion del extracto Foto 2. Extracto filtrado

Foto 3. Extracto seco del fruto Wito Foto 4. Ratas cepa Holtzman

51



Foto 5. Induccién de inflamacion

Foto 7. Ubicacion de Genipa americana
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Foto 6. Medida del volumen de inflamacion

Foto 8. Recoleccion de Genipa americana



Foto 10. Jaulas para alojar las ratas

Foto 11. Interior del bioterio Foto 12. Alojamiento de animales
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ANEXO 6. Comparaciones multiples test de tukey
Diferencia Intervalo de
Variable de Error . confianza al 95%
dependiente (1) Grupo (J) Grupo medias (I- | tipico Sig. Limite Limite
J) inferior superior
1 hora SSF Wito 500 mg/kg .3000 .0352 .000 .193 407
Indometacina 10 Wito 500 mg/kg 2833 | .0352 | .000 | .176 390
mg/kg
Dexametasona 2 Wito 100 mg/kg -1500 | .0352 | .002 | -.257 -.043
mg/kg
Wito 500 mg/kg .2000 .0352 .000 .093 .307
Wito 100 mg/kg Dexametasona 2 mg/kg .1500 .0352 | .002 .043 .257
Wito 500 mg/kg .3500 .0352 .000 .243 457
Wito 300 mg/kg Wito 500 mg/kg .2500 .0352 | .000 .143 .357
SSF -.3000 .0352 .000 -.407 -.193
Indometacina 10 mg/kg -.2833 .0352 .000 -.390 -.176
Wito 500 mglkg Dexametasona 2 mg/kg | -2000 | .0352 | .000 | -.307 -.093
Wito 100 mg/kg -.3500 .0352 .000 -.457 -.243
Wito 300 mg/kg -.2500 .0352 .000 -.357 -.143
2 Hora SSF Dexametasona 2 mg/kg .1833 .0546 .024 .017 .349
Wito 500 mg/kg .4500 .0546 .000 .284 .616
'm”g;’krgetac'”a 10 Wito 500 mg/kg 4000 | 0546 | 000 | 234 566
Dexametasona 2 SSF 1833 | .0546 | .024 | -349 -017
mg/kg
Wito 500 mg/kg .2667 .0546 .000 .101 433
Wito 100 mg/kg Wito 500 mg/kg .3667 .0546 | .000 201 533
Wito 300 mg/kg Wito 500 mg/kg .3000 .0546 | .000 134 .466
SSF -.4500 .0546 .000 -.616 -.284
Indometacina 10 mg/kg -.4000 .0546 | .000 -.566 -.234
Wito 500 mglkg Dexametasona 2 mg/kg | -.2667 | .0546 | .000 | -.433 -.101
Wito 100 mg/kg -.3667 .0546 .000 -.533 -.201
Wito 300 mg/kg -.3000 .0546 .000 -.466 -.134
5 Hora .
Indometacina 10 mg/kg .2167 .0618 | .016 .029 .405
SSF Dexametasona 2 mg/kg 4667 .0618 | .000 .279 .655
Wito 100 mg/kg .2333 .0618 .008 .045 421
Wito 300 mg/kg .5000 .0618 .000 312 .688
Wito 500 mg/kg .6833 .0618 .000 495 .871
Indometacina 10 SSF -2167 | .0618 | .016 | -.405 -.029
mg/kg
Dexametasona 2 mg/kg .2500 .0618 | .004 .062 438
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Wito 300 mg/kg .2833 .0618 .001 .095 471
Wito 500 mg/kg 4667 .0618 .000 .279 .655
SSF -.4667 .0618 | .000 -.655 -.279
Dexametasona 2 Indometacina 10 mg/kg -.2500 .0618 | .004 -.438 -.062
mg/kg
Wito 100 mg/kg -.2333 .0618 .008 -421 -.045
Wito 500 mg/kg .2167 .0618 | .016 .029 .405
SSF -.2333 .0618 .008 -421 -.045
Wito 100 mg/kg Dexametasona 2 mg/kg .2333 .0618 .008 .045 421
Wito 300 mg/kg .2667 .0618 | .002 .079 .455
Wito 500 mg/kg .4500 .0618 .000 .262 .638
SSF -.5000 .0618 | .000 -.688 -.312
Wito 300 mg/kg Indometacina 10 mg/kg -.2833 .0618 | .001 -471 -.095
Wito 100 mg/kg -.2667 .0618 | .002 -.455 -.079
SSF -.6833 .0618 | .000 -.871 -.495
Indometacina 10 mg/kg -.4667 .0618 | .000 -.655 -.279
Wito 500 mg/kg
Dexametasona 2 mg/kg -.2167 .0618 | .016 -.405 -.029
Wito 100 mg/kg -.4500 .0618 | .000 -.638 -.262
7 Hora .
Indometacina 10 mg/kg .3333 .0511 | .000 178 .489
Dexametasona 2 mg/kg .7333 .0511 | .000 .578 .889
SSF
Wito 100 mg/kg .3833 .0511 | .000 .228 .539
Wito 300 mg/kg .6333 .0511 | .000 478 .789
Wito 500 mg/kg .8333 .0511 | .000 .678 .989
SSF -.3333 .0511 | .000 -.489 -.178
Indometacina 10 Dexametasona 2 mg/kg .4000 .0511 .000 .245 .555
mg/kg -
Wito 300 mg/kg .3000 .0511 | .000 .145 .455
Wito 500 mg/kg .5000 .0511 | .000 .345 .655
SSF -.7333 .0511 | .000 -.889 -.578
rl?qz);li\gwtasona 2 Indometacina 10 mg/kg -.4000 .0511 | .000 -.5655 -.245
Wito 100 mg/kg -.3500 .0511 | .000 -.505 -.195
SSF -.3833 .0511 | .000 -.539 -.228
Dexametasona 2 mg/kg .3500 .0511 .000 195 .505
Wito 100 mg/kg
Wito 300 mg/kg .2500 .0511 | .000 .095 405
Wito 500 mg/kg .4500 .0511 | .000 .295 .605
SSF -.6333 .0511 | .000 -.789 -.478
Wito 300 mg/kg Indometacina 10 mg/kg -.3000 .0511 | .000 -.455 -.145
Wito 100 mg/kg -.2500 .0511 | .000 -.405 -.095
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Wito 500 mg/kg .2000 .0511 | .006 .045 .355
SSF -.8333 .0511 .000 -.989 -.678
Indometacina 10 mg/kg -.5000 .0511 .000 -.655 -.345
Wito 500 mg/kg
Wito 100 mg/kg -.4500 .0511 .000 -.605 -.295
Wito 300 mg/kg -.2000 .0511 .006 -.355 -.045
Eficiencia Dexametasona 2 mg/kg .3500 .0511 .000 .195 .505
SSF Wito 300 mg/kg 3167 | .0511 | .000 | .161 472
Wito 500 mg/kg .5500 .0511 .000 .395 .705
Dexametasona 2 mg/kg .2333 .0511 .001 .078 .389
Indometacina 10
mg/kg Wito 300 mg/kg .2000 .0511 .006 .045 .355
Wito 500 mg/kg 4333 .0511 | .000 .278 .589
SSF -.3500 .0511 | .000 -.505 -.195
Dexametasona 2 Indometacina 10 mg/kg -.2333 .0511 | .001 -.389 -.078
mg/kg -
Wito 100 mg/kg -.2000 .0511 | .006 -.355 -.045
Wito 500 mg/kg .2000 .0511 | .006 .045 .355
SSF -.1500 .0511 | .063 -.305 .005
Dexametasona 2 mg/kg .2000 .0511 | .006 .045 .355
Wito 100 mg/kg
Wito 300 mg/kg .1667 .0511 | .030 .011 .322
Wito 500 mg/kg .4000 .0511 | .000 .245 .555
SSF -.3167 .0511 | .000 -472 -.161
Indometacina 10 mg/kg -.2000 .0511 | .006 -.355 -.045
Wito 300 mg/kg
Wito 100 mg/kg -.1667 .0511 .030 -.322 -.011
Wito 500 mg/kg .2333 .0511 | .001 .078 .389
SSF -.5500 .0511 | .000 -.705 -.395
Indometacina 10 mg/kg -.4333 .0511 | .000 -.589 -.278
Wito 500 mg/kg Dexametasona 2 mg/kg | -2000 | .0511 | .006 | -.355 -.045
Wito 100 mg/kg -.4000 .0511 | .000 -.555 -.245
Wito 300 mg/kg -.2333 .0511 | .001 -.389 -.078
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ANEXO 7. Validaciéon de instrumentos

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y N®:

BIOQUIMICA
HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE MARCHA FITOQUIMICA

EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DEL FRUTO DE Genipa
americana “WITO” EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

INSTRUCCIONES
Registre los datos sin borrones ni enmendaduras.

Los espacios en los que no pueda registrar informacion, tachelos con una linea.

S 9 @ N O o e e

Reactivo Constituyentes quimicos Resultado
Warner Alcaloide
Popoff Alcaloide
Mayer Alcaloides
Dragendorff Alcaloides
Shinoda Flavonoides

Tricloruro férrico
Gelatina + NaCl
Liebermann — Burchard
. Ninhidrina

0. Fehling A y Fehling B

Compuestos fendlicos
Taninos

Esteroides y/o triterpenoides
Aminoacidos libres

AzUcares reductores

Leyenda:

Presencia (+) Ausencia (-)
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UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y
BIOQUIMICA

HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

N*;

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE MARCHA FITOQUIMICA

EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DEL FRUTO DE

Genipa americana “WITO” EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Después de revisado el instrumento, es valiosa su opinion acerca de lo siguiente:

PORCENTAJE
N° DESCRIPCION
<50 50-60 60-70 70-80 80-90 90-100

¢ En qué porcentaje estima que con este

1 instrumento se lograran los objetivos
propuestos? X
¢ En qué porcentaje considera que los

2 items estan referidos a los conceptos del .
tema? X
¢ Qué porcentaje de los items planteados

3 cree que son suficientes para lograr los
objetivos? )(

4 ¢En qué porcentaje estima que los items
del instrumento son de facil comprension? ‘>(
¢ Qué porcentaje de los items considera

5 ¢ e ;
usted que siguen una secuencia logica? \>(
¢En qué porcentaje valora usted que con

6 este instrumento se obtendrian datos ><

similares sise aplicara en otras muestras?

SUGERENCIAS:

_opyoveds
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UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y
BIOQUIMICA

HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

Ne°:

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO

EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DEL FRUTO DE

Genipa americana “WITO” EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

INSTRUCCIONES
Registre los datos sin borrones ni enmendaduras.

Los espacios en los que no pueda registrar informacién, tachelos con una linea.

Valor medio
Valor medio de inflamacién (mL) de Eficacia
Grupo n inflamacion | antiinflamatoria
durante 7 (%)
1h 2h 5h 7h
horas (mL)

Solucion Salina Fisiologica
(5 mL/Kg)

Indometacina (10 mg/Kg)

Dexametasona (2 mg/Kg)

Extracto Hidroalcohdlico del
fruto de wito 100 mg/Kg

Extracto Hidroalcohdlico del
fruto del wito 300 mg/Kg

Extracto Hidroalcoholico del
fruto del wito 500 mg/Kg
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Ne°:

HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO

EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DEL FRUTO DE
Genipa americana “WITO” EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Después de revisado el instrumento, es valiosa su opinién acerca de lo siguiente:

] PORCENTAJE
Ne DESCRIPCION

<50 50-60 60-70 70-80 80-90 90-100

¢ En qué porcentaje estima que con este
1 instrumento se lograran los objetivos
propuestos? X

¢En qué porcentaje considera que los
2 items estan referidos a los conceptos del
tema?

¢ Qué porcentaje de los items planteados

3 cree que son suficientes para lograr los
objetivos?
4 : 2 % :
del instrumento son de facil comprension?
5 ¢ Qué porcentaje de los items considera

usted que siguen una secuencia logica?

¢En qué porcentaje valora usted que con
6 este instrumento se obtendrian datos
similares sise aplicara en otras muestras?

X

¢En qué porcentaje estima que los items X
X
X

SUGERENCIAS
q _
Fecha: .24.=C1 =.. I?} Validad; ;;: ............................................
Firma: ... 584108 JEARMAGELET
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