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RESUMEN

Esta investigacion tene como objetivo  evaluar de lk actividad
antinflamatoria del extracto etandlico de Origanum vulgare L. "Orégano™ en ratas
abinas, puesto que cada dia crece méas el estudio de ks plantas medicinales de forma
que kb etnobotéanica, k fitoterapia Yy la ftoquimica son més importantes, tanto para b
medicina complementaria como para el &mbito académico.

Es una investigacion es de tipo descriptivo, experimental y prospectiva. La
metodologia es la siguiente: Se realiza la extraccion de extracto etandlico de Origanum
vulgare L. "Orégano", a partir de 02 kg del vegetal seco. Posteriormente se realizd
determinacid n de solidos totalkes y estudio fotoquimico del mismo. Como
especimenes de experimentacion se uitilizd 32 ejemplares de ratas albinas,
distribuidas en cinco grupos al azar. La induccion del proceso inflamatorio se
realizd en todos lbs ejemplares de experimentacion mediante puncion subplantar
con carreganina al 1%. Aplicando posteriormente diferentes tratamientos. Atodos los
ejemplares de experimentacion se ks inoculd el tratamiento via intragastrica.

El Grupo 1 (G1), control negativo, se ke inoculd SSF estéril; y el Grupo 5 (G5), control
positivo, se ke aplicé diclofenaco al 0.25% a los Grupos 2, 3 y 4 se ks ihoculd
extracto etandlico de orégano en diferentes concentraciones 05%, 1% y 2% para
determinar su efecto.

Los resultados determinan que a mayor concentracion del extracto etandlico de
orégano, es mayor el efecto ant inflamatorio, demostrandose al comparar los
especimenes de los grupos 2, 3y 4 con los especimenes del control negativo y control
positivo.

Se recomeinda seguir realizano mas trabajos realcionados para deteminar las dosis

adecuadas y efectos farmacologicos del extracto etandlico de orégano.

Palabras Claves: Origanum vulgare L. ""Orégano™, Inflamacidn, extracto etanolico.



ABSTRACT

The objective of ths research & to evaluate the antiinfhmmatory activity of
the ethanolic extract of Origanum wulgare L. "Oregano™ in albino rats, since every
day the study of medicinal plants grows in such a way that ethnobotany,
phytotherapy and phytochemistry are more important, both for complementary
medicine and for the academic field.

It s a research is descriptive, experimental and prospective. The methodology
i5 as follows: The extraction of ethanolic extract of Origanum wulgare L. "Oregano
", from 02 kg of the dried vegetable. Subsequently, determination of total solids and
photochemical study was carried out. As experimental specimens, 32 specimens
of abbino rats were used, distributed in five groups at random. The induction of
the inflammatory process was carried out in al experimental specimens by
subplantar puncture with 1% carreganin. Later applying different treatments. A
| the experimental specimens were inoculated ntragastric treatment.

Group 1 (G1), negative control, was inoculated with sterile SSF; and Group 5
(G5), positive control, diclofenac was applied at 0.25% to Groups 2, 3 and 4 were
inoculated ethanolic extract of oregano in different concentrations 05%, 1% and
2% to determine its effect.

The results determine that the higher concentration of the ethanolic extract of
oregano, the greater the anti-inflammatory effect, being demonstrated when
comparing the specimens of groups 2, 3 and 4 with the specimens of the negative
control and positive control.

It & recommended to continue performing more works done to determine the

adequate doses and pharmacological effects of the ethanolic extract of oregano.

Keywords: Origanum wulgare L. "Oregano”, Inflammation, Ethanolic
extract.



L.

INTRODUCION

Los seres humanos vivimos en un mundo potencialmente hostil, con un elevado
nimero de agentes infecciosos, de formes, tamafios, composicion Yy agresividades
diversas que, sinduda, nos utilizarian como refugios para b propagacion de sus
especies sino hubiéramos desarrollado a su vez un conjunto de mecanismos de defensa.
(Delves, Martin, Burton, & Roitt, 2011).

De acuerdo con Lorenzana (2011), el proceso inflamatorio es un sindrome
comin a numerosas situaciones patologicas de los mamiferos. Consiste en b respuesta
local o sistémica del organismo frente a diversos estimulos. La inflamacion puede
ser originada por factores endogenos (necrosis tisular o fractura Osea) o factores
exogenos cono lesiones por agentes mecanicos (cortes), fisicos (quemaduras), quimicos
(corrosivos), biologicos (microorganismos) e inmuno lbgicos (reacciones de hipersens
ibilidad). Tiene como propdsito b eliminacion del agente causal asi como la reparacion

del tejido dafiado y el mantenimiento de b homeostasss.

Ademés debemos dejar en claro que k inflamacion esun proceso fisioldgico comin
que deteriora k salud de las personas. Esta relacionada aun sinnimero de enfermedades
que afectan a kb poblacion en general (nifios, adultos y ancianos) Yy que se evidencia en
nuestra vida cotidiana al acudir a cualquier establecimiento de salud. (Camacho &
Honorio, 2017).

Los ant inflamator ios no esteroides (AINES) se encuentran entre los
medicamentos mas prescriptos en todo el mundo. Esta clase heterogénea de farmacos
incluye l aspirina y varios otros agentes inhibidores de l ciclo-oxigenase (COX),
selectivos 0 no. Los AINES no selectivos son los mas antiguos, Y designados como
tradicionales o convencionales. Los AINEs selectivos para b COX-2 se designan
COXIBEs. En los Ukimos afios, ha sido cuestionada la seguridad del uso de los AINES
en k practica clinica, particularmente de los inhibidores selectivos de la COX-2.
(Batlouni, 2010).

Por tal motivo, es de mucha importancia buscar nuevas sustancias que sean

(tiles para solucionar o por lo menos mitigar el proceso inflamatorio presente en muchas
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enfermedades; y que no tengan o por lbo menos que tengan menos efectos
secundarios que los AINES tradicionales. Sin lugar a dudas, el conocimiento tradicional
que va de generacidn en generacion no solo en nuestro pais, sino de las poblaciones de
todo el mundo, es el primer eslabon que aporta a k industria farmacéutica, informacion
para encaminar proyectos de investigacion donde se estudie a profundidad y con rigor
cientifico alguna actividad terapéutica que posea algiin recurso de origen natural promisor,
en lo particular para el tratamiento del dolor y la inflamacion. (Camacho & Honorio,
2017).

ANTECEDENTES Y FUNDAMENTACION CIENTIFICA

2.1 Antecedentes

El término especia suele aplicarse a ks partes duras, como semillas y cortezas,
de ks plantas arométicas nativas de ks regiones tropicalkes de Asia y de las Molucas,
en Indonesia. También se lma especias a numerosas hierbas, que son en realidad ks
hojas olorosas de muchas plntas herbaceas, en su mayoria nativas de regiones
tenpladas. Las especias, ademés de usarse como medio para conservar y mejorar el
sabor de los alimentos, han sido importantes insumos de kb medicina tradicional.
Antes de kh generalizacion de los medicamentos elaborados de forma industrial,
solian prescribirse remedios compuestos por hierbas, muchos de e los eficaces, que
han sido redescubiertos Y utilizados en nuestros dias. (Especias, hierbas medicinales y
plantas).

Las aplicaciones medicinales de las especias son numerosas y muy variad
as. Encontramos que principalmente se refiere su uso en el tratamiento de anemia,
anorexia, trastornos del aparato digestivo, infecciones bacterianas, antiemético,
antiespasmodico , aerofagia, agruras, antinelmintico, ant inflamatorio, aperitivo,
astringente, colkrético, colagogo, constipacion, diarrea, indigestion, disenteria, dispepsia,
cllico estomacal, enterosis, estrefiimiento, estomaquica, eupéptico, halitosis, hipo, laxante,
nauseas, parasitos intestinales, sialagogo, ukceras gastricas, ulceras pépticas, vomito de
sangre. (Waizel-Bucay, & Waizel-Haiat, 2016).



El orégano (Origanum wulgare) es una hierba aromatica que pertenece a la
familia Lamiaceae y cominmente se encuentra en toda Asia, Europa y el norte de
Africa. En la medicina popular, O. wilgare se usa para tratar trastornos respiratorios,
dispepsia, menstruacié n dolorosa, artritic  reumatoide, escrofulosis 'y trastornos
del tracto wurinario. (Chemical conposition origanum wlgare). Ademés, se ha
demostrado que los aceites esenciales de orégano poseen actividades antioxidantes,
antibacterianas, antifingicas, diaforicas, carminativas, antiespasmddicas y analgésicas y;
entre estos, el potencial antimicrobiano es de especial interés. En los Gkimos afios,
un gran ndmero de investigaciones han reportado la eficacia de aceites esenciales
de varias especies de Origanum contra un panel de cepas bacterianas, y se identifico
al carvacrol como el principal responsable de esta actividad biologica. (Torres, Diaz,
Escalante, & Estrada, 2008).

La referencia sobre el uso de origanum wilgare en el tratamiento de artritis
reumatoide se conmpagina, segin Enriqgue Garcia-Pérez, con algunos reportes que
indican que algunas sustancias quimicas o fitoquimicos solubles han sido recientemente
reevaluados en su efecto ant inflamatorio. Se ha reportado que el extracto soluble en
agua de orégano inhibe k secrecidn de la ciclboxigenasa 2 (COX-2), mostrando una
actividad ant inflamatoria en células humanas de carcinoma epitelial. Asimismo, un
extracto etanOlico de orégano exhibid la actividad antinflamatoriaen un modelo de
raton con gastritis inducida por estrés e hipersensibilidad por contacto. Los principale
s ftoquimicos responsables de b actividad antinflamatoria son el &cido rosmarinico, el
acido ursolico vy al acido oleandlico. (Garcia, E., Castro, F., Gutiérrez, J., & Garcia, S.
(2012).
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1L MARCO TEORICO

3.1 Descripcién de Origanum vulgare

3.1.1 Chsificacibon taxondmica

Divisidn: Magnoliop hyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae

Subfamilia: Nepetoideae
Género: Origanum
Especie: Origanum wulgare L.

&
© A Kershunoy

Figura 1. Inflorescencia de Origanum vulgare L.

Tomado del Digital Herbarium and Drog Atlas

3.2 DESCRIPCION MORFOLOGICA

Phlnta herbacea o sufruticosa, perenne, rizomatosa. Los talos son erectos, de
unos 90 cm o mas, generalmente ramificados en la parte superior, pubescentes,
hirsutos o e losos, raramente glabros. Las hojas, de 10-40(-50) x 4- 25 mm, son

ovaladas, enteras o0 ligerame nte crenacio-serradas, glbras o pilosas, punteado
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glandulosas y pecioladas. Flores dispuestas en espiga de verticilastros de 5-30 mm,
owide, oblonga o prsmatica, formando en conjunto, una inflorescencia corimbosa
densa. Bracteas florales de 4-5mm, diferentes a las hojas, casi dos veces mas largas
que el célz, ovaladas u oblongas, no apiculadas, pilosas o glbras, sin

gandulas o ligeramente  punteado-glandulosas, herbaceas, generalmente  de
color purpuravio laceo o grisaceo. El caliz, punteado de glandulas amarillas, con 5 dientes
iguales, es pilbso o ghbro. La corok de 4-7 mm, es bilabiada, con el labio superior
entero o escotado y el inferior triobulado, blanco o rojo-pdrpura. Androceo formado
por 4 estambres fértiles, con los filamentos divergentes, didinamos. (Mufioz, 2002)

3.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS.

El célz tubuloso es de color violaceo, con 13 nervios longitudinales y punteado
de glandulas amarillas, terminado en 5 dientes casi iguales; presenta numerosos tricomas

tectores pluricelulares uniseriados, largos yrigidos en la garganta.

La corok es bilabiada de color rosa o purpura, con el tubo mas largo que el
calz, el labio superior es escotado y el inferior tribbulado; presenta abundantes

tricomas tectores y glandulas en su superficie externa.

Las bracteas son alrgadas, ovaladas, herbaceas, glabras o glabrescentes, de color
rojo-violiceo en la superficie externa y mas claras en la interna, con los nervios
prominentes en la superficie externa y algunos tricomas tectores en la interna; presentan
gndulas.

Las hojas, de color verde, mas claro en el envés, son ovaladas, enteras o
subenteras, aunque pueden presentar algunos dientes marginales; los nervios, prominentes
por el envés, son de color werde pardo; el haz es glabro o con algunos tricomas
tectores esparcidos; presentatricomas tectores pluricelulares uniseriados Yy curvados
en lbos bordes, en el envés vy principalmente sobre los nervios; estan punteadas de

gndulas, méas abundantes por el enveés.

El talo es cuadrangular, de color verdeamarillento, con areas rojizas pilosas;
presenta tricomas tectores pluricelulares, uniseriados, retrorsos. (Mufioz, 2002).
3.4 COMPOSICION QUIMICA:
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Existen diversos estudios sobre kb composicion quimica del orégano, usando
extractos acuosos Yy sus aceites esenciales. Se han dentificado flavonoides como hk
apigenina y la luteolina, alkoholes alifdticos, compuestos terpénicos y derivados del
fenilpropano. En O. wulgare se han encontrado &cidos coumérico, ferdlico, caféico, r-
hidroxibenzo ico y vainillinico. Ademas de felandreno, trans-sabineno, Linalol, Cis
sabineno, Terpineol, Linalyl acetate, Carvacrol, trans-cariofileno, espatuleno|, cariofileno,
acido palmitico, acid octadecadienoico, ciclohexanol, en el aceite esencial. (Albado, Saez,
& Grabiel, 2001).

3.5 USOS TRADICIONALES EN EL PERU

En el caso del Origanum wulgare L “Orégano”, es usado por kb poblacion rural,
con la creencia de que posee grandes propiedades medicinales para aliviar diferentes
afecciones, siendo utilizada como calmante, antinflamatorio, contra el dolor de

estdmago y afecciones cutaneas en general.. (Garay, 2015).

3.6 UBICACION GEOGRAFICA EN EL PERU

En el Pert la superficie cultivada vy distribucion geogréafica del orégano se
dstribuye en los departamentos de Tacna, Arequipa, Moquegua, Junin, Apurimac,
Ayacucho, Puno vy La Libertad. Presente principalmente, desde el punto de vista
comercial, conuna produccion enel afio 2014 de 15701, 10898 y 3232 toneladas de

orégano en las Regiones de Tacna, Arequipa y Moquegua respectivamente. (Salas, 2016).

4. INFLAMACION

4.1 DEFINICION

13



La inflamacion es la reaccion de los tejidos vascularizados a kb lesion. Se
caracteriza por mediadores inflamatorios, como el conplemento, el factor de necrosis
tumoral a, el factor vascular de crecimento endotelial (VEGF, por sus siglas en
ingks), por neutrofibs y el amilbide sérico, asi como el desplazamiento de fluidos.
La inflamacion es una respuesta que busca eliminar k causa incial de b lkesién celular,
eliminar el tejido dafiado y generar tejido nuevo. Lo logra mediante k destruccion, la
digestion enzimética, k formacidn de paredes o la neutralizacién por otros medios de
los agentes lesivos, como toxinas, agentes extrafios uorganismos infectantes. Estos
procesos definen el escenario para los acontecimientos que, con el tempo, permiten que
el tejido dafiado sare. Asi, la inflamacion se encuentra entretejida de forma intima con
el proceso de reparacion que reemplaza el tejido dafiado o rellena los defectos residuales
con tejido cicatricial fioroso. (Grossman, & Porth, 2014).

4.2 MANIFESTACIONES SISTEMICAS DE LA INFLAMACION

La inflamacion describe una respuesta local a la lesion tisular y puede presentarse
como una condicion aguda o crénica. Los signos clasicos de una respuesta inflamatoria
aguda son eritema, tumefaccion, calor local, dolor y pérdida de la funcion. La por ks
células endoteliales que recubren los vasos sanguineos, los leucocitos fagociticos
(en particular neutrofilbs 'y monocitos) que circulan en k sangre y las células tisulares
(macrofagos, células cebadas) que dirigen ks respuestas tisulares. La inflamacién aguda
incluye una fase hemodindmica, enla que el flujo sanguineo y la permeabilidad capilar
aumentan, y una fase celular, durante kb cual los lkucocitos fagociticos se desplazan
hacia el area para endocitar y degradar al agente incitante. La respuesta inflamatoria se
organiza por la presencia de mediadores quimicos, como citosinas y quimiocinas,
histamina, prostaglandinas, FAP, fragmentos del compkmento y mokculas reactivas
liberadas por los lkeucocitos. La inflamacién aguda puede implicar b produccion de
exudados que contienen fluido seroso (exudado seroso), eritrocitos —(exudado
hemorragico), fiorinbgeno (exudado fibrinoide) o detritos tsulares y productos de la
degradacidon leucocitaria (exudado purulento). En contraste con kb inflamacion aguda,
que es autolimitada, kb inflamacién cronica es prolongada y suele derivar de irritantes

que persisten, la mayoria de los cuales son insolubles vy resisten la fagocitoss y otros
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mecanismos inflamatorios. La inflamacion cronica se caracteriza por la presencia de
células mononucleares (linfocitos y macr6fagos) més que de granubocitos. Las
manifestaciones incluyen los efectos sistémicos de b respuesta de fase aguda, como
fiebre y ketargo, b elevacion de la VSG y de las concentraciones de PCRsa y otras
proteinas de fase aguda, k leucocitosis 0, en algunos casos, k leucopenia, y el aumento
del tamafio de los ganglios linfaticos que drenan el area afectada. (Grossman, & Porth,
2014).

4.3 FISIOPATOLOGIA DE LA INFLAMACION

La defensa natural del organismo se basa en tres elementos: barrera externa,
sistemas inespecificos, y respuestas antigeno-especificas. La inflamacion es b respuesta
inicial e nespecifica del organismo ante estimulos mecanicos, quimicos o microbianos.
Es una respuesta rapida y ampliada, controlada humoral y celularmente (complemento,
cininas, coagulacion y cascada fibrinolitica) y desencadenada por kb activacion conjunta
de fagocitos y células endoteliales. Es una respuesta beneficiosa si el proceso
inflamatorio mantiene un equilibrio entre células y mediadores. Aparece vasodilatacion,
aumento de k  permeabilidad  vascular, activacion/ adhesion celuar e
hipercoagulabilidad. La vasodilatacid n y el incremento de la permeabilidad
microvascular en el lugar de la inflamacion aumentan k disponibilidad local de nutrientes
y de oxigeno, produciendo calor, hinchazon y edema tisular. Los cambios
hemodindmicos producen los cuatro sintomas clasicos asociados a k inflamacion bcal:
rubor (eritema), tumor (edema), calor y dolor. En ocasiones, k intensidad o k
repetcidn de la agresion provocan la pérdida del control local o kb activacion de unos
mecanismos  de respuesta que estan habitualmente quiescentes y que sobrepasan los
sistemas de control, con una reaccion sistémica exagerada que se denomina SIRS.
Puede desencadenarse por una infeccion (virus, bacterias, protozoos y hongos) o
por una causa no infecciosa (traumatismo, reacciones autoinmunes, cirross o
pancreatitis). Se describen tres fases en el desarrollo del SIRS (fig. 1). En k fase I,
como respuesta a b agresion, se liberan localmente citocinas que inducen k respuesta
inflamatoria, reparan los tejidos y reclutan células del sistema reticuloendotelial. En
la fase Il, se liberan pequefias cantidades de citocinas a la circulcién para aumentar

la respuesta local. Se reclutan macréfagos vy plaquetas y se generan factores de
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crecimiento. Se inicia una respuesta de fase aguda, con disminucidn de los me
diadores proinfllmatorios y liberacion de los antagonistas enddgenos. Estos
mediadores modulan la respuesta inflamatoria inicial. Esta situacibn se mantiene
hasta completar k cicatrizacidn, resoher k infeccién vy restablecer b homeostasks. Si
la homeostass no se restablece, aparece ka fase 111 o reaccion sistémica masiva. (Garcia,
Lopez, & Séanchez, 2000). Las citocinas activan numerosas cascadas humorales de
mediadores inflamatorios que perpetlan la activacion del sistema reticulo endotelial, con

pérdida de k integridad microcirculatoria y lesion en 6rganos diversos y distantes. (Garcia,
2017).

— [ ]
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Fig. 1. Fases evolutivas de los procesos inflamatorios. En una primera fase se produce la activacion
de las células inflamatorias y la liberacion de sus mediadores. Si el sindrome inflamatorio progresa,
se inicia una segunda fase con activacion de sistemas endocrino, autocrino y paracrino que conduce
al sindrome de respuesta inflamatoria s istémica. La desfavorable evolucion de este sindrome da
lugar a una tercera fase de disfuncion y fallo orgdnico maltiple. La aparicion de distrés respiratorio
agudo suele marcar el inicio de eta cascada de fracasos organicos.

5 TRATAMIENTO DE LA INFLAMACION

5.1 ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS (AINES)

16



LA CICLOOXIGENASA:

La ciclooxigenasa (COX) es b enzima clave en la sintesis de las prostaglnd
inas, através de b oxidacion del acido araquidonico. Las prostaglandinas realizan
tanto funcio nes relacionadas con k homeostasis de diversos érganos como con el
dobor, kb inflamacion y eldesarrollo de neoplasias. En 1971, sir John Vane sugirid que
el mecanismo mas importante de accion de los medicamentos parecidos a k aspirina
era kb inhibicibn de b biosintesis de ks prostaglndinas. Hoy sabemos que k aspirina
y otros ant inflamatorios no esteroides interfieren con kb accién de la COX. Los estudios
iniciales demostraron que k actividad de b COX se puede incrementar en células
activadas, y que esta actividad no es inhibida totalmente por los corticosteroides. Esta
evidencia  levo al descubrimiento de la existencia de dos isoformas de la COX,
denominadas COX-1y COX-2. Aunque ambas ciclooxigenasas tienen similar afinid
ad por el &cido araquidonico, y son homdlogas en un 90%, presentan diferente afinidad
por el sustrato y se encuentran en distintos lugares dentro de b célula. También hay

diferencias en los genes que codifican las dos enzimas. (Garcia, & Gomez, 2000).

FISIOPATOLOGIA DE LA INFLAMACION

La activaciobn de b enzima fosfolipasa A2, en respuesta a varios estimulos,
hidroliza los fosfolipidos de la membrana, liberando &cido araquidonico en el citoplasma.
Este, a su vez, sirve de sustrato para dos vias enzimaticas: ciclo-oxigenase y lipo-
oxigenase. Por la via de la COX se genera k prostaglandina (PG) H2 , que estimula la
formacion de variados prostanoides, incluidas diversas prostaglandinas - PGI2 , PGD2,
PGE2 PGF2 a -, y tromboxano A2 . Por la via de k lipo-oxigenasa se forman
kucotrienos, lipoxinas Yy otros productos. En 1991, se evidencid k existencia de
dos soformas de kb enzima ciclo-oxigenase, designadas COX-1y COX2, codificadas
por diferentes genes, con estructuras quimicas similares, el 60% de homologia en
la secuencia de aminodcidos Y estandares singulares de expresion. La isoforma COX-
1 se expresa de forma constitutiva (constante) en la mayor parte de los tejidos; mientras
la COX-2 es inducda en ls inflamaciones. La COX-1 es esencial para el
mantenimiento del estado fisiolbgico normal de muchos tejidos, incluidos la

proteccibn de la mucosa gastrointestinal; control del flujo sanguineo renal,
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homeostasia; respuestas autoinmunes; funciones pulmonares y del sistema nervioso
central, cardiovasculares y reproductivas. La COX-2, inducida en Bk inflamacion
por varios estimulos - como citocinas, endotoxinas Yy factores de crecimiento origina
prostaglindinas inductoras, que contribuyen al desarrollo del edema, rubor, fiebre e
hiperalgesia. La COX-2 se expresa también en ks células vasculares endoteliales
normeles, que secretan prostaciclina en respuesta al estrés de cizallamiento. El
bloqueo de kb COX-2 resukta en inhibicion de k sintesis de prostaciclina. (Batlouni,
2010).

AcIDO ARAQUIDONICO
(Constructiva) COX- / \COX =2 (Induc1ble)
Regulacion superior ‘
PGH2 ‘[ Isquemia - 1AM~ |
- .N Proteasas
Activacion pla.qug’tana Citocinas
Vasoconstriccion TXAZ Endotoxinas
Proliferacion CML F crecimiento
PGl
Endotelio vascular PGl Endotello vasc. o
Proteccion Mucosa Gl PGE E cizallamiento INFLAMACION
Vasculatura renal 2 J
Broncodilatacion | PGE,
Funcién renal PGD,

Fig. 2 - Representacion esquematica de los efectos relacionados a la activacion de la COX-1 y COX-

2. COX - ciclo-oxigenas e; PG - prostaglandina; TX - tromboxano; IAM - infarto agudo de miocardio.

INHIBICION DE LA CICLOOXIGENASA POR EL AINES

Los antiinflamatorios no esteroides (AINES) se encuentran entre los

medicamentos mas prescriptos en todo el mundo. Se utilizan principalmente en el
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tratamiento de b inflamacion, dolor y edema, asi como también en las osteoartritis,
artritis  reumatoides  y disturbios musculoesquekéticos. Esta clase heterogénea de
farmacos incluye k aspirina y variados otros agentes inhibidores de b ciclooxigenasa
(COX), sekctivos 0 no (Tabla 1). La aspirina es el AINE més antiguo yampliamente
estudiado, sin embargo se lo considera separadamente de los deméas, por su Uuso
predominante en el tratamento de ks enfermedades cardiovasculares vy
cerebrovasculares, en dosis bajas. Los AINEs no sekctivos son los mas antiguos,
designados tradicionales o convencionales. Los AINEs selectivos para b COX-2 se
designan COXIBESs?2 . En los ultimos afios, ha sido cuestionada la seguridad del uso de
los AINEs en la préactica clinica, particularmente de los inhibidores selectivos de
COX2 en la presencia de determinadas condiciones Yy enfermedades, lo que con
kevd k retirada de algunos de estos farmacos del mercado. Los AINEs tradicionales
pueden presentar estandar de selectividad COX-2 similar al de los COXIBEs, cono es
el caso del diclofenaco comparado con el celecoxib, o ser inhibidores mas activos de k

COX-1, como naproxeno e ibuprofeno. (Batlouni, 2010).

FARMACOLOGIA DE LOS AINES

Las diferencias en los efectos bioldgicos de los inhibidores de b COX resultan
del grado de selectividad para las dos isoenzimas, de ls variaciones tiulares
especificas en su distribucion yde las enzimas que convierten la PGH2 en prostanoides
especificos. Los AINESs no selectivos de la COX inhiben la produccion de prostaglkand
inas en la mucosa gastrointestinal, pudiendo causar gastroduodenitis, Ulcera gastrica y
sangrado digestivo. Estos AINES, cono la aspirina, reducen la produccion plaquetaria
de TXA2 , debido al bloqueo de b COX-1, yprevienen la trombosis arterial (Figura
3). Recientemente, ha sido postuldo que los inhibidores selectivos de b COX-2
aumentan el riesgo cardiovascular. Estos agentes no bloquean la formacion de
TXA2, ni ejercen accion antiplaquetaria, debido a b inhibicion minima de la COX-
1, pero reducen la produccion de prostaciclina. El aumento del riesgo cardiovascu
lar podria resultar de kb no oposicidn a las acciones de la TXA2 y de la propensidon a
trombosis. Ademés de ello, variados modelos experimentakes vienen  evidenciando el
efecto cardioprotector de b COX-2, que pudiera ser bloqueado por los nhibidores de

esta koforma. La COX-2 se expresa en niveles bajos por las células endoteliales en
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condiciones estéticas, pero se la induce por medio del estrés de ciza lamiento. Estos
hallazgos sugieren que b reduccion de b produccion de prostaciclina, secundaria al
descenso de b COX-2, puede aumentar el riesgo de aterogénesis focal en locales de
bifurcacibn vascular. A partir de la década de 1960, muchos AINES no selectivos se
introdujeron en la practica clinica. Estos AINEs, tradiciona les o convencio naks,
presentan efectos inhibitorios variados con relacion a b COX-1 y COX-2, asi como
a los efectos cohterales en el tubo digestivo. La aspirina es aproximadamente 166
veces mas potente como inhibidor de b COX-1 en relacion a b COX-2. La aspirina
acetila e inhibe irreversiblemente b isoenzima COX-1, lo que conleva kB inhibicidn
plaquetaria completa, por el tiempo de vida de ks plaquetas. Otros AINES no selectivos,
como naproxeno, ibuprofeno y piroxicam, ocasionan inhibicion variable de la COX-
1y COX-2 y provocan inhibicion plaquetaria reversible. (Batlouni, 2010).

¥ PG renales
¢ Sintesis TXA, Vasoconstriccion
¢ Activ. plaquetaria | V FS glomerular
‘ * Filtracion glomerular

o4

AHIBICION DE LA COX-1
A (Predominante)

‘ 'f‘Secrecic')n acida gastrica

N Disfuncion
l ﬁgéezs's d? tP G'f yGI 2| lesion de la mucosa
en el tracto Gl - Erosiones, ulceraciones y

sangrados

Fig. 3 - Representacion de los efectos relacionados a la inhibicion de COX-1. COX - ciclo-

oxigenas e; PG - prostaglandina; TX - tromboxano; Gl — gastrointestinal

ANTIINFLAMATORIOS ESTEROIDEOS (GLUCOCORTICOIDES)

Los glucocorticoides son farmacos ant inflamatorios, antialérgicos e
inmunosupresores derivados del cortisol o hidrocortisona, hormona producida por

la corteza adrenal esencial para la adaptacion al estrés fisikco o emocional. En
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la primera mitad del siglb XX, tres hechos relacionados generaron k revolucid
n esteroide, uno de los mas destacados ejemplos de b hoy lamada medicina
traslacional, que implica aplicar lo obtenido en el laboratorio (workbench) al
enfermo (bedside). Asi, la precision quimica de Edward Kenda | para purificar e
identificar los esteroides presentes en los extractos adrenales, b Segunda Guerra
Mundial que dirigid la intervencion estatal e industrial de EE.UU. en k
produccion de dichos esteroides para uso bélico, y la hipotess desacertada del
tenaz reumatdlogo Philip Hench, produjeron la répida introduccion de los
glucocorticoides en k practica médica més a la de la endocrinologia. Muy pronto
se contd con nuevas Yy eficaces herramientas, que tan pronto como se sintetizaban
se utilizaban, produciendo una \erdadera rewlucion en el campo de k
inflamacion y ks enfermedades reuméticas. (Serra, Roganovich, & Rizzo, 2012).

MECANISMO DE ACCION ANTIINFLAMATORIO

A los glucocorticoides suelen atribuirseles dos mecanismos: uno genémico,
kento, con latencia y persistencia del efecto por horas-meses, y otro no gendmico,
rapido, de inicio Yy persistencia fugaces. El primero se debe a proteinas modificadoras
de b transcripcidn génica pertenecientes a la superfamilia de receptores nucleares; el

segundo a mokculas diferentes poco caracterizadas. (Serra, Roganovich, & Rizzo, 2012).

Los corticoides son sumamente efectivos en controlar kb inflamacion
en s enfermedades akrgicas. Esto se debe a la mulkiplicidad de efectos celulares
que poseen. Los principales efectos son consecuencia de b supresion de la sintesis de
citoquinas y mokculas de adhesion en células inflamatorias y estructurales. El
mecanismo de union al DNA y estimulacion de k sintesis proteica, (transactivacion), es
responsable de algunas de ks acciones ant inflamatorias a través de la sintesis de
inhibidores de proteasas, inhibidores de prostaglndinas y leucotrienos (lipocortina) y a
receptores, aunque estos efectos demoran 24 a 48 horas y sélo explican una parte de
b accion ant inflamatoria de estas drogas. Ademés los Glucocorticoides aumentan la
sintess de k lipocortina yla pll/calpactina, proteinas que inhibe b fosfolipasa A2,
disminuyendo el aporte de acido araquidonico para las vias de la lipooxigenasa

y la ciclooxigenasa. (Jares, & Pignataro, 2002).

21



ACCIONES FARMACOLOGICAS

Los efectos antinflamatorio, antialérgico e inmunosupresor constituyen
la base terapéutica y se deben b inhibicion de:

I Produccion y secrecion de citokinas proinflamatorias como interkeukina IL-1,
IL-2, IL- 3, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12, factor de necross tunoral alfa (TNF-a),
interferon gamma (IFN-g) y factor estimulante de colonias granubociticas y
macrofagicas (GM-CSF), por interferencia directa sobre ks cascadas y

mecanismos gend micos.

0 Acumulacibn de macrofagos y neutréfilos en focos inflamatorios, por
reprimir la expresion de ks mokculas de adhesion endoteliales y la sintesis

del activador de plasmin6geno.

f Sintess y liberacion de autacoides y de enzimas lisosomalkes en las reacciones

de fase aguda.Degranulacidn y respuesta de los mastocitos a b IgE.

0 Expansion clonal y citotoxicidad espontanea mediada por células T.

Hipdtesis
Basados en b informacion existente que reporta kb presencia de flavonoides en
Origanum wulgare L, aunado al conocimiento que los flavonoides tienen efecto

Antiinflamatorio, es posible que la administracion del extracto de Origanum wulgare L..

a ks ratas abinas debe impedir o retardar el proceso inflamatorio experimentalmente

inducido.
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Objetivos

Objetivo general
Determinar kb actividad ant inflamatoria del extracto de Origanum vulgare

L.. en ratas abinas con inflamacibn experimentalmente inducida.

Objetivos especificos

| Obtener el extracto de Origanum vulgare L. "orégano” mediante el
método de percolacion.

[ Determinar el porcentaje de sdlidos totales en el extracto de Origanum

vulgare L. "orégano”.

| Realizar el estudio fitoquimico preliminar de Origanum vulgare L.

"orégano”.

| Determinar kb actividad antinflamatoria del extracto de Origanum
vulgare L. "orégano™ en k inflamacion experimentalmente inducida en

ratas albinas.
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IV.

METODOLOGIA. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. MATERIALES

4.2.1 MATERIAL BOTANICO
El material vegetal estuvo conformado por los tallos, hojas e inflorescencias de

la planta conocida como “orégano”.

4.1.2. MATERIAL BIOLOGICO

Ratas hembras de 6 meses de edad, con un peso entre 170-200g de peso corporal,

las cuales fueron adquiridas del bioterio de la Universidad Nacional de Trujillo. (Anexo

1)

El total de animales adquiridos fue sometido a un proceso de aclimatacion por
una semana antes de realizar B prueba, a una temperatura controlada de 20 £ 2 °C, con
un ciclo de luz/oscuridad de 12-12 h'y humedad de 30 %. Aproximadamente.

La alimentacion consistid en maiz chancado yagua ad libitum.

4.1.3. MATERIALES DE LABORATORIO
0 Mortero y pilon.

0 \asos de precipitacion de 50 mL, 100 mL y 150 mL.
Fiolas de 10 mL, 25 mL, 50 mL.
0 Pipetas de 1 mL, 5 mLy 10 mL.
Baguetas.
0 Frascos para muestras bioldgicas.
I Frascos de vidrio color ambar de 120 mL.
Sondas intragastricas.
I Jeringas descartables de 1 mL y de 5 mL.
Agujas descartables N°21G y N° 26G.



4.1.4. Equipos

0 Balanza analitica Biolab

0 Estufa Memert.

I Molino manual CORONA.

0 Petsmdmetro digital PANLAB LE7500.
Medidor Tail-Flick PANLAB LE7106.

I Bafio maria Memert.
[ Kit de diseccion.
4.1.5. REACTIVOS I Amoniaco.
I Tricloruro férrico,
0 Etanol
I Gelatina,
0 Metanol.
I Reactivo de ninhidrina,
0 n-butanol.
I Reactivo de Ke ler-Ke liani, )
0 Acetato de etilo.
I Reactivo de Borntrager, . .
0 Acido acético.
[ Reactivo de Liebermann-Burchard,
0 Benceno.
[ Reactivo de Shinoda,
0 Acetona.
I Reactivo de Dragendorff,
0 n-hexano.

0 Reactivo de Mayer, .
¥ I Eter de petroko.

I Reactivo Bertrand, ]
I Agua destilada.
I Reactivo de Bouchardart,

Reactivo de Rosenheim,

Acido clorhidrico al 1%,

Clorofornmo.



4.2 TIPOS DE ESTUDIOS

El estudio realizado fue de tipo experimental, prospectivo.

4.2.1. Obtencion de la muestra

Se compro 2 kibogramos de Origanum Vulgare L. enel mercado de abastos de b
ciudad de Pura. Segun refieren los comerciantes el material vegetal procede del
distrito de Huancabamba.

4.2.2. SELECCION Y LAVADO

Se seleccionaron phntas que presenten ta los, hojas e inflorescencias intactas,
en buen estado, libres de deterioro y de contaminacién microbiana.

La planta conpleta de Origanum wulgare L. fueron lavados a chorro de agua.

4.2.3. SECADO Y PULVERIZACION

Luego b muestra vegetal fue presecada a temperatura ambiente y a b sombra

por un periodo de 48 horas.

Terminado este periodo, se acondiciond el material botanico en sobres de papel

kraft para luego ser sometida a secado final en la estufa a 37 ° C hasta peso constante,

Luego se procedid a puberizarla la muestra en un nolino manual de discos
marca CORONA®,

Finalmente se peséd k cantidad de muestra pubverizada obtenida.

4.2.4. OBTENCION DEL EXTRACTO DE ORIGANUM VULGARE L.
"OREGANO": PERCOLACION.
Se realizd segun el método de Percolacion. El método oficial de extraccion,

descrito en kb Farmacopea Americana, USP. De k siguiente manera:



Cuidadosamente se humecté 100 g de b planta puberizada y pesada con 180
mL de etanol al 70 % hasta obtener una humectacién uniforme.

Se dejé macerar por 24 horas.

Pasadas las 24 horas se transfirié al percolador

Luego se adiciond etanol al 70 % hasta saturar la droga (1 cm sobre el nivel
de la planta)

Se cubriv k parte superior del percolador con papel aluminio y cuando el liquido
esté a punto de gotear del percolador cerramos k llave del orificio inferior y permitimos la
maceracion de la plnta por 24 horas.

Transcurridas las 24 horas se inicid la percolcion despacio (XX gotas por
minuto).

Realizamos la percolacion hasta obtener 2 L. de extracto fluido.
Después de 48 horas en ambiente fresco y en oscuridad el extracto fluido fue

sometido a fitracion al vacio y luego almacenado en frasco ambar.

4.25 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE SOLIDOS TOTALES
EN EL EXTRACTO

Se coloco 5 mL. Del extracto de Origanum wilgare L. en una capsul de

porcelana limpia, secay previamente tarada.

Se kv h capsula a calor indirecto con vapor de agua y se evaporara el

extracto hasta que el residuo este aparentemente seco.

Posteriormente se pasod a una estufa a una temperatura de 105 °C +/- 2°C

durante 3 horas

Se retird la capsula de b estufa y se colocd en una desecadora durante 5 horas

Concluido el tempo adecuado, se peso b capsula de porcelana.

Los solidos totaks (St) en ¢g/100 mL se calculan mediante la siguiente formula:

St = (Pr- P)/NxL00



Donde:

=] O masa de la capsula més el residuo (g)
P maesa de la capsula vacia ()
Vo, volumen de k porcion de ensayo (mL)
100......ccverenne. factor matematico

El ensayo se realizd por triplicado. Los valores se aproximaron hasta kb décima

METODO DE CONCENTRACION DEL EXTRACTO
CONCENTRACION MEDIANTE ROTAVAPOR

Este procedimiento consiste en evaporar parte del menstruo mediante una
combinacion de temperatura provista por un bafio calefactor (que conduce a
laebulicion delextracto) yla disminucion de b presion atmosférica mediante una bomb
a de vacio. Ademas el rotavapor produce una rotacion que aminora el peligro de ebu lic
ibny acelra la evaporacion mediante el aumento de b superficie de k solucion
(Carrion, & Garcia, 2010).

4.2.6. MARCHA FITOQUIMICA

Ambiente de trabajo: Laboratorio de Farmacognosia de b Facultad de

Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo.

4.2.7. DETERMINACION DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL
EXTRACTO DE ORIGANUM VULGARE L.

Método: edema plantar inducido por carragenina descrito por primera vez por
Winter y Porter, 1957 y posteriormente modificado por Sugshita. (Delaporte, Sanchez,
Cuellar, & Mello, 2001).

FUNDAMENTO DEL METODO:
Se basa en la induccion de k inflamacion por inyeccion subplantar (pata

posterior zquierda de k rata) de una suspension de A carragenina al 1% (0.1 mL), cuyo



principal signo es b formacion de edema, el cual es medido con el pletismd metro digital
PANLAB LE7500.

MUESTRA PROBLEMA: Extracto etandlico de Origanum wulgare L.

PATRON: Diclofenaco sodico.

ANIMALES DE EXPERIMENTACION: Se utilizaron 36 ratas albinas, hembras,
procedentes del bioterio de kb Universidad Nacional de Trujillo.

Divididas de forma aleatoria en cinco grupos: G1, G2, G3, G4, G5.

Donde a cada grupo se ke administro:

Tabla 1. Concentraciones de las sustancias administradas a cada grupo de
trabajo para la evaluacién del efecto antiinflamatorio.

GRUPO CONCENTRACIONES ADMINISTRADAS
Control (-) (Solucion Salina Fisiolo gica)
Problema 1 Extracto de Origanum vulgare L. al 2% (125 mg/K q)
Problema 2 Extracto de Origanum vulgare L. al 2% (250 mg/K g)
Problema 3 Extracto de Origanum vulgare L. al 2% (500 mg/K g)
Control (+) Diclofenaco sddico al 0.25% (50 mg/ Kg)

PREPARACION DE LAS MUESTRAS PROBLEMA:

I Se dispuso 3 fiolas de 100 mL.

0 En una de las fiolas se colocod 100 mL del extracto de Origanum vulgare L. al
2% (500 my/Kg).
0 En una segunda fiola se colocd 50 mL del extracto de Origanum vulgare L. al

2%. y se aforo a 100 mL con agua destilada, agitdandola constantemente hasta

que se formd una suspension homogénea. (250 my/Kg).

0 En kb tercera fiola se colocd 25 mL del extracto de Origanum vulgare L. al
2%. y se aforo a 100 mL con agua destilada, agitdndol constantemente hasta

que se formd una suspension homogénea. (125 my/Kg).



PREPARACION DE LA SOLUCION PATRON DE DICLOFENACO SODICO
AL 0.25%

0 Se trabajé con tabltas de VOLTAREN® 50, ks cuales contienen 50
mg de Diclofenaco sodico cada una.

I Se colocd cinco tablketas de VOLTAREN® 50 en una fiola de 100 mL.

0 Se agregan 50 mL de agua destilada y se aforo a 100 mL con agua
destilada, agité constantemente hasta que se formd una suspension;
para luego aforar hasta 100 mL conagua destilada, agitandola
constantemente hasta k formacion de una suspension homogénea.

PROCEDIMIENTO:

Medicion del estado basal de la pata posterior izquierda de k rata.
Administracion de A carragenina al 1% (0.1mL) suspendido en NaCl
0.9%, en la pata posterior zquierda de cada una de las ratas.

Administracion intragastrica a cada grupo segun lo descrito a continuacion:

Tabla 2. Wolimenes administrados a cada grupo de trabajo para la evaluacion del

efecto ant inflamatorio.

GRUPO CONCENTRACIONES ADMINISTRADAS
Control (-) 4 mL de Solucion Salina Fisioldgica
Problema 1 Entre 3.88 a 4.12 mL de extracto de Origanum Vulgare L. al 0.5 %
Problema 2 Entre 3.88 a 4.12 mL de extracto de Origanum Vulgare L. al 1%
Problema 3 Entre 3.88 a 4.12 mL de extracto de Origanum Vulgare L. al 2%

Control (+) Entre 3.88 a 4.12 mL de la suspension de Diclofenaco sddico al 0.25%




I' Medicibn del volumen de kb pata en el pletsmometro digital PANLAB
LE7500 a ks:

1,2,3,4y5 horas.

' Ladiferencia de volumen entre l pata inflamada y kb misma pata
normal antes de k inyeccidn de carragenina es indicativa del grado de

inflamacion.

| Los resultados se determinaron primero como porcentaje de inflamacion
utilizando la siguiente formula:

Donde: % inflamacion = ——— x 100

[+]
AV = Diferencia entre volumen final (Vr) — el volumen inicial de la pata (Vo)
Vo, = \olumen inicial de la pata
" En segundo lugar los resuktados nos permiten determinar el porcentaje de inhibicion

de la inflamacion utilizando kb siguiente formula:

(Ct - Co) = {Ct =
Control
(Ct = Co)Control

CO)Tratada X 100

% Inhibicion =

Donde:
Ct esel vwolumen de b pata al tempo “t” después de b inyeccion de la
carragenina,
Co esel volumen normal de la pata antes de b inyeccion de carragenina.



V. RESULTADOS

Tabla 3. Marcha fitoquimica.

TIPO DE METABOLITO REACTIVO RESULTADO CALIFICACION
Terpenos y esteroides R Lieberman- Buchard. Coloracidn violeta +++++
Flavonoi des R. Shinoda Coloracion rosa +++++
Compuestos fenolicos Tricloruro férrico Verde oscuro +++

Taninos Gelatina Precipitado +

Qui nonas R. Borntrange r Precipitado rojo ++

Alcaloides Dragendorf Precipitado +

Aminas libres Ninhidrina Coloracion purpura ++

Cumarinas R. Baljet Anillo rojo +++

Azucares Reductores R. Fe hling Precipitado rojo +++++




Tabla 4. Determinacion del porcentaje de solidos totales en los extractos

TIPO DE EXTRACTO CONCENTRACION (%) OBSERVACION
SOLUCION 0.67 Percolado
SOLUCION ACUOSA DE

Concentrado y

TRABAJO 2 ajustado




4.2. Determinacion del efecto antiinflamatorio en las diferentes dosis del extracto
de Origanum vulgare L. “Orégano)

Tabla 4. Valores promedio de la variacion de volumen final (en mL) de los

tratamientos en el tiempo.

Tiempo SSF dl d2 d3 Diclofenaco
0 1.224 1.224 1.224 1.224 1.224
1 1.874 1.698 1.584 1.395 1.404
2 1.994 1.852 1.786 1.654 1.624
3 2.251 2.152 2.011 1.705 1.652
4 2.043 1.911 1.845 1.658 1.602
5 1.946 1.84 1.82 1.628 1.588

ZZ //\
15 V///\ o

d2

d3

—— Diclofenaco
0.5

Figura 1. Variacién del volumen final en el tiempo de las dosis del extracto y
patrones.
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Tabla 5. Valores promedio de la variacion de volumen (AVen mL) de los

tratamientos en el tiempo.

Tiempo SSF dl d2 d3 Diclofenaco
0 0 0 0 0 0
1 0.65 0.518 0.456 0.367 0.228
2 0.888 0.787 0.732 0.487 0.398
3 1.027 0.928 0.787 0.517 0.428
4 0.819 0.687 0.621 0.501 0.378
5 0.722 0.721 0.668 0.588 0.364
//\\ <o
—d1
d2
d3

= Diclofenaco

Fl

5

5

Figura 2. Valores promedio de la variacio n de volumen (A V en mL) de los
tratamientos en el tiempo.

Para este caso se establecid que:

Ho: Los promedios de b variacion de wolumen (mL) de todos los grupos son iguales.

Ha: Por lo menos uno de los promedios de uno de los grupos es diferente.

1. 2y 3 horas lbs valbres de variacion de wvolumen presentan diferencia significativa, por

Del andlisis estadistico ANOVA (Anexo XIV), evidenciamos que a los tiempos 0,

lo tanto, para estos casos rechazamos la Ho y aceptamos la Hi. Por otro lado, a los




tiempos 4 y 5 horas los valores no presentan diferencia significativa, por lo que se
asume que los valores de variacion de volimen son iguales estadisticamente. Para los

tiempos 0, 1, 2'y 3 horas se realiz6 el Test de Tukey (comparaciones multiples).

Tabla 6. Valores promedio del porcentaje de inflamacion de cada tratamiento en el

tiempo.
Tiempo SSF di d2 d3 Diclofenaco
0 0 0 0 0 0
1 53.1 42.15 37.418 29.983 18.464
2 72.54 71.08 59.64 39.706 32.516
3 83.905 75.82 64.297 42.157 34.967
4 66.912 64.3 50.735 38.889 30.882
5 58.99 58.497 54.412 47.059 29.739
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Figura 3. Valores promedio del porcentaje de inflamacién de cada tratamiento en
el tiempo.



Tabla 7. Porcentaje de inhibicion de la inflamacion para cada tratamiento

en el tiempo.
Tiempo SSF di d2 d3 Diclofenaco
0 0 0 0 0 0
1 0 20.308 29.846 43.538 64.923
2 0 11.374 17.568 45.158 55.18
3 0 9.64 23.369 49.659 58.325
4 0 16.117 24.176 38.828 53.846
5 0 0.139 7.479 18.56 49.584
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Figura 4. Porcentaje de inhibicion de la inflamacion para cada tratamiento en

el tiempo.




VI. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La inflamacion es uno de los més importantes mecanismos de respuesta en contra
de una agresion. Esta es k expresion de k respuesta del organismo al dafio causado a
sus células vy tejidos vascularizados por patdgenos bacterianos y por cualquier otro
agresor de naturaleza biolbgica, quimica, fisica 0 mecanica. Tene como objetivo
eliminar el agente causal, lego reparar el tejido dafiado y finalmente
mantener la homeostasis.

En el presente trabajo de investigacion se evalué la actividad anti- inflamatoria
del extracto de Origanum wulgare L. “Orégano”, haciendo uso de una técnica
extensamente utilizada para evaluar la posible actividad antinflamatoria de sustancias
como es el método de “induccion del edema subplantar por Carragenina. Este metodo
experimental de b induccion de inflamacion por administracion de Carragenina en la
pata de b rata fue propuesto por Winter. Es b técnica de valoracion de la actividad
ant inflamatoria mas frecuentemente utilizada. Este modelo ha sido usado con éxito en

el descubrimie nto y evaluacion de inhibidores selectivos de k ciclooxigenasa.

En primer lugar encontramos que segin los resuktados del screening
fitoquimico presentados en la cuadro 3 nos muestran que en los extractos de Origanum
wilgare L. “Orégano” arrojan resultados positivo a ks pruebas para flavono ides,
cumarina s, quinonas, terpenos y esteroides principalmente. Estos resultados
concuerdan con Diofanor Acewvedo, el cual, no solo reporta b presencia de flavonoid

es, sino que logra identificar l presencia de apigenina Y luteolina.

Adicionalmente debemos destacar que el estudio realizado en los extractos de
Origanum wlgare L. “Orégano” nos arroja una reaccion positiva para coumarinas;
hecho sobre lo que no hemos encontrado ningUn reporte en b literatura consultada,
por lo que seria motivo de un estudio posterior, cuyo sustento seria el hecho que
Origanum wulgare L. “Orégano” es una de las especias culinarias mas utilizadas en
el mundo y seria potencialmente peligroso su 38nhibi a excesivo por personas que

estén consumiendo anticoagulantes.



Antes de analizar los resultados obtenidos al realizar el “Método del Edema subplantar
”inducido por carragenina debemos establecer que concordamos con MARIAN
A ALEJANDRA LEAL TORO que afrma que los modelos de inflamacién aguda
tenen b ventaja sobre los modelos de inflamacio n crénica de ser mas facilmente
reproducibles y en un tiempo considerablemente menor; ademas de ser simples en su
realizacion y en la obtencion de resultados, presentan kb ventaja de tener un corto
periodo de 39nhibio entre induccidon y manifestacion clinica de inflamacién (alrededor
de 1 hora post induccién). Entre los modelos de inflamacién aguda se puede mencionar
el modelb de induccion de inflamacion aguda en la pata de rata por carragenina.
En este modelo experimental se encuentran involucradas la histamina y serotonina en
la primera fase de b inflamacion y en una segunda fase posterior, no menos importante,
estan presentes las prostaglandinas; de ahi que los compuestos inhibidores de
la sintesis de prostaglandinas resultan eficaces en k inhibicion de dicho proceso.
Se prefiere usar carragenina al dextran, porque el edema que se produce estd menos
modificado por factores ajenos a los propiamente caracteristicos de b inflamacion y
ademés, porque la actividad ant inflamatoria de este ensayo guarda una buena

correlcidn con k actividad antinflamatoria en clinica. (Leal, 2009).

Los resutados de kb ejecucion del “Método del Edema subplantar” inducido
por carragenina utilizado en k realizacidn del presente trabajo de 39nhibia39acion se
presentan en las tablas N° 1, 2, 3 y 4. Cada uno de e los acompafiado de su
correspondiente  grafico de linea para visualizar més 39nhibi a39a los cambios
producidos durante k experiencia. En b tabla N° 1 yen el grafico N° 1 se presentan los
promedios del aumento del 39nhibi n de kb pata de la rata de cada uno de los grupos
participantes en esta experiencia. A groso modo podemos ya observar que el edema
en el grupo tratado con SSF (grupo control negativo) aumenta en ks 3 primeras horas
para lego disminuir en bk 2 Gkimas horas; en cambio en el grupo tratado con
Diclbfenaco (Control positivo) el edema que se produce es mucho menor que en el
grupo tratado con SSF. En cuanto al efecto de las 3 dosis de extracto de Origanum
wulgare L. “Orégano”, solo k dosis de solucibn al 2 % muestran un comportamiento
similar al diclofenco; mientra que ks otras doss de 0.5%y 1 % muestran un efecto

mucho més cercano al grupo tratado con SSF. (Control negativo).



En b tabla N° 1 yen el grdfico N° 1 se puede observar que para el grupo tratado
con SSF (Control negativo) y para el grupo tratado con Diclofenaco (Control positivo)
el aumento de volumen de ks patas de los animales en experimentacibn es mas o
menos el esperado y b ewolucion en el tiempo es similar a lo reportado por Sugishita,
Amagaya, & Ogihara. (1981).

Las tablas N° 2 y N° 3 se presentan los resultados de 2 maneras diferentes, pero que
una vez graficados muestran el mismo comportamiento, de tal manera que esto sirva
paraafianzar kb confiabilidad de los resuttados obtenidos. En b tabl N° 2 se presentan
los resutados como promedios del incremento del volumen (A Wol) de cada una de las
patas de ks ratas sometidas a experimentacion; Yy en el segundo caso ese A Vol Se
presenta como porcentaje. Este artificio nos permite presentar los resultados en los
gréficos N° 2 y N° 3, donde podemos observar que el comportamiento en el tiempo de
todos los grupos sometidos a kb experiencia es muy similar. De tal manera que podemos
afirmar que para un nivel de significancia de p < 0.05 la inhibicion de k inflamacio
n al administrar la solucion al 2 % es similar a k 40nhibi a40acionn de k solucion
de Dicbbfenaco al 0.25 % en ks primeras 3 horas; pero en la 4ta y b5ta

hora este efecto disminuye considerablkemente.

En la tabla N°4 yen el grafico N°4 se presentan los resutados medulares de la
presente investigacion, pues a diferencia de los anteriores, en esta tabla y en este
grafico se presentan los resutados como porcentaje de inhibicion de la inflamacion
inducida por kb carragenina, de una manera que k potencia ant inflamatoria de cada
sustancia se vea més facilmente. Al analizar los resutados obtenidos observamos
que kb actividad antinflamatoria de los tratamientos con las soluciones al 0.5
% y 1 % no esestadisticamente significativa (p < 0.05) al ser comparada con los
resultados obtenidos por el grupo tratado con SSF (Control negativo); pero la actividad
ant inflamatoria del tratamiento con kb solucion al 2 % de  Origanum wilgare
L. “Orégano” si es estadisticamente significativa (p < 0.05) al ser comparada con el
grupo control negativo ; y muy similar al efecto del grupo control positivo.

En primer lgar, los resutados obtenidos y presentados en la tabla N° 4 confirman
que Origanum wulgare L. “Orégano” tiene efecto antinflamatorio. También indican que

este efecto es dosk dependiente, pues tal y como se ve en el grafico N° 4 el efecto



aumenta con el aumento en la concentracion de las soluciones de Origanum wulgare L.
“Orégano” administradas.

Una vez aclarado el primer punto, lo siguiente y mucho méas importante es destacar
de acuerdo a lb que indica Baez (2007), que cuando se hace k induccion de la
inflamacion (Edema plantar) con carragenina k respuesta infamatoria en la primera
hora es producto de k accion de kb histamina y de la serotonina como mediado
res principalmente. Luego, aproximadamente entre una hora y media a dosy media
horas después de b inyeccion de carragenina, intervienen las Cininas como mediadores;
y que b ultima fase esta mediada por prostaglandinas (PGE1 Y PGE2, PGF2). Por b
tanto, para tratar de explicar por queé el efecto antinflamatorio de Origanum
wilgare L “Oregano” solo se produce en ks 3 primeras horas, debemos considerar lo
que ya se conoce desde hace muchos afios que una vez que el principio activo lega
a b célula después de la absorcion, el farmaco o principio activo se unird aunas proteinas
lamadas “receptores y que cada uno de estos tipos de receptores puede activar una
funcidn en la célula o pueden hacer que estos queden bloqueados para que se detenga
una funcion de b célul. Entonces en base a estos conceptos podemos inferr que
algunas de ks sustancias presentes en Origanum wilgare L “Orégano” bloquean
fundamentalme nte histamina y serotonina mayormente, ycon menor eficacia bloquean
las Cininas; y que no pueden bloquear ks prostaghndinas que median k ultima

fase de B respuesta inflamatoria.

Finalmente, el origen del efecto ant inflamatorio de Origanum wulgare L. “Orégano”
se tiene que sustentar en la presencia de una 0 mas sustancias que sean parte de
la composicion quimica de kb especie vegetal en estudio. Entonces, basandonos en
los resultados del estudio fitoquimico presentasos en el cuadro 3, observamos que tenemo
s b presencia de flavonoides, terpenos y esteroides. Entonces debemos considerar lo que
reporta Harold Alberto GOMEZ ESTRADA que dice “existen muchos trabajos sobre
evaluacion de la actividad antinflamatoria que se han realzado tanto en extractos como
en metabolitos secundarios aislados de fuentes naturales. Estos estudios se han realizado
guiados a través de diferentes modelos farmacoldgicos tanto in vivo como in vitro”.
Harold Aberto GOMEZ ESTRADA también reporta que los flavonoides, una chse de
metabolitos aromaticos anpliamente distribuidos en la naturakza, poseen una gran

variedad de efectos bioldgicos entre los que sobresale la actividad antinflamatoria. En



2001, Xagorari et al, reportaron k actividad inhibitoria de TNF-oo en macréfagos RAW
264.7 estimulados con LPS de algunos compuestos como luteolina, quercitina, luteolina

7-glucésido y del isoflavonoide genistina.

Luteonina fue igualmente activo en estudios in vivo dsminuyendo kb inflamacion

en oreja de ratones producida por acetato de miristatoforbol (PMA) y ozaxolona..

Por dkimo Harodd Aberto GOMEZ ESTRADA también nos dice que sobre el
efecto ant inflamatorio de terpenos y compuestos relacionados se ha reportado que un
extracto de Tripterygium wilfordii Hook. F. (Calastraceae) 42nhibia notablemente k
sintesis de Mma y la expresion de las proteinas MMP-3 y MMP-13, inducida por
citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-17 y TNF- en osteoartritis primaria  humana
(concentracion media inhibitoria). Lo cual nos induce a pensar y talvez afirmar que el
efecto antinflamatorio de Origanum wulgare L. “Orégano” se debe a la presencia de lo
s terpenos y esteroides presentes en esta especie vegetal. (Gomez, Gonzalez, & Medina,
2011).

VII. CONCLUSIONES



El screening fitoquimico presentados en la cuadro 3 nos muestran que en los
extractos de Origanum wulgare L. “Orégano” arrojan resultados positivo a las
pruebas para flavono ides, cumarinas, quinonas, terpenos Yy esteroides

principalmente.

Los extractos de Origanum wulgare L. “Orégano” nos arroja una reaccion
positiva para coumarinas; hecho sobre lo que no hemos encontrado ningin
reporte en k literatura consukada, por o que seria motivo de un estudio
posterior, cuyo sustento seria el hecho que Origanum wulgare L. “Orégano”
es una de las especias culinariks mas utilizadas en el mundo vy seria
potencialmente peligroso su consumo excesio por personas que estén

consumiendo anticoagukntes.
La dosis de solucion al 2 % muestra un comportamiento similar al diclofenaco

Se puede afirmar que para un nivel de significancia de p < 0.05 k inhibicion
de b inflamacion al administrar b solucion al 2 % es similar a b administracio
n de la solucién de Diclofenaco al 0.25 % en las primeras 3 horas; pero en la

4ta y 5ta hora este efecto disminuye considerablemente.

Los resultados obtenidos y presentados en la tabla N° 4 confrman que

Origanum wulgare L. “Orégano” tiene efecto ant inflamatorio.

También indican que este efecto es dosis dependiente, pues tal y como se ve
en el grafico N°4 el efecto aumenta con el aumento en b concentracion de

las soluciones de Origanum wulgare L. “Orégano” administradas.



1 El origen del efecto antinflamatorio de Origanum wlgare L. “Orégano” se
tiene que sustentar en k presencia de una 0 més sustancias que sean parte de
la composicion quimica de b especie \vegetal en estudio ya que tenenos la
presencia de flavonoides, terpenos y esteroides.

1 El efecto antiinflamatorio de Origanum wulgare L. “Orégano” se debe a la
presencia de los terpenos y esteroides presentes en esta especie vegetal



VIlIl. RECOMENDACIONES

Continuar con ks investigaciones farmacoldgicas, de ks propiedades antiinflamatorias
de las hojas de Origanum vulgare L. ""Orégano".

Realizar estudios farmacoldgicos de actividad antinflamatoria en otras partes de la
planta estudiada tales cono: tallo, raiz y corteza, para un mejor aprovechamiento de
estas especies, asi como para conplementar esta investigacion y descartar kb idea del
uso de b planta en su totalidad.

. Continuar con investigaciones farmacologicas de usos medicinales imputados popular-
mente a ks especies de Origanum vulgare L. ""Orégano™, para fundar bases
cientificamente aceptadas para un uso adecuado y racional en la terapia con plantas
medicinales.

. Efectuar estudios fitoquimicos y farmacologicos para aslar el componente responsable
de kb actividad ant inflamatoria de las hojas de Origanum vulgare L. **Orégano™.
Incentivando mas al estudiante de farmacia de la Universidad San Pedro por k

investigacion en especies vegetaks.
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X. ANEXOS

MARCHA FITOQUIMICA

Origanum vulgare L para marcha ftoguimica
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Origanum vulgare L para extracto
acuoso Y etanolico

Origanum vulgare L medida del agente extractor para los extractos
acuoso Y etanolico



Origanum vulgare L proceso de obtencidn de los extractos acuoso y
etanolico




Filtrado y obtencion de los extractos acuoso Y etanolico de Origanum
vulgare L
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