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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antiinflamatorio de una crema elaborada a partir del

extracto etandlico al 70% de las hojas de Rosmarinus officinalis L. en Rattus
norvegicus hotlzman. Materiales y métodos: El estudio es cuasi experimental in-

vivo: se manipulé una variable independiente (diferentes concentraciones de una
crema elaborada a base del extracto etandlico al 70% de las hojas de Rosmarinus
officinalis L.) y se procedi6 a evaluar la variable dependiente (efecto
antiinflamatorio) en los animales de la experimentacion. Es longitudinal porque se
sometié el efecto antiinflamatorio durante un periodo de 15 dias. Y cuantitativa
porque efectué mediciones del peso de la pata inflamada de las ratas en el periodo
de tiempo establecido. Los datos fueron procesados en el software Minitab 19 y
Excel 2016. Resultados: Se trabajé con grupos experimentales, a los que se les
suministré la crema con distintas concentraciones de romero con 0.5%, 1%, 2%; y
gue fueron comparadas con el gel diclofenaco. El nivel de actividad de cada
concentracion fue significativamente distinto de las otras. Se hall6 una relacion
directamente proporcional entre las concentraciones de la crema y el nivel de
actividad; es decir, al aumentar la concentracion, se incrementa el nivel de
actividad, y por ende su cercania a la eficacia del gel diclofenaco. Conclusién: La
concentracion de romero al 2% es la que mejor resultados mostrd, lo cual lo califica
como el que obtuvo mayor efecto antiinflamatorio, dentro del modelo experimental

realizado.

Palabras claves: Rosmarinus officinalis L., antiinflamatorio, extracto etanélico.



ABSTRACT

Objective: To determine the anti-inflammatory effect of a cream made from the 70%
ethanolic extract of the leaves of Rosmarinus officinalis L. in Rattus norvegicus
hotlzman. Materials and methods: The study is quasi-experimental in-vivo: an
independent variable was manipulated (different concentrations of a cream made
from 70% ethanolic extract of Rosmarinus officinalis L. leaves) and the dependent
variable was evaluated (anti-inflammatory effect) in experimental animals. It is
longitudinal because the anti-inflammatory effect was submitted for a period of 15
days. And quantitative because it made measurements of the weight of the inflamed
leg of the rats in the established period of time. The data were processed in the
Minitab 19 and Excel 2016 software. Results: We worked with experimental groups,
to which the cream was supplied with different concentrations of rosemary with
0.5%, 1%, 2%; and that they were compared with diclofenac gel. The activity level
of each concentration was different from the others. A directly proportional
relationship was found between the concentrations of the cream and the level of
activity; that is, as the concentration increases, the level of activity increases, and
therefore its proximity to the efficacy of the diclofenac gel. Conclusion: The
concentration of rosemary at 2% is the one that showed the best results, which
qualifies it as the one that obtained the greatest anti-inflammatory effect within the

experimental model carried out.

Keywords: Rosmarinus officinalis L., anti-inflammatory, ethanolic extract.



I. INTRODUCCION

La inflamacién es un mecanismo de defensa del organismo frente a la agresion,
constituye una respuesta inespecifica del sistema inmunolégico frente a agentes
causales de diversa indole, que determinan cambios fisiol6gicos que
desencadenan el incremento del flujo sanguineo y permeabilidad vascular junto con
la liberacion de mediadores, etc. Sin embargo, cuando hay pérdida del control
homeostético de este proceso de defensa, la inflamacion juega un papel perjudicial
gue contribuye a la aparicién y el empeoramiento de las enfermedades. Debido a
esto, se han desarrollado una gran variedad de farmacos antiinflamatorios
esteroideos y no esteroideos, no obstante, el uso prolongado de estos

medicamentos puede causar muchos efectos adversos (1).

Por otro lado, el uso de las plantas medicinales se remonta a nuestros antepasados
que, con distintas plantas o derivados, las utilizaban para curar o tratar
enfermedades (2). En el Perl existen diversas especies vegetales, algunas ya
estudiadas y otras sin serlo; en ellas se han encontrado y se siguen encontrando
importantes componentes bioactivos de interés farmacoldgico, motivo por el cual la
investigacion fitoquimico y etnofarmacologica de la flora del Perd es una actividad
continua y de constante crecimiento. El romero es una planta nativa que se
encuentra en el centro poblado de Urquillos distrito Huayllabamba, provincia de
Urubamba, departamento del Cuzco-Perd. Tiene como nombre cientifico
Rosmarinus officinalis L. Es utlizado de manera empirica: en los bafios
medicinales; como estimulante estomacal; y en la gastronomia como yerba

aromatica; etc. (3).

Entre los principales compuestos bioactivos del Rosmarinus officinalis L.
encontramos los flavonoides, acidos fendlicos y principios amargos, es por eso que
es importante investigar el efecto antiinflamatorio de los extractos etandlico al 70%
de las hojas de Rosmarinus officinalis L. y darle forma farmacéutica (crema) al
extracto que exhiba mayor efecto antiinflamatorio, con la finalidad de encontrar una

nueva alternativa terapéutica para el tratamiento de la inflamacion (3).



Las cremas son formulas farmacéuticas que pueden ser preparaciones liquidas o
semisdlidas que contienen principios activos, naturales o quimicos, y aditivos
necesarios para obtener una emulsion homogénea. Estan destinadas a ser
aplicadas sobre la piel 0 mucosa; con el fin de ejercer una accién local o dar lugar
a la penetracién cutanea, en este trabajo se le agregara el extracto etanélico al 70%
de las hojas de Rosmarinus officinalis L. para posteriormente comprobar efecto

antiinflamatorio (4).

En diversos trabajos de investigacion, nos detallan diversas técnicas para evaluar
las propiedades antiinflamatorias del extracto del Rosmarinus officinalis L. (romero).
Por ejemplo, Rocha et al. (2015), en su articulo describe que su objetivo fue evaluar
las propiedades antiinflamatorias del &cido rosmarinico y de un extracto de
Rosmarinus officinalis L. en la inflamacion local con el modelo de edema de pata
inducido por carragenina en la rata. Por primera vez se ha identificado el potencial
antiinflamatorio del acido rosmarinico, ya que provoca una reduccién sustancial de
la inflamacioén, y especulamos que podria ser Gtil en la modulacion farmacolégica

de lesiones asociadas a la inflamacion (5).

Por otra parte, Beltran et al. (2017) en su estudio tuvo como objetivo demostrar la
utilidad terapéutica potencial de la asociacion del aceite esencial de Syzygium
aromaticum y del extracto etandlico de R. officinalis coadministrado con ketorolaco,
utilizando la prueba de la formalina en ratas. Finalmente, el analisis isobolografico
demostré que, en ambas combinaciones, podrian ser Utiles mezclados con el

ketorolaco para el tratamiento del dolor e inflamatorio (6).

Asi mismo, Da Rosa et al. (2013) investigaron los efectos antiinflamatorios del
aceite de extracto crudo libre obtenido de las hojas del Rosmarinus officinalis y sus
fracciones en un modelo animal de inflamacién. Evaluaron asi su uso medicinal
para el tratamiento de afecciones inflamatorias. Al final, pudieron comprobar una
importante actividad antiinflamatoria al observar que el extracto del Rosmarinus
officinalis y fracciones, logro inhibir los leucocitos y disminuir la exudacion de las
actividades de la mieloperoxidasa y la adenosina-deaminasa, el nitrito/nitrato, los

niveles de interleucina 17A e interleucina 10 y la expresion del ARNm (7).

Kuncho (2019), tuvo como obijetivo evaluar el efecto antiinflamatorio del gel topico

y para esto usé el método del edema auricular inducido por el aceite de croton en
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tres concentraciones de extracto de Rosmarinus officinalis y las comparé con el
diclofenaco gel al 1%. Obtuvo como resultado que en la concentracion al 1% del
extracto, presenta mejor efecto antiinflamatorio y ausencia de toxicidad dérmica

aguda (3).

Posteriormente, Daga (2019) evaluo6 el efecto antinflamatorio de un gel elaborado
a base de Rosmarinas officinalis y de Urtica dioica. Indujo a la inflamacién con 0.1ml
de solucidén de carragenina al 1% en la zona suplantar de la pata posterior izquierda,
aplicando posteriormente por via topica el gel preparado con Rosmarinus officinalis
y Urtica dioica. Luego, el volumen de la inflamacién se midié en milimetros a través
de pletismometro digital. Al finalizar, los resultados mostraron que, una capacidad
al 2% del gel obtuvo el porcentaje de 99.31% en inhibicion antiinflamatoria en

relacion al gel de diclofenaco (8).

Aguay (2012), determiné la actividad antiinflamatoria de la mezcla de extractos
fluidos de Zingiber officinalis, Thymus vulgaris L. y Rosmarinus officinalis, aplicando
diferentes dosis a las Rattus novergicus. Se les inyecté 0,5% de carragenina en la
region plantar para provocar la inflamacién. Fueron sometidas a 5 tratamientos y
finalmente se midié los volumenes de inflamacion. Se concluyd que la formulacién
2 mostro una efectividad antiinflamatoria superior al naproxeno sodico durante las

doce horas del ensayo (9).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) gran parte de los tratamientos
tradicionales implican extractos de plantas con componentes bioactivos. El uso de
las plantas medicinales se remonta a nuestros antepasados que, con distintas

plantas o derivados, las utilizaban para curar o tratar enfermedades (2).

Es por eso que este estudio tiene justificacion social, en la que aportara grandes
beneficios terapéuticos con esta alternativa, de una crema antiinflamatoria a base
de extractos naturales. En referencia a la justificacion practica, todo el proceso de
nuestro estudio tiene como finalidad dar nuevos aportes para el conocimiento de
nuestra poblacion. Aporte como lo es, el conocimiento cientifico, por ello que se

emprendié este trabajo, en beneficio a la salud (8).

El objetivo de este trabajo es determinar el efecto antiinflamatorio de una crema
elaborada a partir del extracto etandlico al 70% de las hojas de Rosmarinus

officinalis L. en Rattus norvegicus hotlzman.
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Finalmente, la hipétesis planteada manifiesta que la crema elabora a partir del
extracto etandlico al 70% de las hojas de Rosmarinus officinalis L. tendra un efecto

antiinflamatorio en Rattus norvegicus hotlzman.

Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Enfoque y disefio de la investigacion

El estudio es cuasi experimental in-vivo: se manipulé una variable independiente
(diferentes concentraciones de una crema elaborada a base del extracto etandlico
al 70% de las hojas de Rosmarinus officinalis L.) y se procedio a evaluar la variable
dependiente (efecto antiinflamatorio) en los animales de experimentacion. Es
longitudinal porque se sometio el efecto antiinflamatorio durante un periodo de 15
dias. Y cuantitativa porque efectué mediciones del peso de la pata inflamada de las

ratas en el periodo de tiempo establecido.

2.2. Poblacion, muestray muestreo

2.2.1. Poblacion

a) Vegetal: Rosmarinus officinalis L. del centro poblado de Urquillos-Cusco.

b) Animal: Ratas albinas machos cepa Holtzman del Bioterio de la

Universidad Peruana Cayetano Heredia.

2.2.2. Muestra

Muestra botanica

Se recolecté la muestra vegetal de “Romero” (Rosmarinus officinalis L.) en
la Provincia de Urubamba, departamento del Cusco y se cosecho la planta

entera.
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Ademas, se recolect6 dos ejemplares enteros para la certificacion taxonémica

en el museo de historia natural de la UNMSM de Lima — Peru.
Muestra animal
Se adquirio en total 42 ratas de la cepa Holtzman de 250-300 g de peso.

2.3. Variables de investigacion

En el presente estudio se presenta dos variables implicadas:

Variable independiente: Crema a base del extracto etandlico al 70% de las

hojas de Rosmarinus officinalis L.

Definicion conceptual: Las cremas son formas farmacéuticas semisélidas
que contienen uno o0 mas farmacos disueltos o dispersos en una base
adecuada, con consistencia relativamente liquida, formulados como emulsion

de agua en aceite o aceite en agua (12).

Definicion operacional: La crema sera evaluada y aplicada en distintas
concentraciones: 0.5%:; 1%; 2%. Con estas concentraciones se buscara

determinar las propiedades antiinflamatorias.

Variable dependiente: Inflamacion suplantar inducida por carragenina en

ratas Holtzman.

Definicion conceptual: La inflamacion es un proceso fisioldgico, defensivo
natural del organismo, ante agresiones del medio. Causa dolor, calor, edema,
etc. Su funcion principal es permitir que el organismo se adapte a diferentes
circunstancias. El proceso inflamatorio se puede dividir en cinco etapas: la
liberacion de mediadores, el efecto de los mediadores, la llegada de
moléculas, células inmunes al foco inflamatorio, la regulacién del proceso
inflamatorio, y finalmente la reparacion del tejido que puede ser parcial o total
(13).

Definicion operacional: ElI proceso inflamatorio ocasionado por la
carragenina se debe a la liberacion dentro de la primera hora de histamina,
serotonina, que actian principalmente como mediadores. Posteriormente,
dentro de dos horas y media intervienen las quininas como la bradiquinina; y

finalmente las prostaglandinas fundamentalmente PGE1, PGE2y PGFs.
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2.4. Técnica e instrumentos de recoleccion de datos

La técnica que se utilizd para la recoleccion de datos proviene del Manual de
técnicas de investigacion del Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia
para el Desarrollo (CYTED), con la cual se obtuvo una cantidad importante de

informacion de forma 6ptima y eficaz (14).

Los datos fueron recopilados en fichas elaborados por los investigadores y

validados por un juicio de expertos.

Los instrumentos elaborados fueron:

a.- Para la determinacién del andlisis fitoquimico preliminar.
b.- Para la actividad antiinflamatoria.

2.5. Proceso de recoleccion de datos

2.5.1. Obtencion del extracto

Se recolecto la planta en estudio, el romero (Rosmarinus officinalis L.) en el
centro poblado de Urquillos, distrito de Huayllabamba, provincia de
Urubamba, departamento del Cusco a una altitud de 2.980 msnm. Se coseché
la planta entera y posteriormente se realiz6 el secado de las hojas. Una vez
que la muestra se encontrd seca, se procedidé a la molienda. Se tuvo en

cuenta el medio y las circunstancias del transporte para proteger la planta.

En el laboratorio de la Universidad Maria Auxiliadora se dividio la maceracién
en 2 frascos. Luego de los 15 dias de la maceracioén se realizé la filtracion, la
cual se repiti6 hasta obtener la mayor cantidad del extracto. Para la
evaporacion se utilizé un rota vapor para no desnaturalizar a los posibles

metabolitos que posee la planta.

2.5.2. Andlisis fitoquimico preliminar

El procedimiento experimental se dividi6 en dos partes. La primera fue el
tratamiento de la muestra Rosmarinus officinalis L. La segunda fue los andlisis

correspondientes, a los cuales llamaremos la parte fitoquimico.

e Limpiezay lavado de las hojas de Rosmarinus officinalis L.
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e Secado de las hojas de Rosmarinus officinalis L.
e Extraccion etandlico al 70% de las hojas de Rosmarinus officinalis L.

e Tamizaje Fitoquimico

Se le realiz6 un estudio fitoquimico preliminar de la planta, en el que se evalud:
la determinacién de la humedad; el tamizaje fitoquimico; el perfil de solubilidad;
y el rendimiento de la extraccidén. La elaboracion de la crema se hizo con la

formulacion descrita en la Tabla 4.

2.5.3. Procedimiento experimental.

2.5.3.1. Evaluacién de la Toxicidad Aguda Dermal - (DLso Dermal):

Se evaluo la toxicidad aguda dermal de la muestra, la cual fue administrada
tépicamente en el lomo del animal, que estuvo previamente rasurado. 24
horas antes del ensayo. Se realiz6 dicho proceso a tres grupos de dos ratas

cada uno y un grupo de control (agua destilada).

La prueba incluyo tres tratamientos de la muestra con las dosis de 200, 1000
y 2000 mg/Kg de peso corporal. La mortalidad fue observada diariamente

hasta los 14 dias.

El procedimiento se ha hecho de acuerdo con la guia Directrices de la OECD

para las pruebas de productos quimicos N° 402 (15).

2.5.3.1.1. Clasificacion para evaluar la toxicidad dérmica aguda en

animales de experimentacion

Las descripciones de los valores de toxicidad dérmal se basan en los criterios

aprobados para la clasificacion de sustancias peligrosas.

e Categoria | (altamente toxico en contacto a la piel): cuando
pequefias cantidades (<_50mg/Kg) puede provocar dafios
graves.

e Categoria Il (muy téxico en el contacto con la piel): cuando
pequeiias cantidades (>50mg/Kg y < 200mg/Kg) puedes

provocar dafios graves o la muerte.
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e Categoria lll (t6xico en contacto de la piel): cuando las

cantidades son razonables (>200mg/Kg y <1000mg/Kg) pueden

provocar la muerte o graves dafos.

e Categoria IV (nocivo en contacto de la piel): cuando

cantidades grandes (>1000mg/Kg y <2000mg/Kg) pueden

provocar la muerte o graves dafnos.

e Categoria V (no clasificada): cuando cantidades grandes

(>2000mg/Kg) pueden provocar la muerte o graves dafnos

Fuente: Manual Técnico Andino. Julio 2002

2.5.3.1.2. Pardmetros abioticos y valoracién clinica en animales de

experimentacion

Luego de la administracion de la dosis se hizo un seguimiento clinico a los

animales de 14 dias para observar si hay mortalidad y si existen conductas

anormales (como alteracion en la actividad motriz y postracion) o presencia

de signos de toxicidad (como convulsion, piloereccion, disnea, diarrea, entre

otros). (Ver Tabla 3).

Tabla 1: Signos y sintomas evaluados en animales de experimentacién

1. Comportamiento

2. Sistema
Respiratorio

3. Sistema Digestivo

4. Sistema
Cardiovascular

5. Sistema Urogenital

6. Piel

Agresividad
Convulsiones
Movimiento en circulo
Letargica

Dificultad respiratoria: Disnea, Jadeo

Constipacién

Diarrea

Cianosis

Sangrado por orificios naturales

Orina turbia

Mucosas ictéricas
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- Piloereccion
- Reflejo pupilar a la luz: Midriasis / Miosis

7. Sistema Muscular - Cojera

- Inmovilidad

- Temblor
8. Compromiso - Coma
Sistémico - Deshidratacion

- Alteracion ingesta de alimentos

- Postracion

- Rigidez abdominal

- Alteracion de la temperatura corporal:
hipertermia/hipotermia

Fuente: Animals in Research: The importance of Animals in the Science of
Toxicology. The society of toxicology (2006) (18).

2.5.3.2. Ensayo de Irritacion Dermal

Técnicay Especificacién:

El ensayo sigue el procedimiento establecidas en el siguiente document: ISO
10993-10: 2010 Part 10: Test for Irritation and Skin Sensitization (19).

Animales:

Para el ensayo se usaron ratas albinas (Rattus novergicus) machos sanos, de
la cepa Holtzman de 6 — 8 semanas de edad con un peso promedio de 200 —
250 g.

Dada la procedencia de los animales, en el presente ensayo, se procedié al
proceso de cuarentena de cinco dias. En tal virtud, los animales fueron
colocados en el lugar destinado para tal fin. La alimentacion se realizé con
alimento balanceado y agua ad libitum.

El cuidado de los animales usados durante la prueba cumple con las
directrices aceptadas en las normas o guias internacionales para el cuidado y

manejo de animales de experimentacion.
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El control de las condiciones ambientales y las técnicas adecuadas del

cuidado animal son necesarios para dar resultados significativos.

El total de animales usados fue de tres. Uno en la prueba inicial y dos en la

prueba confirmatoria.

Preparacion de los animales:
24 horas antes del inicio de la prueba, se depila el dorso de cada animal
usando una maguina rasuradora. Los animales estan sanos y con la piel

intacta, sin dafio alguno.

Alojamiento y condiciones ambientales:

Las ratas se encuentran en jaulas individuales. El ensayo se desarrollé en el
ambiente de experimentacién de conejos del Area de Modelos Bioldgicos y
Toxicologicos del Servicio de Control de Calidad de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia.

La temperatura del ambiente esta en el rango de 20 — 25°C, la humedad
relativa entre 30 — 70%. La secuencia del fotoperiodo es 12 horas luz y 12

horas oscuridad.

Variables:

Las variables registradas durante el ensayo correspondieron a: los efectos
irritantes producidos por la aplicacién Unica por la via dérmica; y a la
observacion hasta los 14 dias de los animales ensayados.

Procedimiento:

A tres ratas albinas (uno para la prueba inicial y dos para la prueba
confirmatoria, cepa Holtzman, machos entre 200 a 250 g de peso, se les
rasuré el dorso 24 horas antes de iniciada la prueba y se colocé la muestra
con un aposito no oclusivo de 2.5 x 2.5 cm directamente sobre la piel, siendo

luego cubierta con una venda semi-oclusiva.
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Las observaciones de las aplicaciones de la muestra fueron secuenciales a
los 3 minutos, 1 hora y 4 horas. Se registraron los aspectos de cada zona de
aplicacién y las respuestas de las zonas tratadas y evaluadas a las 24, 48 y
72 horas, procediendo a determinar el grado de reaccion en la piel de los

conejos (prueba inicial y prueba confirmatoria) (Ver Tabla 6y 7).

El periodo de observacién es hasta 14 dias después de remover los parches
con la muestra ensayada. Se observa la reversibilidad de los efectos

producidos.

2.5.3.3. Método de determinacion de la irritacién primaria (SPI) e indice
de irritacion primaria (l1P)

La escala usada para evaluar la irritaciobn dérmica aguda se presenta en la
Tabla 1 para cada uno de los animales. El periodo de observacion de los
valores de eritema y de edema es de 72 horas, los cuales se suman, y a dicho

resultado, se le divide entre el indice de Irritacion Primaria (I1P).

Este indice se determina calculando el promedio de los valores de irritacion
para todos los animales y se usa para obtener el valor de IIP de la sustancia
a ensayar. Basado en las observaciones que se realizaron durante 72 horas,
se le asigna a la sustancia a ensayar, un valor de acuerdo a la escala

presentada en la Tabla 2.

Tabla 2: Evaluaciéon de la Irritacién Dérmica Primaria
Ausencia de eritema
Eritema muy ligero (casi permisible)

Eritema bien definido

Eritema moderado y severo

A W N B O

Eritema muy severo (ro remolacha) lesiones
profundas)

Méaximo posible 4
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Ausencia de edema 0
Edema muy ligero (casi impermisible)

Edema ligero (bordes del area bien definido por 2
un levantamiento definitivo

Edema moderado (levantamiento aproximado 3
1mm)

Edema severo (levantamiento aproximado de 4
1mm y extendiéndose mas alla del area de

exposicion

Méaximo posible 4

Fuente: Draize J, et all (16).

Tabla 3: Categoria de indice de Irritacion Primaria (IIPP)

Insignificante 0,00 - 0,49
ligeramente 0,50 - 1,99
irritante
moderada irritacion 2,00 - 4,99
severa irritacion 5,00 -8,00

Fuente: Draize J, et all (16).

2.5.3.4. Estudio de la actividad antiinflamatoria

Se aprueba (no

irritante)

se rechaza

(irritante)

Las cremas que se aplicaron sobre la superficie del edema plantar inducido en

ratas, se elaboraron con tres concentraciones diferentes: 0.5%, 1%, 2%.

Se utiliz6 30 ratas de la raza Holtzman de 250-300 g adquiridos en el bioterio de

la Universidad Peruana Cayetano Heredia.
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Para la ejecucion del ensayo los animales de experimentacion fueron
aclimatados durante 14 dias con acceso a agua y alimento ad libitum con 12

horas de luz y 12 horas de oscuridad.

Como ya se menciond, el método se realizé segun lo citado en el Manual del
CYTED (14).

La muestra fue dosificada en tres concentraciones ya mencionadas, y el farmaco
a usar en el grupo control positivo es el diclofenaco sédico al 1%, en

presentacion gel.

Se realiz6 la induccion de la inflamacion inyectando 0.1mL de carragenina al 3%
en la pata derecha de todos los animales, a excepcion del control negativo.
Luego las muestras fueron aplicadas a los animales de experimentacion por via

tépica en la zona de la pata derecha, previamente depilada.

Después de dos horas se sacrificaron los animales por dislocacion cervical, con
mucho cuidado de no dafar las patas tratadas e inflamadas. Estas luego fueron
cortadas y pesadas para evaluar las diferencias de peso entre la pata derecha
generada con inflamacion y la pata izquierda como control para su posterior

valoracion.
La actividad antiinflamatoria se calculo con la siguiente formula:

o (AC — AT)
Actividad (%) = ¢t 100

Donde:

AC = Diferencia de peso de las patas de las ratas del grupo control.

AT = Diferencia de peso de las patas de las ratas de las muestras ensayadas.
El porcentaje de inflamacion de la pata tratada con respecto a la pata sin tratar

se calcul6 de la siguiente manera:

T
Inflamacion (%) = 57 100 — 100

Dénde:

AT = Promedio de peso de las patas de las ratas tratadas,
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AT = Promedio de peso de las patas de las ratas control negativo.

2.6. Métodos de andlisis estadisticos
Los datos han sido presentados en medidas de tendencia y analizados mediante la
estadistica inferencial, para asi establecer las relaciones entre las variables. Para

este proceso se empled el software Minitab 19 y Excel 2016.

2.7. Aspectos éticos

La presente investigacion se desarrollé siguiendo los estandares previstos en el
manual Guia de manejo y cuidado de animales de laboratorio: raton, elaborado por
el Instituto Nacional de Salud (INS) y el Ministerio de Salud (MINSA) (17). Dicho
manual plantea tres tipos de actitudes que debe demostrar todo profesional de la

salud:

e Respeto: Debido a que los animales son seres vivos y que padecen
sufrimiento e incluso pierden la vida en los experimentos. Es necesario
tratarlos como la buena conducta lo dicta.

e Afecto: Tenemos que considerarlos coparticipes del misterio de la vida.

e Gratitud: Valorar y estimar a dichos animales al ser parte indispensable de

nuestro estudio.

Anadimos que todo proceso experimental que involucre el uso de animales se debe
tomar en cuenta los aspectos bioéticos de autonomia, no maleficencia,

beneficencia y justicia durante la ejecucion del proyecto de investigacion.

22



[ll. RESULTADOS

3.1. Ensayo Fitoquimico Preliminar

Tabla 4. Ensayo fotoquimico preliminar del extracto de etandlico de las

hojas de Rosmarinus officinalis L.

METABOLITOS SECUNDARIOS REACTIVOS RESULTADOS

Alcalides Dragendorff +++

Wagner +++

Compuestos Fendlicos Cloruro Ferrico +++

: Shinoda +++
Flavonoides

PewS

Taninos Cloruro Ferrico ++

Azucares Reductores Libres Fehling A +++

Azucares Cpnjugados a Fehling B 4
Glucosidos

Aminoéacidos Ninhidrina -
Saponinas Triterpenos ++

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 4 se observan los resultados del andlisis cualitativo fitoquimico del
extracto etandlico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. por medio de reacciones
de coloracion y precipitacion. Se pudo identificar una gran presencia de alcalides,
compuestos fendlicos, flonovoides, y azucares reductores libres. Una presencia
regular de taninos, azucares conjugados a glucdésidos, y saponinas. Y una

presencia muy baja de aminoacidos.

3.2. Toxicidad Aguda Dermal

El extracto etandlico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. no produjeron
mortalidad en las dosis ensayadas por via dermal durante el tiempo de evaluacion.
La DLso por via dermal de la muestra es mayor de 2000 mg/Kg de peso corporal.
(Ver Tabla)

23



Tabla 5: Resultados de la toxicidad aguda dermal — mortalidad

Dosis Mortalidad
(mg/Kg de peso Muertos/Total
corporal)
200 0/3
control 0/3
1000 0/3
2000 0/3

Fuente: Elaboracion propia.

El extracto etandlico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. no produjeron
mortalidad en las dosis ensayadas por via dermal durante el tiempo de evaluacion.
La DLso por via dermal de la muestra es mayor de 2000 mg/Kg de peso corporal
(Ver Tabla 6).

Tabla 6: Parametros abidticos de valoraciéon clinica en animales de

experimentacion

Observac. Hora - Dia
N° lh 2h 4h 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Animales
Dosis

(Mg/Kg)
200 1 O 0 0 0o 0O 0OOOOOOOTO O O 0 O
2 O 0 0 0o 0O 0OOOOOOOTO O O 0 O
3 O 0 0 0o 0O 0OOOOOOOTO O O 0 O
Control 4 O 0 0 0o 0O 0OOOOOOOUO O O o0 O
5 O 0 0 0o 0O 0OOOOOOOTO O O 0 O
6 O 0 0 0o 0O 0OOOOOOOTO O O 0 O
1000 7 O 0 0 0o 0O 0OOOOOOOTO O O 0 O
8 O 0 0 0o 0O 0OOOOOOOTO O O o0 o

N
~



9 O 0 0 00O OOOODOOOW O O O o0 o
2000 10 0O 0 0 00 OOOODOOOW O O O o0 o
11 0O 0 0 00O OOOOOOOW O O O o0 o
12 0O 0 0 00 OOOODOOOW O O O o0 o
NO PRESENTA: |0
PRESENTA: M: MUERTE S: SANGRADO POR DH: DESHIDRATACION
ORIFICIOS NATURALES
A AGRESIVIDAD AN/PL: ANURIA/ POLIURIA AA: ALTERACION INGESTA
DE ALIMENTOS
C: CONVULCIONES OT: ORINA TURBIA PT: POSTRACION
MC: Ml: MUCOSAS ICTERICIA RA: RIGIDEZ ABDOMINAL
MOVIMIENTO EN
CIRCULO
L: LETARGICA PE: PILOERECCION HT/HT:
D: DISNEA MD/MI: HIPERTERMIA
/HIPOTERMIA
REFLEJO PUPILAR:
MIDRIASIS /MIOSIS
J: JADEO CJ: COJERA
CT: | CONSTIPASION I: INMOVILIDAD
DR: | DIARREA T: TEMBLOR
Cl: CIANOSIS CM: COMA

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 6 se muestran los periodos se observacion para los 14 dias que duré

el ensayo. En base a dichas observaciones encontramos que los animales de

experimentacion no presentaron conductas anormales tales como: alteracion en la

actividad motriz, postracién, depresion, irritabilidad, confusion, jadeo. Tampoco se

vieron signos de toxicidad como: convulsion, piloereccién, debilidad, ataxia, disnea,

diarrea, y defecacion.
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3.3. Determinacién de la toxicidad dérmica aguda de la crema topica al 1%. Elaborado a base del extracto etanolico al 70%

de las hojas de Rosmarinus Officinalisis L.

Tabla 7: Control de aparicién de signos y sintomas de cada grupo de estudio

GRUPOS

DOSIS

30
min

02

04

10
dia

20
dia

30
dia

40
dia

50
dia

60
dia

70
dia

80
dia

90
dia

10°
dia

11°
dia

12°
dia

13°
dia

14°
dia

Gl

200 mg/kg

R1

R2

R3

G2

Control

R1

R2

R3

G3

1000 mg/kg

R1

R2

R3

G4

2000 mg/kg

R1

R2

R3

Fuente: Elaboracion propia.

Leyenda

Ausencia de signos y sintomas como: temblores, convulsiones, salivacion, diarrea, letargia, suefio, como muerte, crecimiento
de pelaje y comportamiento de los animales.

Fuente: Elaboracion propia.

26




En la Tabla 7 se muestra los resultados de las observaciones realizadas durante

los 14 dias del ensayo para cada uno de los grupos estudiados. No se reportaron

signos ni sintomas (convulsiones, temblores, salivacion, diarrea, letargia, suefio ni

muerte) ni ausencia de crecimiento de pelaje en ninguna de las dosis aplicadas.

Tabla 8: Ensayo de irritacion dérmica aguda de la crema tépica al 0.5 % en

Rattus norvegicus hotlzman

Primaria (1IP)

5.
. S S Al
Tiempo de Rata 1 Rata 2 Rata3 | 8 € =
Efecto p = .= 3
observacion muestra muestra muestra | £ o
SPI
3 minutos 0 0 0 0.0
1 hora 0 0 0 0.0
Eritema 4 horas 0 0 0 0.0
24 horas 0 0 0 0.0
48 horas 0 0 0 0.0
72 horas 0 0 0 0.0
3 minutos 0 0 0 0.0
1 hora 0 0 0 0.0
4 horas 0 0 0 0.0
Edema
24 horas 0 0 0 0.0
48 horas 0 0 0 0.0
72 horas 0 0 0 0.0
indice de Irritacion 0.0

Fuente: Elaboracion propia de acuerdo con los datos experimentales realizados en

el estudio.

La muestra no produjo eritema en la piel de las tres ratas, en los 14 dias de

observacion. No se produjo edema. No se observaron signos ni sintomas adversos

durante la prueba (Ver Tabla 8).
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Tabla 9: Ensayo de irritacion dérmica aguda de la crema tdpicaal 1 % en

Rattus norvegicus hotlzman

S .
. S S Al
Tiempo de Rata 1 Rata 2 Rata 3 8 € =
Efecto - 223
observacion muestra muestra muestra | £ o
SPI
3 minutos 0 0 0 0.0
1 hora 1 1 1 0.0
) 4 horas 0 0 0 0.0
Eritema
24 horas 0 0 0 0.0
48 horas 0 0 0 0.0
72 horas 0 0 0 0.0
3 minutos 0 0 0 0.0
1 hora 0 0 0 0.0
Edema 4 horas 0 0 0 0.0
24 horas 0 0 0 0.0
48 horas 0 0 0 0.0
72 horas 0 0 0 0.0
indice de Irritacion 0.0
Primaria (1IP)

Fuente: Elaboracion propia de acuerdo con los datos experimentales realizados en
el estudio.

La muestra produjo eritema muy leve a la hora de observacion, en la piel de las tres
ratas, desapareciendo el efecto a partir de las 4 horas hasta los 14 dias de
observacion. No se produjo edema. No se observaron signos ni sintomas adversos

durante la prueba (Ver Tabla 9).
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Tabla 10: Ensayo de irritacién dérmica aguda de la crema tépica al 2 % en

Rattus norvegicus hotlzman

S .
. S S Al
Tiempo de Rata 1 Rata 2 Rata 3 8 € =
Efecto - 223
observacion muestra muestra muestra | £ o
SPI
3 minutos 0 0 0 0.0
1 hora 1 1 1 0.0
) 4 horas 0 0 0 0.0
Eritema
24 horas 0 0 0 0.0
48 horas 0 0 0 0.0
72 horas 0 0 0 0.0
3 minutos 0 0 0 0.0
1 hora 0 0 0 0.0
Edema 4 horas 0 0 0 0.0
24 horas 0 0 0 0.0
48 horas 0 0 0 0.0
72 horas 0 0 0 0.0
indice de Irritacion 0.0
Primaria (1IP)

Fuente: Elaboracién propia de acuerdo con los datos experimentales realizados en
el estudio.

La muestra produjo eritema muy leve a la hora de observacion, en la piel de las tres
ratas, desapareciendo el efecto a partir de las 4 horas hasta los 14 dias de
observacion. No se produjo edema. No se observaron signos ni sintomas adversos

durante la prueba (Ver Tabla 10).
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3.4. Efecto antiinflamatorio del extracto de Rosmarinus Officinalisis L. en

base a diferentes concentraciones

Tabla 11: Diferencia de peso de la pata tratada y la no tratada — por grupos

Peso de la pata no

Peso de la pata tratada

Diferencia de peso

GRUPO N°1 tratada (mg) (mg) (mg)
1 1.71 1.69 0.02
2 1.68 1.63 0.05
3 1.62 1.59 0.03
4 1.74 1.72 0.02
5 1.75 1.71 0.04
Promedio 1.70 1.67 0.03
Desviacion
estandar 0.05 0.06 0.01
Peso de la pata no Peso de la pata tratada | Diferencia de peso
GRUPO N°2 tratada (mg) (mg) (mg)
1 2.28 1.69 0.59
2 2.39 1.63 0.76
3 2.30 1.59 0.71
4 2.33 1.72 0.61
5 2.35 1.71 0.64
Promedio 2.33 1.67 0.66
Desviacion
estandar 0.04 0.06 0.07
Peso de la pata no Peso de la pata tratada | Diferencia de peso
GRUPO N°3 tratada (mg) (mQ) (mg)
1 1.7 1.68 0.02
2 1.69 1.66 0.03
3 1.67 1.65 0.02
4 1.66 1.64 0.02
5 1.71 1.7 0.01
Promedio 1.69 1.67 0.02
Desviacion
estandar 0.02 0.02 0.01
Peso de la pata no Peso de |la pata tratada | Diferencia de peso
GRUPO N°4 tratada (mg) (mg) (mQ)
1 1.98 1.65 0.33
2 1.93 1.68 0.25
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3 191 1.63 0.28

4 1.96 1.68 0.28

5 1.97 1.67 0.3

Promedio 1.95 1.66 0.29
Desviacion

estandar 0.03 0.02 0.03

Peso de la pata no Peso de la pata tratada | Diferencia de peso

GRUPO N°5 tratada (mg) (mg) (mQ)

1 1.75 1.62 0.13

2 1.79 1.61 0.18

3 1.78 1.63 0.15

4 1.77 1.62 0.15

5 1.78 1.61 0.17

Promedio 1.77 1.62 0.16
Desviacion

estandar 0.02 0.01 0.02

Peso de la pata no Peso de la pata tratada | Diferencia de peso

GRUPO N°6 tratada (mg) (mg) (mg)

1 1.7 1.62 0.08

2 1.71 1.62 0.09

3 1.71 1.6 0.11

4 1.69 1.63 0.06

5 1.68 1.64 0.04

Promedio 1.70 1.62 0.08
Desviacion

estandar 0.01 0.01 0.03

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 11 se muestran los valores en mg de los pesos antes y después de la
administracion de los tratamientos clasificados en los siguientes grupos: Grupo N°1
es el grupo control negativo; Grupo N°2 es el inducido con la carragenina, pero sin
tratamiento; Grupo N°3 es el que recibio el tratamiento del medicamento patron de
diclofenaco gel al 1%; Grupo N°4 se le aplicé la crema al 0.5%; Grupo N°5 se le

aplicé la crema al 1%; y finalmente el Grupo N°6 se le aplicé la crema al 2%.
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Tabla 12: Efecto antiinflamatorio del extracto Rosmarinus officinalisis L.

sobre el edema suplantar inducido por carragenina en ratas Holtzman

Inducido sin

tratamiento (o gel Gel Romero Romero Romero

0.5% 1% 2%

placebo) diclofenaco

0.59 0.02 0.33 0.13 0.08

0.76 0.03 0.25 0.18 0.09

0.71 0.02 0.28 0.15 0.11

0.61 0.02 0.28 0.15 0.06

0.64 0.01 0.3 0.17 0.04

prom 0.66 0.02 0.29 0.16 0.08

S 0.07 0.01 0.03 0.02 0.03
s2 0.00507 5E-05 0.00087 0.00038 0.00073

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 12 se expone el efecto antiinflamatorio del extracto Rosmarinus
Officinalisis L. (romero) sobre el edema suplantar inducido por carragenina en ratas
Holtzman. Se ha separado los tres distintos grados de concentracion de la crema
de romero (0.5%, 1%, 2%), y también se ha visto el inducido sin tratamiento y gel
diclofenaco. Se ha ordenado los valores hallados en la Tabla 11, que es la
diferencia del nivel de peso de la pata, de las ratas tratadas y no tratadas. Con
dichos valores se ha procedido a hallar el promedio, la deviacion estandar y la

varianza.

3.5. Pruebas estadisticas para comparar el efecto antiinflamatorio del
extracto de Rosmarinus Officinalisis L. en base a diferentes
concentraciones:

Se procedera al Andlisis de varianza (ANOVA) para la evaluacion del efecto
antinflamatorio de una crema a base del extracto etanolico 70% de Rosmarinus

officinalisis L. en Ratus norvergicus hotlzman.
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Tabla 13: Grupos y estadisticas necesarias para el ANOVA

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Inducido sin
tratamiento 5 3.31 0.662 0.00507
Diclofenaco gel 5 0.1 0.02 5E-05
Romero 0.5% 5 1.44 0.288 0.00087
Romero 1% 5 0.78 0.156 0.00038
Romero 2% 5 0.38 0.076 0.00073

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 13 se encuentran los 5 grupos de control. En la columna Cuenta, se

encuentra el nimero de ratas con el que se experimentd en determinado grupo. La

columna Suma es el resultado de la sumatoria de los valores expuestos en la Tabla

12, valores que provienen de la diferencia de peso entre la pata tratada y no tratada

de las ratas Holtzman que participaron en el experimento (Ver Tabla 11). La

columna Promedio es el resultado de la division entre los valores de la columna

Suma y Cuenta. Con los valores anteriores se ha hallado

correspondiente para cada grupo experimental.

la varianza

Tabla 14: Anélisis de varianza (ANOVA) y su significancia segun distintas

concentraciones de la crema antiinflamatoria a base de Rosmarinus

officinalisis L.

ANALISIS DE
VARIANZA s2
Origen de Promedio de
| Suma de Grados de |
as 0s
o cuadrados libertad S
variaciones cuadrados
Entre
grupos 1.313696 4 0.328424 231.284507
0.00142

Dentro de
0.0284
los grupos

Total 1.342096 24

Valor critico
para F

2.866081402
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Fuente: Elaboracion propia.

Hipotesis:

HO (sig = a=0.05): No hay diferencias entre las medias de los diferentes grupos
experimentales.

H1 (sig < a=0.05): Al menos una de las medias es significativamente distinta a las
demas medias de los grupos experimentales.

|

En la Tabla 14 observamos que obtuvimos un valor-p de 1.94225E-16, el cual es
menor que p=0.05. Por ende, rechazariamos la hipétesis nula (HO) y aceptariamos
la hipotesis alternativa (H1). Esto nos llevaria a concluir que existe diferencias
significativas en el efecto antiinflamatorio de la crema de Rosmarinus Officinalisis
L. (romero) al 0.5%, 1%, 2%, diclofenaco gel, e inducido sin tratamiento o gel
placebo; reflejado en la diferencia del nivel de peso de la pata de las ratas tratadas

y no tratadas.

Tabla 15: Determinacion de homogeneidad entre los grupos de

experimentacion - Prueba de Tukey

HSD 7.13
Mul
Mse
n
Control
Negativo 0,5% 1% 2% Diclofenaco
Sin
tratamiento 0.506 0.586 0.642

0,5% 4.844 4.99962

1% 0.77962

2% 0.15562
diclofenaco

Fuente: Elaboracion propia.
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Hipotesis:

HO: Existe efecto antiinflamatorio de la crema de Rosmarinus Officinalisis L.
(romero) al 0.5%, 1%, 2%, sobre el edema subplantar inducido por carragenina en
ratas Holtzman en comparacion con el gel diclofenaco y gel placebo (o inducido sin
tratamiento).

H1: No existe efecto antiinflamatorio de la crema de Rosmarinus Officinalisis L.
(romero) al 0.5%, 1%, 2%, sobre el edema subplantar inducido por carragenina en
ratas Holtzman en comparacion con el gel diclofenaco y gel placebo (o inducido sin

tratamiento).

En la Tabla 15 se ha desarrollado la prueba de Tukey. Para poder aceptar o
rechazar nuestras hip6tesis debemos comparar los valores de la Tabla 14 con el
HSD. Al no encontrar un valor que supere (el mas alto fue 4.99962) al HSD (7.13)
concluimos que no se rechaza la hipétesis nula; cuestion que si sucede con la
hipétesis alternativa. Esto nos dice que si existe efecto antiinflamatorio de la crema
de Rosmarinus Officinalisis L. (romero) al 0.5%, 1%, 2%, sobre el edema subplantar
inducido por carragenina en ratas Holtzman en comparacion con el gel diclofenaco

y gel placebo (o inducido sin tratamiento).

Tabla 16: Cuadro de actividad antinflamatoria en las distintas

concentraciones de las cremas, las inducidas y aplicadas con el farmaco de

referencia
Actividad
Antinflamatoria
Grupo Dosis (mg/Kg) | Actividad (%)

Control Negativo 0 0.00

No tratado Inducido s/t 0.00

Formula 0.5% Formula 0.5% 56.50

Formula 1% Formula 1% 76.44

Formula 2% Formula 2% 88.52
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Gel diclofenaco | Gel diclofenaco 96.98

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 16 se observa que el mayor porcentaje de actividad se da en la crema
Rosmarinus Officinalisis L. (romero) al 1% y 2%; con una actividad de 76.44% y
88.52%, respectivamente. La crema o formula al 2% es la que mas se acerca al gel
diclofenaco, mostrando resultados sumamente alentadores sobre las propiedades

antiinflamatorias del romero.

Actividad (%)
140.00
120.00 96,98
2 100.00 76.44 522
a 80.00 -
S 60.00
E 40.00
2 20.00 000000
< 0.00
-20.00 - - mm Actividad (%)
-40.00 _
indu | For | For | For | Di€lo | ——Lineal (Actividad (%))
. fena
0 cido | mula | mula | mula o
s/t | 0.5% | 1% | 2%
gel
| Actividad (%)| 0.00 | 0.00 | 56.50 | 76.44 | 88.52 | 96.98
MUESTRAS

Figura 1: Actividad en porcentajes de las muestras de los grupos

experimentales

Fuente: Elaboracion propia.
En la Figura 1, mediante una grafica se expone sefialado en la Tabla 16. Nos

ermite visualizar que al aumentar el porcentaje de la formula -desde el 0.5% al
p q p J

2%- va incrementandose el efecto antiinflamatorio que posee el romero.
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Tabla 17: T-Student: Medias obtenidas

Gel diclofenaco Romero 0.5% Romero 1% Romero 2%
0.02 0.33 0.13 0.08
0.03 0.25 0.18 0.09
0.02 0.28 0.15 0.11
0.02 0.28 0.15 0.06
0.01 0.3 0.17 0.04

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 17 se presenta las medias obtenidas del diclofenaco, y de los tres tipos
de concentraciones de romero en crema: 0.5%, 1% y 2%. Estos resultados también

fueron expuestos en la Tabla 12.

Se utilizara la prueba t-student porgue la muestra con la que se trabaja es pequeiia.
Y como se sabe, es recomendable el uso de dicho test cuando la cantidad de la
muestra es generalmente menor a 30, como lo es en el presente trabajo, al haber

5 muestras por cada grupo experimental.

Grafica de probabilidad de diclofenaco , romero 0.5%, romero 1%, ...
Normal - 95% de IC

99
Variable

—&— diclofenaco gel
—m— romero 0.5%
— 4 — romero 1%
—4& - romero 2%

Media Desv.Est. N AD P
0.02 0.007071 5 0.471 0.129
0.288 0.02950 5 0.229 0.631
0.156 0.01949 5 0.241 0.586
0.076 0.02702 5 0.148 09N

Porcentaje
FoS Y, I |
o o o o

N ow
(=T =]

10
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Figura 2: Porcentaje de probabilidad del gel diclofenaco, de la crema base

de Rosmarinus officinalisis L. a diferentes concentraciones 0.5%, 1%, 2%

Fuente: Elaboracion propia.

Hipétesis:

HO (valor-p < a=0.05): No existen diferencias estadisticamente significativas entre
la media de un grupo experimental respecto de las medias de los otros grupos
experimentales.

H1 (valor-p > a=0.05): Existen diferencias estadisticamente significativas entre la
media de un grupo experimental con al menos una de las medias de los otros

grupos experimentales.

En la Figura 2 se muestra la gréfica de probabilidades con un intervalo de confianza
de 95%. Los valores de la media, desviacion estandar, cantidad de datos (N),
coeficiente Anderson-Darling (AD), y valor-p (P); se encuentran en sus columnas
ordenas de arriba hacia abajo, empezando por el gel diclofenaco y terminando en

el romero 2%.

Aplicaremos el método del valor-p, para ello el valor-p debemos compararlo con el
nivel de significancia («=0.5). Lo cual nos da para el caso del gel diclofenaco:
0.129>0.05. Hemos escogido dicho grupo experimental porque viene a ser el de
menor valor del total los grupos experimentales. Y siendo el menor valor, supera al
nivel de significancia; con lo cual deducimos que los otros grupos también lo

superaran.

Lo expuesto nos lleva a decir que se rechaza la hipétesis nula (HO); y que no se
rechaza la hipdtesis alternativa (H1). Por lo tanto, existen diferencias
estadisticamente significativas entre la media de un grupo experimental con al

menos una de las medias de los otros grupos experimentales.

38



Grafica de caja de diclofenaco gel, romero 2%
0.12

0.10

0.08

0.06

Datos

|
004

0.02 @/
|

0.00
diclofenaco gel romero 2%

Figura 3: Grafica de la actividad del gel diclofenaco y crema a base de

Rosmarinus oficinalisis L. al 2%

Fuente: Elaboracioén propia.

En la Figura 3, la grafica de caja nos permitira hacer observaciones importantes,
como comparar el comportamiento de estds dos distribuciones con las

caracteristicas que comparten ambos.

Podemos visualizar que el valor minimo para el gel diclofenaco es 0.01 y el maximo
es 0.03; para el romero al 2% es 0.04 y 0.11. La mediana es de 0.02 para el gel
diclofenaco y de 0.08 para el romero al 2%. Esto nos lleva a decir que el romero al
2% presenta una mayor mediana que el gel diclofenaco; indicandonos que
posiblemente es el mas estable de las dos cremas. La dispersion es fundamental,
y la grafica nos permite ver que la dispersion es menor en el caso del gel
diclofenaco; y que la mayor es del romero al 2%. Esto se observa por el ancho de

cada caja.
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IV. DISCUSION

4.1. Discusion de resultados

La investigacion presente tuvo el objetivo de evaluar el efecto antiinflamatorio del
extracto etandlico al 70% de las hojas del Rosmarinus officinalis L. en Rattus
norvegicus hotlzman. Se considero los efectos de los compuestos bioactivos del
romero, los cuales son: flavonoides, &cidos fendlicos y principios amargos. Esto
permitié relacionar los compuestos bioactivos del romero, con las propiedades
necesarias para contrarrestar el aumento del flujo sanguineo y la permeabilidad
vascular; que vienen a ser los efectos que se producen después de una inflamacién

en alguna parte del organismo.

De tal manera, se trabajé con un grupo de 30 ratas (Rattus norvergicus Holtzman).
A 25 ratas se les realiz6 una induccion de la inflamacién, inyectandoles 0.1mL de
carragenina al 3% en la pata derecha de todos los animales; la excepcion fueron
las 5 ratas del control negativo. Se dividieron en los siguientes grupos
experimentales: Grupo N°1 es el grupo control negativo; Grupo N°2 es el inducido
con la carragenina, pero sin tratamiento; Grupo N°3 es el que recibio el tratamiento
del medicamento patron de diclofenaco gel al 1%; Grupo N°4 se le aplico la crema
al 0.5%; Grupo N°5 se le aplico la crema al 1%; y finalmente el Grupo N°6 se le
aplicé la crema al 2%. La aplicacion del tratamiento no mostré conductas fuera de
lo normal en los animales. Por otra parte, se realizé un ensayo fitoquimico
preliminar, en el que se identifico una gran presencia de alcalides, compuestos

fendlicos, flonovoides, y azucares reductores libres (ver Tabla 4).

Los resultados han mostrado que se reduce la inflamacién con las cremas al 0.5%,
1%y 2%. Habiendo un mayor efecto, cuanto mayor es la concentracion de la crema,;
por ende, la crema al 2% es la que mostré los mejores valores, acercandose mas
al efecto del gel diclofenaco (ver Tabla 15 y 16; Figura 1). Se debe decir que
diversos estudios buscaron comprobar las propiedades antiinflamatorias del
Rosmarinus officinalis L. (romero) acompafiado con otro producto (6) (7) (8) (9).
Esto nos llevo a considerar que el romero tiene un potencial significativo a la hora
de ser usado como antiinflamante; pero a la vez a tomar con sumo cuidado los
resultados de los trabajos citados, puesto que la evaluacion que hicieron no fue
solo al romero. Los resultados de dichos trabajos coincidian al sefialar que era util

para sanar las lesiones asociadas con la inflamacion.
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Rocha et al. (2015) es uno de los primeros en evaluar las propiedades
antiinflamatorias del Rosmarinus officinalis L. sin mezclarlo con otro producto. Y
también observa que luego de la aplicacion se da una reduccién de la inflamacion
(5). Nuestro estudio hace lo mismo: no considera otro producto en la elaboracion
de la crema. Crema que sera evaluada en los distintos grupos experimentales en
diferentes concentraciones. Confirmando asi los resultados positivos que tiene el

romero al momento de reducir las inflamaciones.

En el estudio presente hallamos que la crema al 2% tuvo un porcentaje de 88.52%
de actividad. Valor que contrasta con el obtenido por Aguay (2012), en el que el gel
al 2% que elaboré tuvo un 99.31%. De forma indispensable se debe decir que el
gel elaborado por Aguay fue producto de la mezcla de tres extractos Zingiber
officinalis, Thymus vulgaris L. y Rosmarinus officinalis. Esto nos advierte que

miremos con cautela los resultados discrepantes entre ambos estudios (3).

Kuncho (2019) comparé tres concentraciones distintas de extracto de romero con
el gel diclofenaco al 1%. Y obtuvo como resultado que, dicha concentracion
presenta el mejor efecto antiinflamatorio (3). Por nuestra parte, la concentracion al
2% fue que mejor resultado nos dio; siendo la que mas se aproximé a las

propiedades antiinflamatorias del gel diclofenaco.

4.2. Conclusiones
1. No se presento irritacion dérmica ni conductas anormales en los 14 dias de

observacion a las que fueron sometidas las ratas Holtzman.

2. Existi6 diferencias significativas en el efecto antiinflamatorio en el efecto
antiinflamatorio de la crema de Rosmarinus officinalisis L. (romero) al 0.5%,
1%, 2%, diclofenaco gel, e inducido sin tratamiento o gel placebo. Esto se

mostré en el peso de las patas de las ratas tratadas y no tratadas.

3. Si existe efecto antiinflamatorio de la crema de Rosmarinus officinalisis L.

(romero) al 0.5%, 1%, 2%, sobre el edema subplantar inducido por
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carragenina en ratas Holtzman en comparacion con el gel diclofenaco y gel

placebo (o inducido sin tratamiento).

4. Existen diferencias estadisticamente significativas entre la media de un
grupo experimental con al menos una de las medias de los otros grupos
experimentales. Lo cual revela que el valor promedio en un grupo

experimental suele ser diferente al de otro.

5. A medida que aumenta la concentracion de la crema elaborada a base de
romero, se incrementa el nivel de actividad. Por ello, podemos decir que la
formula al 2% es la que mejor resultados antiinflamatorios trajo y que es la

gue mas se acerca a las propiedades del gel diclofenaco.

4.3. Recomendaciones
1. Se recomienda continuar con sucesivos trabajos que sigan indagando en las

actividades antiinflamatorias del Rosmarinus officinalis L.

2. Seguir analizando al romero solo o mezclado con otros productos; y asi
evaluar asi en que caso da mejores resultados. Y si se da el caso de la
mezcla, cudl seria el otro producto que vuelva adn mas potente sus

propiedades antiinflamatorias del romero.

3. Divulgar las propiedades antiinflamatorias que presenta el romero desde el

ejercicio profesional de la medicina.

4. Las universidades sigan generando estudios de esta indole, y en especial la
casa de estudias Universidad Maria Auxiliadora (UMA).
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ANEXOS

Anexo A: Operacionalizacion de variable

Operacionalizacién de variables

Variables
independiente

Definicion conceptual

Definicidon operacional

Dimenciones

Indicadores

Escala

Crema a base
del extracto
etandlico al
70% de las

hojas de
Rosmarinus
officinalis L.

Segun definiciéon que le otorga la USP, las
cremas son formas farmacéuticas
semisdlidas que contienen uno o mas
farmacos disueltos o dispersos en una
base adecuada, con consistencia
relativamente liquida formulados como
emulsidn de agua en aceite o aceite en
agua.

Las cremas son preparados semisolidos de
uso tépico que contienen principios activos o
aditivos necesarios en su composicion,
estan compuestas por dos fases una fase
lipdfila e hidrdfila y finalmente se adicionara
el extracto etandlico de Rosmarinus
oficinalisis L. en distintas concentraciones
0.50%,1%0,2%; la cual posteriormente se
evaluara su propiedad antinflamatoria.

Concentracion de
la crema a base
de el extracto
etanolico de
rosmarinus
officinalis L.

concentracién
al 0.5%

concentracién
al 1%

concentracidon
al 2%

Numerica

Variables
dependiente

Definiciéon conceptual

Definicidon operacional

Dimenciones

Indicadores

Escala

Inflamacion
suplantar
inducida por
Carragenina en
ratas Holtzman.

La inflamacién es un proceso fisiolégico,
defensivo natural del organismo ante
agresiones del medio, manifestando el
dolor, calor, edema, etc. como signhos, su
funcion principal es permitir que el
organismo se adapte a diferentes
circunstancias. El proceso inflamatorio se
puede dividir en cinco etapas; la lliberaciéon
de mediadores, el efecto de los
mediadores, la llegada de moléculas,
células inmunes al foco inflamatorio, la
regulacion del proceso inflamatorio
finalmente la reparacion del tejido esta
puede ser parcial o total.

El proceso inflamatorio ocasionado por la
Carragenina se debe a la liberacién dentro
de la primera hora de histamina, serotonina

que actuan principalmente como
mediadores, posteriormente dentro de dos
horas y media intervienen las quininas como
la bradiquinina y finalmente las
prostaglandinas fundamentalmente PGE1,
PGE2 y PGF2.

Diferencia del
peso de las patas
con edemay con

muestra.

mg

Numerica
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Anexo B: Validaciéon de instrumentos

Insumos para la formulacién de la crema de Rosmarinus officinalis L. con

diferentes concentraciones 0,5% 1% 2%

Nombre Comercial Nombre INCI C1i(g) C2(g) C3(g)
Principio | 1- Extracto de romero Extracto de romero 0,50 1,00 2,00
activo
. | cera lanett cetearyl alc y sodium 18,0 18,0 18,0
cetearyl sulfato
Fase )
.| cutina Glyceryl stearate SE 14,0 14,0 14,0
oleosa
Isopropyl Myristate 6,66 6,66 6,66
Miristato de isopropilo
. | Metil parabeno Methyl paraben 0,20 0,20 0,20
3,40 3,40 3,40
Fase . . ;
Lauril sulfato de sodio | Sodium laury sulfate
acuosa
- | Propilenglicol Propylene Glycol 3,40 3,40 3,40
4. | Glicerina liquida Glycerol 3,40 3,40 3,40
5.| Agua Water 50,94 50,94 50,94
100 100 100

Leyenda: C1(g) Concentracion 1 en gramos, C2(g): concentracion 2 en gramos,

C3(g): Concentracién 3 en gramo
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Anexo C: Grupos experimentales

Grgpos de_ IEIIDeso de Peso de |Formacion |Promedio
experimentacion pata no la pata de el del
tratada tratada edema edema
(mg) (mg) (mg) (mg)
R1
GRUPO N°1 R2
CONTROL [R3
R4
R5
R1
GRUPO l\_|°2 Eg
Carragenina
R4
R5
R1

GRUPO N°3 o

patrén

diclofenaco R3
sodico |R4
R5

GRUPO N°4 |R1

crema a R2

base de R3
extracto

etandlico R4
c/0.5% R5

GRUPO N°5 |R1

cremaa R2

base de R3
extracto

etandlico R4

c/1% R5

GRUPO N°6 |R1

crema a R2

base de R3
extracto

etanélico R4

c/2% R5
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Anexo D: Certificado de adquisicion en el Bioterio de la UPCH

? CAYETANO HEREDIA

JEFATURA DE BIOTERIO - DUICT UPCH

CERTIFICADO

El Bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia CERTIFICA que los
productos bioldgicos que se describen a continuacion:

50 ratas de la cepa Holtzman, machos de 8 semanas de edad, con un rango de
peso vivo de 200 a 240 gr.

Cuentan con un buen estado nutricional, sanitario y clinico; importante para este
tipo de productos biologicos que son utilizados con diversos fines en el area
biomédica.

Se expide el presente certificado al Laboratorio de Control de Calidad de
Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Lima, 16 de octubre del 2020

José Fernando Nufez Vicana

Médico Veterinario Zootecnista UPCH

Jefe del Bioterio UPCH

Direccion Universitaria de Investigacion, Ciencia y Tecnologia DUICT
Universidad Peruana Cayetano Heredia
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Anexo E: Evidencia de trabajo de campo

Figura 4. Rattus norvergicus
Holtzman

Figura 5. Peso inicial de Rattus

norvergicus Holtzman

Figura 6. Marca de carragenina

inducida a las ratas

Figura 7. Induccion de la

inflamacion inyectando 0.1mL de

carragenina al 3%
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Figura 8. Visualizacion de la
inflamacion en la pata derecha de las

ratas

Figura 9. Crema de Rosmarinus
officinalisis L (romero) al 0.5%

Figura 10. Crema de Rosmarinus

officinalisis L (romero) al 1%

Figura 11. Crema de Rosmarinus

officinalisis L (romero) al 2%
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