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RESUMEN

La presente investigacidn es un estudio experimental, prospectivo y transversal,
realizado en el laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica-UNMSM. Objetivo. Determinar el efecto antipirético, analgésico y
antiinflamatorio del extracto hidroalcohdlico de las semillas de Moringa oleifera
Lam. Métodos. Se prepard un extracto hidroalcohélico de las semillas de Moringa
oleifera Lam. y se realiz6 la marcha fitoquimica. Asimismo, se realizé la evaluacion
de los efectos farmacoldgicos en ratas albinas de cepa Holtzman; para el efecto
antipirético se empledé el método de induccidbn a pirexia por inoculacion de
suspension de levadura de cerveza al 15% usando como farmaco patron
Paracetamol. El efecto analgésico se evalué con el método Hot Plate teniendo
como farmaco patrén Tramadol, y el efecto antiinflamatorio se determiné por el
método de edema subplantar inducido por A-carragenina, empleandose un
pletismometro digital PANLAB LE7500, el farmaco patron fue Diclofenaco.
Resultados. En la marcha fitoquimica los metabolitos encontrados fueron
esteroides, triterpenos, alcaloides, aminoacidos, taninos, azucares reductores y
fenoles. El mayor efecto antipirético se evidencid con la dosis de 400 mg/Kg a las
3 horas, el mayor efecto analgésico se evidencié con la dosis de 400 mg/Kg a los
60 minutos, mientras que el efecto antiinflamatorio se evidencié con la dosis de 25
mg/Kg a los 300 minutos. Conclusiones. El extracto hidroalcohdlico de las semillas
de Moringa oleifera Lam. demostré tener efecto antipirético, analgésico y
antiinflamatorio.

Palabras clave: Moringa oleifera Lam., efecto antipirético, efecto analgésico, efecto
antiinflamatorio.
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ABSTRACT

The present investigation is an experimental, prospective and cross-sectional study,
carried out in the Pharmacology laboratory of the Faculty of Pharmacy and
Biochemistry-UNMSM. Objective. To determine the antipyretic, analgesic and anti-
inflammatory effect of the Moringa oleiferaLam.’s seeds hydroalcoholic extract.
Methods. A Moringa oleifera Lam.’s seeds hydroalcoholic extract were prepared
and the phytochemical march was performed. Likewise, the pharmacological effects
were evaluated in Holtzman strain albino rats; for the antipyretic effect, the method
of induction to pyrexia by inoculation of 15% brewer's yeast suspension
using acetaminophen as the standard drug was used. The analgesic effect was
evaluated with the Hot Plate method using Tramadol as the standard drug, and the
anti-inflammatory effect was determined by the subplantar edema method induced
by A-carrageenan, using a PANLAB LE7500 digital plethysmometer, the standard
drug was Diclofenaco. Results. In the phytochemical march, the metabolites found
were steroids, triterpenes, alkaloids, amino acids, tannins, reducing sugars and
phenols. The greatest antipyretic effect was evidenced with the dose of 400 mg/Kg
at 3 hours, the greatest analgesic effect was evidenced with the dose of 400 mg/Kg
at 60 minutes, while the anti-inflammatory effect was evidenced with the dose of 25
mg/Kg at 300 minutes. Conclusions. The Moringa oleiferalLam.s seeds
hydroalcoholic extract showed antipyretic, analgesic and anti-inflammatory effects.

Key words: Moringa oleiferaLam., antipyretic effect, analgesic effect, anti-
inflammatory effect.



. INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del problema

El Peru es catalogado como uno de los paises con una gran biodiversidad, con una
riqueza de plantas originarias y adaptadas de diferentes partes del mundo; existe
un gran numero de las cuales no se ha evidenciado cientificamente los beneficios
para la salud que podrian proveer pero que son muy utilizadas por la poblacion’.

El uso frecuente de la planta Moringa oleifera Lam., por la poblacion en el Perq,
sigue en crecimiento notorio y su uso esta destinado a muchas enfermedades y
dolencias presentes en la actualidad; entre ellas se puede encontrar afecciones
dolorosos, febriles, inflamatorios, entre otros.

La inflamacién es una respuesta natural del organismo a diferentes agresiones
enddégenas o exodgenas, mientras que el dolor es un mecanismo de defensa,
detectando y localizando los procesos que danan las estructuras corporales, como
también puede no estar vinculado a una patologia organica o lesién. Tanto la
inflamacion, el dolor y fiebre son los motivos mas frecuentes de consulta médica

como también de solicitud de medicamentos sin prescripcion médica?S.

1.1.1. Formulacion del problema
¢ El extracto hidroalcohélico de semillas de Moringa oleifera Lam. posee efecto

antipirético, analgésico y antiinflamatorio in vivo en ratas Holtzman?



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

1.2.2.

Evaluar in-vivo el efecto antipirético, analgésico y antiinflamatorio del

extracto hidroalcohdlico de Moringa oleifera Lam.

Objetivos especificos

1.

Obtener el extracto hidroalcohdlico de las semillas de Moringa oleifera
Lam. vy realizar el analisis fitoquimico preliminar del extracto

hidroalcoholico de las semillas de Moringa oleifera Lam.

. Determinar el efecto antipirético in-vivo del extracto hidroalcohdlico de

semillas de Moringa oleifera Lam.

Determinar el efecto analgésico in-vivo del extracto hidroalcohdlico de
semillas de Moringa oleifera Lam.

Determinar el efecto antiinflamatorio in-vivo del extracto hidroalcohdlico
de semillas de Moringa oleifera Lam.

Determinar la toxicidad aguda oral (estimacién de la DL50.)



1.3. Importancia y alcance de la investigacion

En nuestro pais hay una poblacién que no es ajena al uso elevado de
medicamentos, ya sea prescritos o0 no prescritos (automedicacion), con
efectos antipirético, analgésico y/o antiinflamatorio. Sin embargo, la
automedicacion con estos farmacos presenta porcentajes muy altos, por
encima de medicamentos utilizados en enfermedades gastrointestinales y
antibiéticos*®; cabe recalcar que esto no es exclusivo de la ciudad de Lima ya
que también se ha observado un comportamiento similar en provincias de todo
el Per( 7. Debido a lo expuesto, este estudio tiene como finalidad comprobar
si el extracto hidroalcohdlico de las semillas de la planta Moringa oleifera Lam.
posee estos efectos; y de esta manera contribuir delimitando que beneficios
para la salud posee esta especie vegetal, y evitar un uso indiscriminado en
cualquier tipo de afeccidn o dolencia que se presente en cualquier momento.
Por estas razones consideramos que el presente trabajo beneficiara a la
poblacion en general, ademas de que sera un aporte en el ambito de la
ciencia, especialmente en areas como la etnofarmacologia, fitoterapia, entre
otras. Cabe destacar que los resultados de nuestra investigacion a nivel
preclinico podran orientar a ampliar los estudios en el &rea clinica sobre esta

especie.



1.4. Limitaciones de la investigacion

La especie en investigacion cuenta con un gran volumen de investigaciones
para la evaluacion de los efectos terapéuticos en distintas partes de la
especie; sin embargo, el presente trabajo se enfoca en las semillas de la
especie, para lo cual la busqueda de la literatura se vio limitada por la poca
cantidad de estudios enfocados en esta parte de la planta y con un enfoque a
evaluar especialmente la actividad antipirética.

El presente trabajo fue desarrollado durante la situacion actual de la pandemia
COVID-19, situacidén que trajo como limitaciones, entre otras eventualidades,
una demora en el desarrollo de los ensayos debido a que no se podia acceder

a las instalaciones del laboratorio donde se llevaron a cabo estos ensayos.



2.1,

REVISION DE LA LITERATURA

Marco teorico

2.1.1. Moringa oleifera Lam.

2.1.1.1. Clasificacion taxonomica

La clasificacién taxonémica fue realizada por el biélogo Campos De La
Cruz José, quien nos emiti6 la constancia respectiva (Anexo 1). Segun el
sistema de clasificacion APG-2016, ocupa las siguientes categorias

taxonémicas.

Tabla 1. Clasificacidn Taxondmica

CLASIFICACION

Division Angiospermae

Clase Equisetopsida
Subclase Magnoliidae
Superorden Rosanae

Orden Brassicales

Familia Moringaceae

Género Moringa

Especie Moringa oleifera Lam.

2.1.1.2. Descripcion morfolégica

Moringa oleifera es un arbol que durante el primer afio tiene un crecimiento
muy rapido; puede llegar a medir entre 10 a 12 metros, su copa es densa
tipo acacia y su tronco puede ser Unico o multiple®.

Las hojas son bipinnadas o generalmente tripinnadas, llegando a medir
hasta 45 cm de largo y sus hojas estan compuestas con foliculos de 1 — 2
cm del largo®.

Las flores son de color blanco amarillentas, bisexuales, de
aproximadamente 0.7 a 1 cm de largo y 2 de ancho®.

Los frutos son cépsulas trilobuladas y se denominan vainas, maduras de
color marrén y verdes cuando son inmaduras. Cuando la vaina se seca



2.1.1.3.

2.1.1.4.

2.1.1.5.

llega a medir 30 — 120 cm de largo, 1.8 cm de ancho y la produccion de
frutos es en marzo y abril. La fruta contiene 26 semillas®.

Las semillas son redondas de 1 cm de diametro, la cascara es de color
pardo mientras que las semillas son de color marrén a negro, pero pueden
ser blancas si los granos son de baja viabilidad. El arbol puede producir
entre 15000 y 25000 semillas al afno y el peso promedio es de 0.3
g/semilla®.

Distribuciéon geografica

Moringa oleifera Lam. es originaria de la India, distribuida en paises como
Asia, Oriente Medio, Africa, América Central y América del Sur®.

Crece en climas tropicales con suelos arcillosos y arenosos, en una altitud
menor a 2000 m.s.n.m.'", y una temperatura media entre 12.6 °C y 40.0 °C,
llegando a soportar temperaturas maximas de 48 °C y -1 °C como minimo.
Es capaz de resistir sequias siendo cultivable en zonas aridas y

semiaridas’?.

Composicion quimica

Estudios realizados a diferentes partes de la planta (Moringa oleifera Lam.)
indican ser una fuente de glucosinolatos, que se encuentran en las hojas y
semillas; el glucosinolato de bencilo ocupa un lugar destacado en las raices
y otros metabolitos secundarios son los taninos, saponinas, &cidos
fendlicos, acidos grasos insaturados, tocoferoles, minerales, folatos,
alcaloides, esteroles, glucoesteroles, isotiocianatos y flavonoides
(campferol, quercetina, mirecetina, isomnetina, glucésidos de campferol y
rutindsidos)'S.

Los exudados de goma refinada contienen galactosa, acido glucurdnico,

arabinosa, manosa, ramnosa y xilosa's.

Usos en la medicina tradicional

Cada parte de la planta de Moringa oleifera Lam. se usa tradicionalmente
para diversos propésitos; generalmente se consume como infusiones para
el tratamiento de la fiebre tifoidea, como antiparasitario, antibacteriano,



antihipertensivo, hipoglicemiante, contra los dolores de estomagos y
ulceras, dolor de articulaciones, dolor de muela, anemia, para el tratamiento

de la inflamacién, enfermedades musculares y antiparalitico'.

2.1.2. Fiebre

2.1.2.1. Definicion
La fiebre es la elevacién regulada de la temperatura corporal por encima
de los valores normales (> 37.5 °C en la cavidad oral) debido a la
reprogramacion de los centros termorreguladores hipotalamicos mediada
por citocinas, en respuesta a un estimulo pirégeno (capaz de producir calor)

exodgeno’®.

2.1.2.2. Fisiopatologia

2.1.2.2.1. Centro de termorregulacion
El centro termorregulador se localiza en la regién hipotaldmica anterior
predptica (POAH), esta contiene numerosas neuronas sensitivas al
aumento de la temperatura sanguinea. Muchas de estas células
sensibles al calor también responden a la temperatura de la piel'®.
El cuerpo siempre estd generando calor que se obtiene de reacciones
bioquimica (por ejemplo, el catabolismo de la glucosa), incluso cuando
no realiza ningun trabajo externo, esta realizando trabajo interno como
la peristalsis, la circulacion de la sangre, etc'”.
La regulacion de la temperatura corporal, como la de los otros sistemas,
requiere de un sistema aferente, un centro control y un sistema
eferente’®.
La sefalizacion aferente va a recoger la informacion térmica segun los
cambios de temperatura y la va a dirigir a través del tronco del encéfalo,
la médula espinal y los ganglios linfaticos hacia las neuronas sensibles
al calor en el area predptica del hipotalamo'”.
Una vez que a estas neuronas les llega la informaciéon central y
periférica, generan senales por la via eferente mediada por el
hipotalamo, el tronco encefalico y la médula espinal que terminara en



respuestas efectoras como los escalofrios, termogénesis por el tejido
adiposo  pardo, vasoconstriccion, vasodilatacion y cambios

conductuales’’.

Temperatura ambiente
Actividad basal/produccion de calor

2

Sensores
periféricos

Senalizacion aferente:
Ganglio raiz dorsal
Medula espinal

Tronco encefalico

Temperatura
periferica

Sensores
centrales

Temperatura
cenltral

Termoefectores:
Vasoconstriccién

Hipotalamo

Area preoptica %
Nucleo predplico mediano Vasodilatacién

Escalafrios

Sudoracion

Neuronas
sensibles
al calor

Termogénesis del TAP
Cambios conductuales

Vias eferentes:
Hipotalamo
Tronco encefalico
Médula espinal
Sistema simpatico

&

Temperatura
Medicacion
Infeccion
Inflamacion

Figura 1. El proceso de la termorregulacion

Fuente: Bennet J., Dolin R., Blaser M. (2016)"".

2.1.2.2.2. Citocinas pirogenas

La respuesta febril se pone en marcha cuando hay presencia de agentes
externos al huésped (pirdgenos exdégenos), como son las endotoxinas y
exotoxinas bacterianas, o las que derivan de las células del huésped a
las cuales se les denomina pir6genos enddgenos (citocinas pirégenas).
La fiebre resulta de una combinaciéon de ambos, ademas de la respuesta
inmunitaria innata que aumenta la produccién de citocinas pirégenas’’.

Las citocinas IL-a, IL-1beta, TNFa, IFNa e IL-6 producen fiebre por
accion directa hipotalamica sin requerir la formacion de otras citocinas.
IL-6 es miembro de una familia de citoquinas que incluye IL-11,




oncostatina M, factor neutréfico ciliar (CNTF), cardiotropina-1 y factor
inhibidor leucémico (LIF). Todos los componentes de esta familia utilizan
el receptor gp130 y, por lo tanto, son pirégenos'®. Estas moléculas una
vez liberadas, pueden inducir la expresion de otras similares (cascadas
de citocinas), asi como la de sus propios receptores ™.

Cabe senfalar que, generalmente, las infecciones pueden activar la
produccién de citocinas, pero estas citocinas pirégenas también pueden
producirse en respuesta a estados no infecciosos como la gota o la

muerte celular!”:1°,

2.1.2.3. Mecanismo de produccion de pirexia

Las citocinas pirégenas circulantes establecen la comunicacion biologica
entre el sistema inmune y el sistema nervioso central (SNC) atravesando la
barrera hematoencefalica. Al ser reconocidas por las células endoteliales
del érgano vasculosum de la lamina terminalis (redes de grandes capilares
que rodean a los centros termorreguladores hipotalamicos) inducen, a
través de la expresion de la enzima ciclooxigenasa 2, la produccién de
mediadores lipidicos, las prostaglandinas (PG). Los niveles tisulares de
PGE-2, que normalmente son indetectables en el cerebro, durante la fiebre
estan elevados en el tejido hipotalamico y en el Ill ventriculo. Algunas
toxinas microbianas pueden estimular en forma directa la produccion de
PGE: hipotalamica, prescindiendo de las citocinas. La PGEz, a su vez,
estimula a las células gliales que liberan AMP ciclico. Este neurotransmisor
determina que las neuronas del termostato hipotalamico, por diminucién de
la activacién de las neuronas sensibles al frio, estimulen los mecanismos
de termogénesis y regulen la temperatura corporal a un nivel mas elevado
gue el normal produciendo fiebre'®.

Se puede generar fiebre por un mecanismo neural diferente, en el cual una
sefalizacion a través del nervio vago aumenta la produccién de
noradrenalina en el area preodptica, que inhibe a las neuronas sensibles al

calor y activa la produccion local de PGE2'"".



NEURONAS TERMORREGULADORAS HIPOTALAMICAS
elevacion del nivel de termorregulacion
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{

Figura 2. Fisiopatologia de la fiebre

Fuente: Argente H. Alvarez M. (2005) 5.

2.1.2.4. Clasificacion

De acuerdo con sus caracteristicas la fiebre se puede clasificar de la

siguiente manera:
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Tabla 2. Clasificacion de la fiebre®.

TIPOS

DEFINICION

Fiebre
intermitente,
héctica o séptica

Fiebre continua o
sostenida

Fiebre remitente
Fiebre periddica

Fiebre recurrente

Caracterizada por elevaciones térmicas que retornan a los
valores normales, durante cada dia de fiebre. Se observa
en enfermedades bacterianas, TBC miliar y linfomas.

No presenta variaciones mayores de 0.6 °C por dia.

Mo baja a valores normales durante cada dia de fiebre.

Aparece con intervalos fijos y predecibles.

Aparecen después de uno o mas dias de apirexia; puede
tener un patron intermitente, continuo o remitente.

2.1.2.5. Tratamiento de la pirexia

2.1.2.5.1. Mecanismo de accion antipirético

“La fiebre es una respuesta autbnoma, neuroendocrina y conductual
compleja y coordinada que se desencadena ante la existencia de una
infeccion, lesion tisular, inflamacion, rechazo de tejidos, tumores, etc., y
sirve a una doble finalidad: alertar acerca de una situacion anémala y
potencialmente lesiva, y poner en marcha una serie de mecanismos
fisiolégicos para la defensa del organismo”. Se manifiesta como un
aumento de temperatura de 1 °C a 4 °C, con adaptaciones fisiologicas y
no necesariamente requiere tratamiento°.

La homeostasia térmica va a ser conservada dependiendo de los
mecanismos de produccion y conservacion del calor; y aquellos
implicados en su disipacion, entre ellos los cribgenos endégenos con
capacidad, en ciertas condiciones fisiol6gicas, de prevenir o disminuir la
fiebre. La estimulacion por pirdgenos enddgenos suele depender de
senales vagales desde la periferia hasta el ndcleo del tracto solitario,
desde donde alcanza el area preédptica a través del canal noradrenérgico
ventral. La liberacion de noradrenalina intrapredptica evoca al aumento

de temperatura en dos fases:
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- La primera la cual es rapida y se realiza mediante los receptores alfa
2 y no dependen de la PGEz,

- La segunda es mas diferida, se realiza mediante receptores vy
dependen de la COX-2 /PGE21720,

Las endotoxinas de las bacterias van a estimular la generacion de las
prostaglandinas tipo E, mediante propagacién de la IL-1 en los
macréfagos, elevando el punto de ajuste del hipotdlamo para el control
de la temperatura. Los AINEs ejercen su accion antipirética por la
disminucién de la concentracion de prostaglandinas a nivel central, esta
es llevada a cabo a nivel de la COX-2 ( actividad enzimdtica) la cual es

inhibida de manera directa 2'.

El paracetamol es la excepcion al mecanismo de accion de los AINEs,
ya que tiene una ligera actividad sobre la COX — 1 y la COX - 2, sin
embargo, es capaz de obtener la reduccién de la sintesis de
prostaglandinas a bajas concentracion de perdxidos, por ejemplo,
aliviando el dolor y la fiebre en el cerebro. En este contexto ha llamado
la atencidn la sorprendente similitud estructural del paracetamol y la N-
ara-quidonilfenolamina de acidos grasos (AM404), un potente
estimulante de receptores vanilloides V1 e inhibidor del recaptador del
cannabinoide enddgeno, anandamida, lo que produce un aumento de
los endocannabinoides. El paracetamol, en el cerebro y la médula
espinal, pasa por dos procesos quimicos: la primera es una acetilacion
a p-aminofenol y, la segunda, una conjugacion con &acido araquiddnico,
la que concluye en la sintesis de AM404. El metabolito activo (AM404)
es el producto de un precursor al cual lamamos profarmaco, el cual en
este caso es el paracetamol, este metabolito activo estimula de manera
directa los receptores CB1y V122,

Adicionalmente, aunque no se utilizan con frecuencia para bajar la
fiebre, los corticoides pueden suprimir la fiebre por blogqueo de la
transcripcion de citocinas pir6genas mediante interaccion con el
receptor de glucocorticoides e inhibiciébn de manera secundaria de la
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producciéon de fosfolipasa A2, enzima fundamental en la sintesis de
prostaglandinas’”’.

2.1.2.5.2. Farmacos antipiréticos y AINEs
a) Derivados del acido salicilico
Acido acetilsalicilico: los salicilatos disminuyen de manera répida y
eficaz la fiebre, pero pueden incrementar el consumo de oxigeno y el
metabolismo. En dosis tbéxicas producen un efecto pirético que

ocasiona sudoracion y deshidratacion??.

b) Derivados del para-aminofenol
Paracetamol: se considera tratamiento de eleccion como antipirético
y analgésico frente a otros AINE vy, en especial, a la aspirina, ya que
no presenta muchos de los efectos adversos que estos producen?.

c) Derivados de las pirazolonas
Metamizol, propifenazona, fenilbutazona: se usan como antitérmicos
y analgésicos. El metamizol es menos grastrolesivo que la aspirina y
no produce hemorragias ya que, aunque inhibe las COX como los
otros AINE, el tipo de inhibicion es competitiva, no irreversible como

de la aspirina?.

d) Derivados del acido propidénico
Son un conjunto de farmacos que intervienen en procesos como la
inflamacion, dolor, fiebre y en la agregacion plaquetaria. Destacan
entre otros: ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno, dexibuprofeno vy
dexketoprofeno??.

2.1.3. Dolor

2.1.3.1. Definicion
El dolor es un mecanismo esencial de senal temprana que nos alerta de la
presencia de estimulos lesivos en el entorno?s.
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2.1.3.2.

2.1.3.3.

Segun la International Association for the Study of Pain, IASP, “el dolor es
una experiencia sensorial y emocional desagradable, que se asocia a dafo
tisular real o potencial, o que se describe en los términos de dicho
dafno”?425,

El dolor, ya sea moderado o intenso, conlleva a la ansiedad y el deseo de
eludir o suprimir esa sensacion. Es por estas caracteristicas que se habla

de la dualidad del dolor, que es tanto una sensacién como una emocion?>.

Fisiopatologia del dolor

La lesidn tisular activa los receptores del dolor denominados nociceptores,
que transmiten el estimulo doloroso a la asta dorsal de la medula espinal a
través de fibras nerviosas aferentes?3. Los nociceptores son terminaciones
nerviosas libres de las fibras nerviosas Ad y C, que se pueden excitar por
estimulos nocivos. Son abundantes en la piel, pero también estan
presentes en los musculos, el periostio, las visceras huecas, las capsulas
de 6rganos internos y los vasos sanguineos. Los nociceptores expresan
receptores y canales ibnicos que se pueden activar por diversos estimulos
(térmicos, mecanicos y quimicos) y mediadores (bradicinina, serotonina,
histamina, capsaicina, etc.). La mayoria de los nociceptores son
polimodales; es decir, se activan por varios tipos diferentes de estimulos™®.
Al aplicar estimulos intensos, repetidos o prolongados en un tejido
lesionado, provoca que el umbral de excitacion de los nociceptores
disminuya y que la frecuencia de descarga aumenta cualquiera que sea la
intensidad del estimulo; son los mediadores de la inflamacién (bradicinina,
algunas prostaglandinas, etc.) que contribuyen a este proceso conocido

como sensibilizacion?s.

Transmision del estimulo

En el nervio periférico se encuentran fibras de distintas caracteristicas
estructurales y funcionales que se clasifican segun su grosor, su cubierta
de mielina y su velocidad de conduccion.

Las fibras mielinicas A son las de mayor grosor y las de mas alta velocidad

de conduccion. En ellas existen subtipos: las fibras Aa, que se activan ante
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2.1.3.4.

estimulos tactiles o con movimientos suaves de los receptores, y las fibras
Ad que participan en la transmision del dolor agudo y punzante, de
localizacién precisa y de comienzo y finalizacion rapidos en relacion con la
duracion de la aplicacion de la noxa®“.

Las fibras amielinicas o “C” son mas delgadas y menor conduccion,
predominan en la inervacién dolorosa visceral®®, origina un dolor de
caracter urente, que comienza mucho después de la aplicacion del estimulo
y a veces que este ha cesado'®.

Ademas, las fibras Ad y C son responsables de la transmision del dolor, las
fibras Ad también pueden participar en la transmisién del dolor crénico. Las
fibras aferentes primarias mielinicas gruesas, fibras Ad, transmiten la
informacion referente a los estimulos inocuos de tipo mecanico a laminas
profundas (Ill-VI) de Resed?*.

Procesamiento y transmision del dolor en la medula espinal
Los estimulos dolorosos se transmiten a las segundas neuronas de la
medula espinal. En cada union o sinapsis se puede modular el estimulo,
que es la capacidad que tienen los sistemas analgésicos enddgenos de
modificar la transmisién de impulso nervioso, fundamentalmente inhibiendo
en las astas posteriores de la medula; al mismo tiempo se activan circuitos
reflejos sinapticos produciendo vasoconstriccién en el area lesionada®®.

Las fibras Ad y C, que conducen el dolor, llegan a la medula espinal a través

de laraiz dorsal, y se produce la transmision de la informacién a la segunda

neurona. Desde la asta posterior de la medula espinal (APME) el impulso
nervioso puede ser transmitido por una serie de tractos ascendentes que
son:

e El haz espinohipotaldmico: que se proyecta hacia el hipotalamo,
implicando en funciones automaticas, permite las respuestas reflejas
autondémicas al estimulo doloroso.

e El haz espinorreticular, que conduce los componentes emotivos vy
afectivos del dolor. Sus fibras se transmiten al talamo lateral y desde ahi
al sistema limbico y a la corteza frontal, vinculandose con sufrimiento y

ejerce control potente sobre el comportamiento?42°.
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Figura 3. Ruta ascendente de la transmision del dolor.
Fuente: Toro V. (2009)%.

Algunos neurotransmisores excitatorios son la sustancia P, el péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), la neurocinina A y el
glutamato?®*.

El bloqueo de la sustancia P, que actua sobre receptores NKI especificos
a nivel medular, no indujo analgesia, pero redujo en un 50% la hiperalgesia
inducida por la inflamacién periférica experimental. El glutamato es un
aminoacido excitatorio principalmente responsable del inicio y
mantenimiento de la hiperalgesia. Multiples receptores para el glutamato se
encuentran en el sistema nervioso central y periférico: los dependientes de
ligandos acoplados a proteina G; en esta situacién el glutamato es liberado
en la hendidura sinaptica, se une a los receptores NMDA y abre el canal de
Cat** de las neuronas postsinapticas; entre otras funciones, el Ca** activa
la proteina C y la NO sintasa, que genera 6xido nitrico (NO) a partir de la
arginina, que a su vez activa la guanilato ciclasa soluble. Tanto el glutamato
como el NO producido actiuan sobre los autorreceptores presinapticos, que
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a su vez aumentan la liberacidon de glutamato y sustancia P, completando

el proceso de facilitacion, ampliacion y perpetuacion de la respuesta’®26.

Potencial de
accion aferente

Nt liberado

AMPA
VSCC

Morfina
Adenosina
P2X3
NMDA
mGIuR

Senalizacion
retrograda por NO

Potencial de accion
postsinaptico

Figura 4. Estado sensibilizado del APME.
Fuente: Villoria M. (2007)26.

2.1.3.5. Clasificacion del dolor

a. Segun su temporalidad

Agudo: dolor que se produce tras una lesion tisular provocada por
un estimulo nociceptivo. Es temporal y desaparece o disminuye al
cesar la causa que lo originé4.

Cronico: dolor presente por mas de tres meses de evolucion que
persiste a pesar de que la lesién haya sido resuelta.

b. Segun su fisiologia

Dolor nociceptivo: Es el mecanismo mas comun de dolor agudo
causado por la estimulacibn de los nociceptores periféricos,
profundos, transmitiéndose por las vias nerviosas especificas del
dolor hasta alcanzar el tdlamo y la corteza cerebral?®.

Dolor somatico: es un dolor transmitido por el sistema nervioso
periférico, puede ser a su vez superficial, se origina en la piel o en
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las mucosas o bien profundo, en los musculos, huesos y
articulaciones?®.

e Dolor visceral: es un dolor profundo, mal localizado y cuya
transmisibn se produce a través de fibras vegetativas,
preferentemente del sistema simpético®.

e Dolor neuropatico: dolor patoldégico y con origen neurofisiol6gico
desconocido, es la causa mas importante de dolor crénico, ademas
de que es bastante resistente a los tratamientos habituales del dolor.
Aparece como resultado de una lesion o disfuncion del sistema
nervioso central o periférico donde se alteran los mecanismos de
control o modulacién de las vias de transmisién nociceptiva.

2.1.3.6. Tratamiento del dolor
Es importante una correcta clasificacion del dolor para instaurar
tratamientos farmacoldgicos eficaces por lo cual muchos médicos se
rigen por la escala terapéutica de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), basando sus decisiones principalmente en la intensidad del dolor?’.

3% ESCALON

opioides
potentes cldsicos
+ no opioides

2° ESCALON

1*r ESCALON opioides débiles
+ no opioides

no opioides

Figura 5. Escala analgésica (OMS)?’.

Los analgésicos constituyen la primera linea de la terapéutica en el
tratamiento del dolor; entre los principales farmacos para aliviar el dolor,
se considera a los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) vy
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2.1.3.6.1.

2.1.3.6.2.

analgésicos opioides, que se pueden clasificar en agonistas (morfina) y
agonistas — antagonistas (nalbufina). Ademas, se dispone de farmacos
coadyuvantes de la analgesia, entre ellos los antidepresivos triciclicos y

algunos anticonvulsivantes?0.25-28,

AINEs

La actividad analgésica de los AINE es de intensidad moderada o media;
alcanzan un techo analgésico claramente inferior al de los opioides, pero,
frente a estos, presentan como ventaja que no alteran el sensorio o la
percepciéon. Son utiles en dolores articulares, musculares, dentarios y
cefaleas de diversa etiologia, incluidas las formas moderadas de
migrafa, entre otros. A dosis suficientemente elevadas son también
eficaces en dolores postoperatorios y postraumaticos, ciertos célicos y
dolores de origen canceroso en sus primeras etapas. Los AINEs no
alteran los umbrales de percepcion del dolor nociceptivo, es decir, aquel
que nos permite reaccionar rapidamente frente a un estimulo lesivo
agudo, sin embargo, son especialmente indicados en ciertos dolores
caracterizados por una participacion destacada de las PG2°.

Opioides

El efecto analgésico de los opiaceos es de intensidad moderada a
severa, se produce a través de su accion sobre el sistema nervioso
central donde encontramos los receptores diana (y, k, 8), que ademas
pueden encontrarse en otros 6rganos?'.

a. Agonistas puros: preferentemente agonistas; con afinidad sobre
receptores 4, mostrando mayor actividad intrinseca. Los farmacos
de este grupo son: heroina, morfina, petidina, oxicodona, metadona,
tramadol, fentanilo y remifentanilo.

b. Agonistas-antagonistas mixtos: con afinidad sobre los receptores
Ky k. En el receptor k se comportan como agonistas mientras que
sobre el y lo hacen como agonistas parciales o antagonistas.

c. Agonistas parciales: Son selectivos sobre receptores H, con baja
actividad intrinseca en comparacion a los agonistas puros, de ahi
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que en presencia de un agonista puro puedan comportarse también
como antagonistas. Pertenece a este grupo la buprenorfina.

d. Antagonistas puros: poseen afinidad en los receptores y, ky 8; sin
actividad intrinseca sin embargo pueden interferir con la accién de

un agonista. Los farmacos de este grupo son la naltrexona vy

naloxona 2.
vias
Opioides ® INHIBIDORAS
DESCENDENTES
ViA FORMACION DE NO |

NOCICEPTIVA

EXCITACION DE

—— > LA NEURONA DE
NOCIVO - DE FIBERAS C TRANSMISION

+w/\\ \ =

PRODUCCION LIBERACION DE
DE NGF NEUROPEPTIDOS
) (SP. CGRP)

LIBERACION
DE MEDIADORES
(BC. 5-HT, PG. etc.)

Interneuronas
locales

Figura 6 Resumen de los mecanismos moduladores de la via nociceptiva. AINE,
antiinflamatorios no esteroideos; BC, bradicinina, CGRP, peptido relacionado con el gen
de la calcitonina; GABA, acido g-amincbutirico; 5-HT, 5-hidroxitriptamina;, NA,
noradrenalina; NGF, factor de crecimiento nervioso: NO, dxido nitrico; PG,
prostaglandinas; SP, sustancia P.

Fuente: Rang H. et al. (2016) 2
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2.1.4. Inflamacion

2.1.4.1.

2.1.4.2.

Definicion

El proceso inflamatorio es la respuesta protectora del sistema inmune a un
estimulo perjudicial. Puede ser provocada por agentes nocivos, infecciones
y lesiones fisicas, que liberan moléculas asociadas a dafnos y patdgenos

gue se reconocen por células encargadas de la vigilancia inmune?°.

Respuesta inflamatoria y mediadores

La inflamacion aguda es una respuesta natural, relativamente breve, de
caracter protector, que pretende librar al organismo de la causa inicial de la
lesion celular y de las consecuencias que esta provoca. Luego de una
lesion celular, comienza una cascada compleja de interacciones
biogquimicas y celulares, mediadas por la actividad de mdultiples agentes
quimicos, muchas moléculas intervienen en la promocién y resolucion del
proceso inflamatorio, como histamina, bradicinina, 5HT, prostanoides, LT,
PAF y una serie de citocinas, que provocan cambios en la
microvasculatura, el aumento de leucocitos en la zona de lesién, y

finalmente los signos de la respuesta inflamatoria aguda®%3°.

2.1.4.2.1. Cascada de coagulacion y la inflamacion

Los componentes que actian como enlace entre la coagulacién e

inflamacion son los siguientes:

a. Trombina: Se obtiene como resultado de la activacién del precursor,
la protrombina, que escinde la molécula de fibrinbgeno para formar
cadenas de fibrina, que dan lugar a la formacién de coagulos
insolubles. Durante esta transformacion se producen fibrinopéptidos
que provocan un aumento de la permeabilidad vascular y estimulan
la actividad quimiotactica de los leucocitos. La trombina también
provoca un aumento en la adhesion de leucocitos y la proliferacion

de fibroblastos.
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b. Factor Xa: el factor X, es una proteasa que junto, con el cofactor Va
y los fosfolipidos de membrana, forma el complejo protrombinasas
y, por lo tanto, activa a la trombina. Es el primer factor en la via
comun final en modelos antiguos de hemostasia, con dos fuentes
potenciales de activacion: el complejo factor Vlla/FT y el complejo
IXa/Vllla. Esta proteasa de la coagulacion, actia como un mediador
de la RIA al unirse a los receptores efectores de la proteasa celular-
1, causando un aumento de la permeabilidad vascular y de la

exudacion leucocitaria®C.

2.1.4.2.2. Componentes de sistema del complemento

“El sistema del complemento (C) son producidas por el higado y el
sistema fagocito mononuclear, actia en los procesos inmunes
inespecificos (RIA) y adaptativos de defensa frente a microorganismos.
Tiene como objeto la lisis a través del complejo de ataque de membrana
(MAC). Los factores derivados de las reacciones del sistema del
complemento afectan a diversos procesos de la inflamacion, y entre
estos a la quimiotaxis; un ejemplo es el producto C5a, que es un potente
agente quimiotactico para neutrofilos (en la RIA), monocitos, eosindéfilos
y basdfilos, y ademas incrementa la adhesion de leucocitos al endotelio
mediante la activacién de los propios leucocitos y el aumento de la
intensidad de unidn de las integrinas de superficie a su ligador endotelial.
El complemento puede ser activado por dos vias: la via clasica y la
alternativa; la primera comienza con la fragmentaciéon del C3 (proteina
del sistema de complemento) mediada por la unién de un complejo
antigeno-anticuerpo al C1 (proteina del Complemento); la via alternativa
consiste en la activacion del C3 directamente por las superficies de
microorganismos, polisacaridos complejos y endotoxinas, aunque
mediado por un grupo especifico de componentes séricos denominado
sistema de properdina™®.
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2.1.4.2.3.

2.1.4.24.

2.1.4.2.5.

Prostaglandinas y leucotrienos

Se producen cuando las enzimas actuan sobre el acido araquidénico, un
acido graso que es un componente principal de las membranas
celulares. Las prostaglandinas son compuestos qué tienen funciones
bioldgicas, una de ellas es la prostaglandina E, qué se produce durante
la inflamacién, causando una vasodilatacion capilar de larga duracién y
un aumento de la sensibilidad de los receptores del dolor a la histamina
y la bradiquinina. Los leucotrienos hacen que se incremente la
permeabilidad capilar y atraen a los leucocitos al lugar donde se produce

la inflamacién30:31,

Las citoquinas

Las citocinas son sintetizadas durante la respuesta inflamatoria,
desempefnan un papel esencial en la organizacion del proceso
inflamatorio, en especial TNF e IL-1, pueden tener un efecto citotéxico y
estimulan a neutréfilos, macréfagos y linfocitos T y B por lo que
amplifican la respuesta inflamatoria. Por el contrario, otras citoquinas
como IL-13 tiene efecto antiinflamatorio.

Los efectos sistémicos de citoquinas en la respuesta de fase aguda son
glucogendlisis, lipolisis, protedlisis, el hipermetabolismo con aumento de
la temperatura corporal, acidosis metabdlica y sintesis de proteinas de
la fase aguda30-s!,

Quimiocinas

Las quimiocinas son factores quimiotacticos de bajo peso molecular,
algunas de ellas son proinflamatorias Su accién esta relacionada con el
reclutamiento de células inflamatorias en el sitio de la agresion. Las
quimiocinas para neutréfilos pertenecen a la familia CXC y son IL-8,
GCP-2, NAP-2, ENA-78; las que atraen monocitos y macréfagos son de
la familia CC como MCP-1, MIP-1a y MIP - 1B, |la eotaxina, también atrae
eosindfilos y linfocitos TH23,
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2.1.4.3. Farmacos antiinflamatorios

2.1.4.3.1. Farmacos antiinflamatorios no esteroideos

a. Mecanismo de accion

Inhibicion de la ciclooxigenasa

Los principales efectos terapéuticos de los AINES derivan de su
capacidad inhibir la produccién de prostaglandina (PG). La primera
enzima en la via de sintesis de la prostaglandina es la COX, esta
enzima convierte aminoacidos (AA) en los intermediarios inestables
PGG2 y PGH2 y conduce a la formacion de los prostanoides,
tromboxano A2 (TxA2) y una variedad de PG. La COX-1, se expresa
constitutivamente en la mayoria de las células, es una fuente
relevante de prostanoides para funciones de mantenimiento, como la
hemostasia tisular. Por el contrario, la inducciéon de la COX-2 se da
principalmente en células inflamatorias activadas por citocinas
inflamatorias. Asi, la COX-2 es la principal responsable de la
generacion de mediadores prostanoides de la inflamacién, aunque
hay excepciones significativas. La COX-2 constitutiva se expresa en
el rindn, generando prostaciclina, que desempena funciones en la
homeostasis renal, y en el sistema nervioso central (SNC), donde su
papel no esta claro.

La mayoria de los AINE inhiben la COX-1 y la COX-2, aunque su
potencia relativa frente a ambas es variable.

La accién antiinflamatoria de los AINEs se dice que se relaciona con
la inhibicién de la COX-2; sin embargo, la inhibiciéon de la COX-1 es
la que va a generar, en gran medida, sus efectos adversos (a nivel

del tubo digestivo).
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Figura 7. Mecanismo de accion de los AINEs sobre la
ciclooxigenasa (COX)
Fuente: P. Lorenzo. et al. (2018)%2.

Inhibicion irreversible de la ciclooxigenasa por el acido
acetilsalicilico

La acetilacidén covalente del acido acetilsalicilico, con las subunidades
cataliticas de la COX-1 y de la COX-2, concluye en la inhibicién
irreversible de la actividad de la COX. Esta es una diferencia
significativa en comparacién a los demas AINEs, porque la duracién
de los efectos del &cido acetilsalicilico se relaciona con la tasa de
rotacion de COX en diferentes tejidos. La importancia de los cambios

enzimaticos en la restauracion de la accion del acido acetilsalicilico
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es aun mas pronunciada en las plaquetas que no tienen nucleo y
tienen una capacidad limitada para la sintesis de las proteinas. Por lo
tanto, persisten los efectos de la inhibicibn de COX-1 sobre las
plaquetas. La inhibicion de la formacion de TxA2 dependiente de la
COX-1 de la plaqueta se acumula con la readministracién de acido
acetilsalicilico para recuperarse por completo una vez que se ha
interrumpido el tratamiento?®.

A diferencia del acido acetilsalicilico, el acido salicilico no tiene
capacidad de acetilacién. Es un inhibidor reversible relativamente
débil de COX. Los derivados del &cido salicilico, asi como el acido,
estan disponibles para uso clinico.

La COX estéa configurado para acceder al sitio activo del sustrato AA
a través de un canal hidréfobo. El acido acetilsalicilico realiza una
acetilacion en la serina 529 de la COX-1, ubicada en la seccion alta
del canal hidréfobo. El voluminoso residuo de acetilo evita que el AA
se una al sitio activo de la enzima vy, por lo tanto, inhibe la capacidad
de la enzima para producir PG. El acido acetilsalicilico acetila la serina
en la posicién 516 en la COX-2, a pesar de que la modificacion
covalente de la COX-2 por el &cido acetilsalicilico también bloquea la

actividad de la COX de esta isoforma=°.

. Accidn Terapéutica

Los AINEs tienen actividad antipirética, analgésica y antiinflamatoria
(a excepcién del paracetamol).

Es especialmente beneficioso en la terapia de enfermedades
musculoesqueléticas, como artrosis, artritis reumatoide y espondilitis,
aunque los efectos suelen ser sintométicos, no tanto en el desarrollo
de la enfermedad??.

La reduccion de la inflamacion con AINE suele dar como resultado un
alivio del dolor durante periodos significativos, por lo que es apropiado
para el tratamiento de afecciones inflamatorias tanto agudas como

cronicas?®.
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2.1.4.3.2. Farmacos antiinflamatorios esteroideos
a. Glucocorticoides
Los glucocorticoides poseen accién antiinflamatoria inmediata como
tardia debido a la interaccion del glucocorticoide con los factores de
transcripcion activando por ligandos (GRa) y de su posterior accion
transrepresora o transactivadora sobre los genes correspondientes;
esto promueve la transcripcion de genes que codifican proteinas
antiinflamatorias, inhibiendo la formacion o el efecto de mediadores

quimicos inflamatorios®2.

2.1.5. Metabolitos

2.1.5.1. Alcaloides

Son sustancias organicas nitrogenadas con caracter béasico y
mayoritariamente de origen vegetal. Su estructura es compleja y ejercen
acciones fisiologicas diversas incluso a dosis bajas, son téxicas y precipitan
con ciertos reactivos, como reactivo de Wagner, reactivo de Mayer, reactivo
de Dragendorff, entre otras.

Se encuentran distribuidos fundamentalmente en las angiospermas, sobre
todo en dicotiledéneas y las monocotiledéneas, excepcionalmente pueden

encontrarse en bacteriasss.

2.1.5.1.1. Propiedades fisicoquimicas
Normalmente son sélidos incoloros y cristalizables, poseen poder
rotatorio, con peso molecular entre 100 D - 900 D, y puntos de fusién
inferiores a 200 °C. En su forma base son compuestos poco solubles en
agua y solubles en disolventes organicos, mientras que en forma de sal
son hidrosolubles, solubles en alcoholes e insolubles en disolventes muy
apolares. La solubilidad depende del pH, ya que al variar el pH el
nitrégeno basico esta mas o menos protonado. A pH acido predomina la
forma protonada soluble en agua y mezclas hidroalcohdlicas. A pH

basico los alcaloides estan casi siempre en forma libre33.
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Se dividen en 3 grupos caracteristicos: alcaloides verdaderos, con el
nitrégeno heterociclico y procedentes de aminoacidos; protoalcaloides, que
son aminas simples con caracter basico, nitrdgeno no heterociclico y
formados también a partir de aminoacidos, y pseudoalcaloides, con

propiedades idénticas a los alcaloides verdaderos pero que no proceden
de aminoacidos®.

2.1.5.1.2. Clasificacion

Los alcaloides se clasifican segun su estructura y en base a su origen
biosintético. A continuacion, un resume de su clasificacién34.

_—

Nitrégeno no  |Con estructura de feniletilamina

heterociclico 7 oo anillo de tropolona

" =

Alcaloides tropanicos
Alcaloides con nicleo
de pirrol y pirrolidina
- Alcaloides con nicleo
de pirrolizidina
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de piridina y piperidina

_ Derivados de
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Nitrdgeno Alcaloides con nicleo
heterociclicd™|  Derivados de - deisoguinocleina
fenilalanina y Alcaloides con nicleo
tirosina L_ de aporfina
Derivados de Alcaln.ides con r"ILEICJE,'O indaol
triptofano Alcaloides con nicleo de
guinoleina

Alcaloides con nicleo de
imidazal

- Alcaloides diterpénicos
Alcaloides esteroidicos

- | Bases xanticas
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diversos

Figura 8. Clasificacion de alcaloides en base a su estructura quimica vy
origen biosintético.

Fuente: Kuklinski C. (200073

28



Alcaloldes derlvados de la omitina Alcaloide derlvado de la lisina

. CH,OH COOCH, OH 0
N
cH”

0

o 0
Atropina Cocaina Lobelina

Alcaloides derivados de la tirosina y la fenilalanina
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Figura 9. Estructuras quimicas de alcaloides derivados de la ornitina, la
lisina, la fenilalanina y la tirosina
Fuente: Castillo E. (2007)33.
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Figura 10. Estructura quimica de alcaloides derivados del tript6fano y acido
nicotinico.
Fuente: Castillo E. (2007)33.
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2.1.5.1.3. Propiedades farmacoldgicas
Los alcaloides poseen actividad farmacologica y pueden ser utilizados

en diversos campos:

e Depresores (morfina, escopolamina) o estimulantes (cafeina,
estricnina) del sistema nervioso central.

e Simpaticomiméticos (efedrina) o simpaticoliticos (algunos alcaloides
del cornezuelo de centeno), parasimpaticomiméticos (eserina,
pilocarpina), anticolinérgicos (hiosciamina, atropina), gangliopléjicos

(esparteina, nicotina) del sistema nervioso autbnomo.

Asimismo, encontramos los anestésicos locales (cocaina), curarizantes,
antifibrilantes  (quinidina), antipaludicos (quinina), antitumorales
(vinblastina, elipticina) y amebicidas (emetina). Es debido a estas

actividades la importancia del uso de las drogas con alcaloides®.

2.1.5.2. Triterpenos y Esteroides
Los triterpenos son terpenos formados biosintéticamente por seis unidades
de isopropeno y derivan de un precursor de C30, el escualeno; de acuerdo
con su estructura estos pueden ser tetraciclicos o pentaciclicos®®.
Entre triterpenos y esteroides se podria decir que no existen diferencias
fundamentales ya que la unidad estructural de los triterpenos es muy
diferenciada en los esteroides, “pueden ser considerados como triterpenos

tetraciclicos que han perdido, como minimo, tres metilos” 5.
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Figura 11. Comparacion estructural de triterpenos y esteroles
Fuente: Bruneton J. (2001)35.

Los triterpenos como los esteroides estan siendo estudiados por mostrar
actividad analgésica, antifungicos, antimicrobiana, antiinflamatoria y

citotdxica3°-36,

Fenoles

Los fenoles son producidos principalmente por la via del acido Shikimato a
partir de L-fenilalanina y L-tirosina, pueden contener uno 0 mas grupos
hidroxilo unidos al anillo aromatico. Son similares a los alcoholes, con
estructura alifatica, pero con el anillo aromatico y el atomo de hidrogeno del
grupo hidroxilo fendlico, lo que los convierte en acidos débiles®’.

Generalmente los compuestos fendlicos estan unidos a amidas, esteres o
glucésidos y rara vez en forma libre; estos compuestos se dividen en
fenoles simples, acidos fendlicos derivados del acido benzoico y &cidos

fendlicos derivados del acido cindmico®”.
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Muchos de los compuestos fendlicos presentan interés farmacologico por
sus propiedades antibacterianas, antifungicas, antiinflamatorias,
anticancerosos, antivirales, antitromboéticos, hepatoprotectores y
antialérgicos®’.

2.2. Antecedentes

Saleem A, et al (2020) investigaron la potencial actividad antioxidante,
antiinflamatoria y antiartritica de distintos extractos de las hojas de Moringa
oleifera en el cual la actividad antiinflamatoria (in-vitro), a concentraciones
entre 50-1600 ug/mL, se determiné por los ensayos de inhibicidbn de
desnaturalizacibn de la albumina sérica bovina, de inhibicion de
desnaturalizacién de albumina de huevo y de estabilizacién de células rojas
humanas, que existe la actividad antiinflamatoria a las concentraciones
realizadas y que contribuye a la actividad antiartritica y antioxidante de la

especie®s.

Bajpai A, et al. (2019) estudiaron la actividad analgésica del extracto etandlico
de las hojas de Moringa oleifera en ratas Wistar. El ensayo de la actividad
analgésica se realiz6 por el método Tail flick con concentraciones de extracto
100, 200 y 400 mg/Kg comparandose con diclofenaco, por lo que se concluy6
que todas las concentraciones del extracto mostraron actividad analgésica

con mayor actividad a la concentracién de 400 mg/kg®°.

Cui C., et al. (2019) obtuvieron un nuevo polisacarido, denominado MRP-1, el
cual se obtuvo de las raices de Moringa oleifera por extraccién con agua
caliente seguido de precipitacién con etanol y se purificd con columna DEAE-
Sepharose Fast Flow. Las células de macréfagos RAW264.7 inducidas por
LPS se usaron para evaluar la actividad antiinflamatoria de MRP-1,
demostrando que la produccién de NO y TNF-a inducida por LPS podria
prevenirse mediante diferentes concentraciones de tratamiento con MRP-140,
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Yong-Bing Xu, Gui-Lin Cheny Ming-Quan Guo (2019) compararon las
actividades antioxidantes y antiinflamatorias de los extractos crudos de etanol
de hojas, semillas y raices de Moringa oleifera de Kenia. Observandose que
los extractos de hojas y semillas ejercieron actividades antiinflamatorias, como
lo indica la inhibicién de la produccion de NO; y el contenido total de
flavonoides (TFC) de las hojas, semillas y raices los cuales son 192.36 +2.96,
589 = 0,65 y 106,79 = 2,12 mg de rutina equivalente (RE) / g,
respectivamente. Estos hallazgos indicaron que las hojas de M. oleifera son

una mejor fuente natural potencial de agentes antiinflamatorios*'.

Martinez L., et al. (2017) investigaron la potencial actividad antiinflamatoria y
analgésica de Moringa oleifera. Realizaron una evaluacién farmacoldgica de
extractos no polares y / o polares en varias dosis (30-300 mg/kg, p.o.)
mediante nocicepcion experimental usando prueba de formalina, edema de la
pata inducido por A-carragenina y artritis con inyeccion subcutanea de
colageno en ratas. Ambos tipos de extractos mostraron inhibicion significativa
de la inflamacion en los diferentes modelos experimentales. Concluyendo que
los extractos de hojas de M. oleifera dan evidencia de su potencial para el
tratamiento del dolor#2.

Chimedza A., et al. (2017) compararon el efecto antiinflamatorio del extracto
de semilla de Moringa oleifera enriquecido con isotiocianato (MSE), con un
extracto de curcuma enriquecido con curcuminoide (CTE). La MSE mostré
una reduccion en el edema plantar de la rata inducido con A-carragenina
comparable a la aspirina, mientras que el CTE no tuvo ningun efecto
significativo. Los usos tradicionales de la moringa como planta antiinflamatoria
resaltan el potencial de las preparaciones de semillas de moringa
enriguecidas con isotiocianato para desempefar un papel en la prevencion y

el tratamiento de afecciones inflamatorias crénicas*s.

Ayon B., et al. (2014) estudiaron la actividad antipirética del extracto etanélico
de Moringa oleifera en ratas. Se administrd dosis de 50, 100, 200 y 400 mg/kg
por via oral a los grupos conformados por 10 ratas. Para inducir la pirexia se
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uso una suspension al 20% de levadura de cerveza en solucion salina normal,
se inyectd por via subcutanea a una dosis de 10 ml / kg de peso corporal, la
pirexia se desarrollé después de 10 h de inyeccién de levadura de cerveza.
Como resultados se obtuvo que el extracto etandlico de las hojas de M.
oleifera mostrd actividad antipirética significativa (P <0.05) en 100, 200 y 400
mg/kg*4.

Jayabharathi M., Chitra M. (2011) analizaron la actividad antiinflamatoria,
analgésica y antipirética del extracto etandlico de las flores de Moringa
concanensis. Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria, se aplicé el
modelo de edema subplantar, la dosis usada del extracto de Moringa
concanensis fue de 200 mg/kg de peso. La actividad antipirética se evalud,
administrando levadura de cerveza para inducir a la pirexia a las ratas, luego
se le midi6 la temperatura rectal a las 18h; mientras que la actividad
analgésica se determin6 mediante un estimulo nocivo térmico. Se concluy6
que la dosis de 200 mg/kg de peso, del extracto de Moringa concanensis
exhibié  significativamente actividad antiinflamatoria, analgésica vy

antipirética*®.

Sutar N., et al. (2008) demostraron, por el método de Hot Plate e inmersion
de cola, que de un grupo de extractos que abarca: etil acetato, dietil éter,
alcohol, éter de petréleo y n-Butanol; solo el extracto alcohdlico de semillas
de Moringa oleiferaLam., administradas a ratas albinas Wistar machos, posee
actividad analgésica comparable a la del farmaco estandar (aspirina) a la
dosis de 25 mg / kg de peso corporal.

Hukkeri V., et al. (2006) confirmaron que los extractos etandlicos y de acetato
de etilo de las semillas de Moringa oelifera mostraron una actividad antipirética
significativa en ratas, mientras que el extracto de acetato de etilo de hojas
secas mostré una importante actividad de curacién de heridas (10% de
extractos en forma de unglento) en modelos de heridas por escision, incision

y espacio muerto (granuloma) en ratas’.
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ll. HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1. Hipétesis

El extracto hidroalcohélico de semillas de Moringa oleifera Lam. tiene efecto

antipirético, analgésico y antiinflamatorio in vivo en ratas Holtzman.

3.2. Variables

3.2.1. Variable Independiente
- Extracto hidroalcohélico de semillas de Moringa oleifera Lam.

3.2.2. Variable Dependiente
- Efecto antipirético en ratas Holtzman posterior a la administracion del
extracto hidroalcohdlico de semillas de Moringa oleifera Lam.
- Efecto analgésico en ratas Holtzman posterior a la administracion del
extracto hidroalcohdlico de semillas de Moringa oleifera Lam.
- Efecto antiinflamatorio en ratas Holtzman posterior a la administracién

del extracto hidroalcohdlico de semillas de Moringa oleifera Lam.
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3.3. Operacionalizacion de variables

Tabla 3. Descripcién de la operacionalizacion de variables

- : UNIDAD DE
VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADORES NATURALEZA MEDIDA
V.. + Producto obtenido de la + Son extractos liquidos concentrados » Hendimiento del * Peso de las semillas
Extracto extraccion por maceracion obtenidos de las plantas y solventes extracto trituradas de Monnga
hidroalcohdlico de de las semillas de Moringa como agua y alcohol. hidrealcohdlico de oleifera Lam. y peso del N
. . ; . Cuantitativa Gramos
las semillas de oleifera Lam. las semillas de extracto seco de Moringa
Moringa oleifera Moringa oleifera oleifara Lam.
Lam. Lam.
+ Es capacidad para + La administracion por via IP de s Cambio en la + FElevacion mayora 1.5°C
disminucion del valor de la suspension de levadura de cerveza que temperatura con respecto a la
temperatura corporal. provocara la pirexia (aumento de corporal temperatura basal y
v.D. temperatura), el cual sera medida por cambios de |a temperatura _ Temperatura
L . . Cuantitativa .
Actividad un termémetro rectal, y luego se postratamiento (T
antipirética administraran los extractos para
realizar las mediciones y calcular los
cambios en la temperatura.
+ Esla capacidad de » El estimulo térmico, a través de una « Cambio en el « Tiempo basal y tiempo
disminucién o pérdida de placa caliente, produce efecto doloroso tiempo de postratamiento en el que
Actividad dolor. al mloFar al animal sob.re.la pla!ca_ res!::uesta al se prese.nla cambios Cuantitativa Segundos
analgésica Posterior a ello, s& administraran los estimulo como brincos y (s)
extractos y se realizara las mediciones nociceptivo levantamienta yfo lamido
para observar los cambios. de las patas.
» Eslacapacidad de » La administracion de A-carragenina en » Cambio en el » Volumen basal y
disminucion o pérdida de la la zona subplantar produce efecto volumen de la postratamiento de Volumen de
. inflamacién. inflamatorio. La medicién se realiza con pata por el volumen de edema edema post
Actividad _— . L e .
- ) el pletismometro digital, la expresidn edema Cuantitativa tratamiento
antiinflamatoria . .
del edema es la diferencia entre &l (mL})

incremento del volumen de la pata con
respecto al inicio.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Area de estudio

La investigacion se llevé a cabo en la Facultad de Farmacia y Bioquimica de

la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

4.2. Diseno de investigacion

La presente investigacion es de tipo experimental, prospectivo y transversal.

4.3. Poblacion y muestra

La poblacién estuvo definida por ratas macho Holtzman de 150 a 280 g de
peso corporal, los cuales fueron adquiridos del bioterio del Instituto Nacional
de Salud.

La muestra estuvo conformada por 6 ratas por cada grupo de experimentacion

para cada efecto terapéutico a evaluar.

4.4. Metodologia

4.4.1. Recoleccion de la planta
Las semillas de Moringa oleifera Lam., fueron recolectadas en la provincia
de Bagua Grande del departamento de Amazonas, en el mes de marzo del
2020. Se identificé taxonémicamente por un botanico especializado (Anexo

1).
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Figura 12. Semillas de Moringa oleifera Lam.

4.4.2. Preparacion del extracto hidroalcohdlico

Las semillas fueron limpiadas de residuos de polvo y se descascararon de
manera manual. Una vez obtenida la muestra, se realizd la molienda con un
mortero y pilon hasta obtener un polvo granuloso uniforme, y se pesé la
cantidad de muestra obtenida.

Se pesd 200 g del material vegetal pulverizado, y se coloc6é cantidades
iguales (100 g) en dos frascos ambar de capacidad de 4 L, a cada frasco se
adicion6 630 mL de etanol al 96% mas agua destilada 270 mL. Se maceré
durante una semana con agitacion diaria, vigorosamente por 10 min dos

veces al dia.

Posteriormente, se filtr6 el macerado con papel filtro y el extracto obtenido
se depositd en placas Petri de 20 cm de diametro, debidamente rotuladas,
para luego evaporar el solvente en la estufa con extractor a una temperatura
de 37 °C por 24 horas, obteniéndose un extracto seco.

Finalmente, se pesoé el extracto seco obtenido y se procedié a colocarlo en
un envase de plastico opaco debidamente rotulado a temperatura ambiente
(25°C).
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4.4.3. Marcha fitoquimica

Se determiné cualitativamente la presencia de metabolitos en el CENTRO
DE CONTROL ANALITICO — CCA de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Se uso 10 g de extracto hidroalcohélico seco de Moringa oleifera Lam. del

cual se realizaron las siguientes reacciones:

Tabla 4. Marcha Fitoquimica del extracto hidroalcohélico de Moringa

oleifera Lam.

Metabolito

Ensayo

Antocianinas

Alcaloides

Lactonas

Flavonoides
Aminoacidos
Cardendlidos
Esteroides

Saponinas
Taninos

Triterpenos

Azlcares reductores

Fenoles

Prueba cualitativa
Reaccion de Dragendorff
Reaccion de Mayer
Reaccion de Wagner

Reaccion de Baljet

Reaccion de Shinoda

Reaccion de Ninhidrina

Reaccion de Kedde

Reaccion de Liebermann Burchard

Reaccion de espuma
Reaccion de cloruro férnco

Reaccion de Liebermann Burchard

Reaccion de Fehling

Reaccion de cloruro férnco

4.4.4. Determinacion del efecto antipirético del extracto hidroalcohdlico de

Moringa oleifera Lam.

Los ensayos fueron realizados en el laboratorio de Farmacologia de la

Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos.
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Se indujo a fiebre por el método quimico de inoculacién, el cual consiste en
la administracion por via subcutanea de una suspension de levadura de
cerveza al 15%.

Para ello se usaron 6 ratas albinas machos, de la raza Holtzman, por cada
grupo de experimentacion, procedentes del Instituto Nacional de Salud, con
un peso corporal que oscila entre 169 hasta 273 g, con aclimatacion por un
rango de tiempo no menor de 7 dias y sometidas a ayuno 24 horas antes de

la prueba.

Tabla 5. Dosis de las sustancias administradas a cada grupo de

experimentacién para el efecto antipirético.

Grupo Sustancias administradas

G1 Control negativo: solucion salina 10 mL/Kg

G2 Control positivo: Paracetamol (PANADOL®) 100 mg/Kg
G3 Extracto de Moringa oleifera Lam. 25 mg/Kg

G4 Extracto de Moringa oleifera Lam. 100 mg/Kg

G5 Extracto de Moringa oleifera Lam. 400 mg/Kg

Preparacion de la muestra experimental: Se pes6 125 mg, 500 mg y 2000
mg de extracto seco, luego se llevaron a 3 fiolas de 50 mL y cada fiola se
aforé con agua destilada para la preparacién de las soluciones con las
siguientes concentraciones: 0.0025 g/mL, 0.01 g/mL y 0.04 g/mL

respectivamente.

Preparacion del patrén: se trabajé con tabletas de 500 mg de paracetamol
(PANADOL®). Se tomé dos tabletas de PANADOL®, luego se trituraron con
un mortero y pildén, se tomo un peso de 500 mg y se llevd a una fiola de 50
mL aforando con agua destilada.
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Procedimiento:

Previamente a la realizacién de la prueba, las ratas experimentaron una
medicidén de temperatura basal, para lo cual se empled un termémetro rectal.
Posteriormente se administré 10 mL/Kg de peso corporal de una suspension
al 15% de levadura de cerveza en solucidn salina fisiol6gica. Después de
cuatro horas y evidenciada la elevacién de 1.5 °C respecto a la temperatura
basal, se administrd por via orogéastrica a cada grupo las dosis descritas a

continuacion:

Tabla 6. Volumenes administrados a cada grupo experimental para el
efecto antipirético.

Grupo Sustancia administrada Volumen administrado

G1  Solucion salina 10 mL/Kg Entre 1.89 mL a 2.65 mL

G2 Paracetamol (PANADOL®) 100 mgikg e 1.81mbLa2.42mlL

o3 Extracto de Moringa oleifera Lam. Entre 2.37 mL a 2.89 mL
25 mg/Kg

- Extracto de Moringa oleifera Lam. Entre 1.96 mL a 2.39 mL
100 mag/Kg

s Extracto de Moringa oleifera Lam. Entre 1.79 mL a 2.47 mL
400 mg/Kg

Luego se midi6 la temperatura rectal a las 1,23 y 4 horas post
administracion.

Analisis estadistico: Los resultados se analizaron empleando el programa
SPSS 25, donde se utilizaron los promedios de las temperaturas para cada
grupo, a los tiempos: 1, 2, 3 y 4 horas postratamiento. La prueba paramétrica
utiizada fue ANOVA, al 95% (p<0.05). Luego de hallar diferencias
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4.45.

significativas, se procedié a realizar la prueba de Tukey para determinar
cudles son los grupos en los que existe diferencia estadisticamente
significativa.
Hipétesis:
Ho: Los valores promedios de las temperaturas de los grupos son iguales
Hi: Por lo menos uno de los promedios de las temperaturas de los grupos
es diferente.

Si:

p<0.05: Se rechaza la Ho

p>0.05: No se rechaza la Ho

Determinacion del efecto analgésico del extracto hidroalcohdlico de
Moringa oleifera Lam.

Los ensayos fueron realizados en el laboratorio de Farmacologia de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos. El método usado fue Hot Plate, el cual consiste en obtener una
respuesta a un estimulo nociceptivo de naturaleza térmica, al colocar al
animal sobre una placa caliente a 55 + 0.5°C y se mide el tiempo en el que
se observa una respuesta de sensibilidad caracterizada por el lamido de las
patas, el salto o 3 elevaciones*.

Para ello se usaron 6 ratas albinas machos por cada grupo de
experimentacién, de la cepa Holtzman, procedentes del Instituto Nacional de
Salud, con un peso entre 150 a 203 g, aclimatadas por un periodo no menor

de 7 dias y sometidas a ayuno 24 horas antes de la prueba.
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Tabla 7. Dosis de las sustancias administradas a cada grupo de

experimentacion para el efecto analgésico.

Grupo Sustancias administradas

G1 Control negativo: solucion salina 10 mL/Kg

G2 Control positivo: Tramadol (Tramal®) 20 mg/Kg
G3 Extracto de Moringa oleifera Lam. 25 mg/Kg
G4 Extracto de Moringa oleifera Lam. 100 mg/Kg

G5 Extracto de Moringa oleifera Lam. 400 mg/Kg

Preparacion de la muestra experimental: Se pes6 125 mg, 500 mg y 2000
mg de extracto seco, luego se llevaron a 3 fiolas de 50 mL y cada fiola se
aforé con agua destilada para la preparacion de las soluciones con las
siguientes concentraciones: 0.0025 ¢g/mL, 0.01 g/mL y 0.04 g/mL

respectivamente.

Preparacion del patron: se trabajé con tramadol (TRAMAL®) ampolla de 50
mg/mL. Se tomé 2 mL de la ampolla de TRAMAL® y se llevé a una fiola de

50 mL aforando con agua destilada.

Procedimiento:

Antes de llevar a cabo la experiencia, se determin6 el periodo de latencia
para determinar el umbral doloroso basal de cada rata en el Hot Plate LE
7406 Panlab, antes de la administracidén del tratamiento; se excluyeron a las
ratas con latencias basales menor a 6 segundos o mayores a 15 segundos.
Posterior a esto, se realiz6 la administracion del tratamiento por via
orogastrica:

44



Tabla 8. Volumenes administrados a cada grupo experimental del efecto

analgeésico.

Grupo Sustancia administrada Volumen administrado
G1  Solucion salina 10 mL/Kg Entre 1.6 mLa 2.0 mL
G2 Tramadol (TRAMAL®) 20 mg/Kg Entre 1.5 mL a 2.0 mL

Extracto de Moringa oleifera Lam. Entre 16 mL a2.0mL
&3 25 mg/Kg

Extracto de Moringa oleifera Lam. Entre 1.7 mL a 2.0 mL
c4 100 mg/Kg

Extracto de Moringa oleifera Lam. Entre 1.7 mL a 2.0 mL
o 400 ma/Kg

Se realiz6 las mediciones en el Hot Plate LE 7406 Panlab a los 30, 60, 120
y 180 minutos postratamiento.
El porcentaje de analgesia es determinado mediante la siguiente férmula“®:

% Analgesia = [(LP — LB)/ (TC — LB) x 100]

LP = Latencia postratamiento
LB = Latencia basal

TC = tiempo de corte

Analisis estadistico: Los resultados se analizaron empleando el programa
SPSS 25, donde se utilizaron los promedios de los porcentajes de analgesia
para cada grupo, a los tiempos: 30, 60, 120 y 180 minutos postratamiento.
La prueba paramétrica utilizada fue ANOVA, al 95% (p<0.05). Luego de
hallar diferencias significativas, se procedié a realizar la prueba de Tukey
para determinar cuales son los grupos en los que existe diferencia

estadisticamente significativa.
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4.4.6.

Hipdtesis:
Ho: Los valores promedios de los porcentajes de analgesia de los grupos son
iguales
H1: Por lo menos uno de los promedios de los porcentajes de analgesia de
los grupos es diferente.

Si:

p<0.05: Se rechaza la Ho

p>0.05: No se rechaza la Ho

Determinacion del efecto antiinflamatorio del extracto hidroalcohdlico

de Moringa oleifera Lam.

Los ensayos fueron realizados en el laboratorio de Farmacologia de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos.

Se determind el efecto antiinflamatorio mediante el método del edema de
pata inducido por A-carragenina. Para ello se usaron 6 ratas albinas machos
por cada grupo de experimentacién, de la cepa Holtzman, procedentes del
Instituto Nacional de Salud, con un peso corporal que oscila entre 235 hasta
283 g, aclimatadas por un rango de tiempo no menor de 7 dias y sometidas
a ayuno 24 horas antes de la prueba.

Tabla 9. Dosis de las sustancias administradas a cada grupo de

experimentacion para el efecto antiinflamatorio.

Grupo Sustancias administradas

1 Control negativo: solucion salina 10 mL/Kg

G2 Control positivo: Diclofenaco (Voltaren®) 10 mg/Kg
G3 Control positivo: Diclofenaco (Voltaren®) 25 mg/Kg
G4 Extracto de Moringa oleifera Lam. 25 mg/Kg

Go Extracto de Moringa oleifera Lam. 100 mg/Kg

G6 Extracto de Moringa oleifera Lam. 400 mg/Kg
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Preparacion de la muestra experimental: Se pes6 125 mg, 500 mg y 2000
mg de extracto seco, luego se llevaron a 3 fiolas de 50 mL y cada fiola se
aforé con agua destilada para la preparacion de las soluciones con las
siguientes concentraciones: 0.0025 ¢g/mL, 0.01 g/mL y 0.04 g/mL

respectivamente.

Preparacion del patréon: se trabajé con diclofenaco (VOLTAREN®) ampolla
de 75 mg /3mL.

Para la obtencién de 1 mg/mL, se tom6 2 mL de la ampolla de VOLTAREN®
y se llevd a una fiola de 50 mL aforando con agua destilada.

Para la obtencién de 2.5 mg/mL, se tomé 5 mL de la ampolla de VOLTAREN®

y se llevo a una fiola de 50 mL aforando con agua destilada.

Procedimiento:
Se realiz6 la medicién del volumen basal de la pata posterior derecha a cada
rata y se procedi6é a administrar las dosis de tratamiento:

Tabla 10. Volumenes administrados a cada grupo experimental del efecto

antiinflamatorio.

Grupo Sustancia administrada Volumen administrado
G1  Solucién salina 10 mL/Kg Entre 2.5 mL a 2.7 mL
G2  Diclofenaco (Voltaren®) 10 mg/Kg Entre 2.4 mL a2.8 mL

G3 Diclofenaco (Voltaren®) 25 mg/Kg Entre 2.4 mL a 2.8 mL

Extracto de Moringa oleifera Lam. Entre24mLaZ2.7mL
el 25 mg/Kg

Extracto de Moringa oleifera Lam. Entre 25 mL a2 7 mL
G5 100 mg/Kg

Extracto de Moringa oleifera Lam. Entre 25 mL a 2.7 mL
6 400 mg/Kg

47



Después de 1 hora se procedié a administrar 0.1 mL de A-carragenina 1%
en la zona subplantar de la pata trasera derecha del animal en todos los
grupos.

Se realiz6 las mediciones con el pletismdémetro digital PANLAB LE7500 a las
1,2, 3, 4, 5y 6 horas después de la administraciéon de A-carragenina.

La expresion del edema es la diferencia entre el incremento del volumen de
la pata con respecto al volumen basal. La actividad antiinflamatoria se
calcula en relacién con el % de inhibicion de edema mediante la siguiente

formula:

% inhibicion de edema = [(VEC — VEP)/VEC x 100]

VEC = volumen de edema control
VEP = volumen de edema postratamiento

Analisis estadistico: Los resultados se analizaron empleando el programa
SPSS 25, donde se utilizaron los promedios de los porcentajes de inhibicion
de edema para cada grupo, a los tiempos: 60, 120, 180, 240, 300 y 360
minutos postratamiento. La prueba paramétrica utilizada fue ANOVA, al 95%
(p<0.05). Luego de hallar diferencias significativas, se procedio a realizar la
prueba de Tukey para determinar cudles son los grupos en los que existe
diferencia estadisticamente significativa.
Hipdtesis:
Ho: Los valores promedios de los porcentajes de inhibicién de edema de los
grupos son iguales.
Hi: Por lo menos uno de los promedios de los porcentajes de inhibicion de
edema de los grupos es diferente.

Si:

p<0.05: Se rechaza la Ho

p>0.05: No se rechaza la Ho
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4.4.7. Determinacion de la toxicidad aguda oral DL50

El ensayo se realizd en el laboratorio de Farmacologia de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
La evaluacion de la toxicidad aguda oral del extracto hidroalcohdlico de las
semillas de Moringa oleifera Lam. se llevo a cabo por el método indicado en
la guia OECD Guidelines for the Testing of Chemicals 423.

Se emplearon 3 ratas hembra y 3 ratas macho de la cepa Holtzman,
procedentes del Instituto Nacional de Salud, con un peso entre 178 a 272 g,
aclimatadas por un periodo no menor a 7 dias y sometidas a ayuno 12 horas
antes de la evaluacion sin privacion de agua.

Se administré la dosis de 2000 mg/Kg de peso a cada animal y fueron
observados individualmente después de la administraciéon de la dosis,
durante los primeros 30 minutos, después cada 30 minutos durante las
primeras 4 horas, luego cada hora hasta las primeras 12 horas,
posteriormente, a las 24 horas y después cada 24 horas por 14 dias.

La administracidén de alimentos fue 4 horas después de la administracion de
la dosis.

Los signos observados durante la prueba fueron evaluados en el test de

Irwin.
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V. RESULTADOS

5.1.

Rendimiento del extracto hidroalcoholico

El rendimiento conseguido a partir de 200 gramos de muestra fue de 12 gramos de
extracto seco, obteniéndose un rendimiento del 6 %.

5.2. Analisis fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de Moringa oleifera
Lam.

Tabla 11. Marcha Fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de Moringa

oleifera Lam.

Metabolito Ensayo Resultado
Antocianinas Prueba cualitativa -
Reaccion de Dragendorff ++
Alcaloides Reaccion de Mayer *
Reaccion de Wagner A
Lactonas Reaccion de Baljet +
Flavonoides Reaccion de Shinoda -
Aminoacidos Reaccion de Ninhidrina ++
Cardendlidos Reaccion de Kedde -
Esteroides Reaccion de Liebermann +++
Burchard
Saponinas Reaccion de espuma -
Taninos Reaccion de cloruro férrico ++
Triternenos Reaccion de Liebermann +++
P Burchard
Azlcares . . ++
reductores Reaccion de Fehling
Fenoles Reaccion de cloruro férrico M

Presencia del metabolito:

(+): reaccion poco evidente

++): reaccion evidente
+

(
(+++): reaccion muy evidente
(

-): No hubo reaccién
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En esta tabla, se describe los resultados de la marcha fitoquimica, donde se
observa presencia muy evidente de los siguientes metabolitos: esteroides y
triterpenos; y reaccién evidente de los siguientes metabolitos: alcaloides,

aminodcidos, taninos, azucares reductores y fenoles (Anexo 3).

5.3. Determinacion del efecto antipirético del extracto hidroalcohdlico de
Moringa oleifera Lam.

Tabla 12. Valores promedio de las temperaturas (°C) de los tratamientos en el

tiempo.
AN _IE_II;T:ET_IC_: co :’;Iilr':;ifig Paracetamol Extracto 25 Extracto Extracto
mLIKg 100 mg/Kg mg/Kg 100 mg/Kg 400 mg/Kg
Basal
Promedio 3543 35,28 3548 36,08 36,32
Desviacion estandar (+) 0,66 0,95 1,39 0,52 0,96
4 horas posterior a administracion de levadura
Promedio 37,40 37 5T 3713 3757 37,60
Desviacion estandar (+) 0,83 0,33 0,52 0,24 0,24
1 hora postratamiento
Promedio 37,87 37,20 37,20 37,50 37,38
Desviacion estandar (+) 0,73 0,71 0,33 0,23 0,42
2 horas postratamiento
Promedio 37,97 37,05 37,35 37,37 37,32
Desviacion estandar (+) 0,43 0,62 0,27 0,26 0,29
3 horas postratamiento
Promedio 37,95 37,38 37,55 3745 37,30
Desviacion estandar (+) 0,12 017 0,27 0,23 0,25
4 horas postratamiento
Promedio 37,97 3742 37,62 37,37 37,32
Desviacion estandar (+) 0,23 0,42 0,30 0,13 0,25

Para este caso se estableci6 que:
Ho: Los valores promedio de la temperatura de todos los grupos son iguales.

H1: Por lo menos uno de los promedios de la temperatura de los grupos es diferente.
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Del analisis ANOVA se evidencia que a los tiempos 2, 3 y 4 horas postratamiento,
los promedios evidenciaron diferencias significativas, por ello, se rechaza la Hoy se
acepta la Hi. A estos tiempos, se les realizé la Prueba de Tukey (95%).

A los tiempos 4 horas post levadura y 1 hora postratamiento, los promedios no
evidenciaron diferencias significativas, por lo que se asume que las variaciones de

los promedios de temperatura son estadisticamente iguales.

5.4. Determinacion del efecto analgésico del extracto hidroalcohdlico de
Moringa oleifera Lam.

Tabla 13. Valores promedios del tiempo de reaccion al dolor (segundos) de los

grupos.

: Solucion Tramadol  Extracto 25 Extracto Extracto
EFECTO ANALGESICO Sf::ﬂi‘(;“ 20mg/Kg  mg/Kg  100mg/Kg 400 ma/Kg
Basal
Promedio 6,70 7.07 7.45 6,81 6,52
Desviacidn estandar (1) 0,47 1,00 0,44 0,19 0,42
30 minutos
Promedio 5,62 8,30 6,46 6,61 77
Desviacion estandar (£) 1,00 1,54 0,75 0,75 0,90
60 minutos
Promedio 5,26 8,30 719 7.42 7.57
Desviacidn estandar (1) 1,74 1,06 0,74 0,93 1,24
120 minutos
Promedio 6,25 6,92 7.02 6,85 6,55
Desviacion estandar (1) 057 1,09 0,33 0,39 0,58
180 minutos
Promedio b,83 6,38 6,54 7.24 6,28
Desviacidn estandar (1) 0,44 0,87 0,53 0,44 1.07
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Tabla 14. Valores promedios de los porcentajes (%) de analgesia de los grupos.

FECTOANALGESICO  Sanaf) | [om Ewmeex  Bwws b
30 minutos

Promedio -4.76 5,30 -4 42 -0.86 270
Desviacion Estandar () 6,02 6,42 4.00 3.46 525
60 minutos

Promedio 6,33 516 -1.18 262 451
Desviacion Estandar () 8,90 729 343 452 485
120 minutos

Promedio -1,98 -0.88 -1.93 016 013
Desviacion Estandar () 3.44 7.60 273 3.80 268
180 minutos

Promedio -3.55 -3.24 -4.07 1,84 -0.99
Desviacion Estandar () 216 734 257 1,67 3,98

Se establecio lo siguiente:
Ho: Los valores promedio de los porcentajes de analgesia de los grupos son iguales.

H1: Por lo menos uno de los promedios de los porcentajes de analgesia de los

grupos es diferente.

Del analisis ANOVA se evidencia que, para los tiempos 30 minutos y 60 minutos,
los promedios de los porcentajes de analgesia evidenciaron diferencias
significativas; por ello, se rechaza la Ho y se acepta la Hi. A estos tiempos, se les
realiz6 la Prueba de Tukey (95%), con el objetivo que, a través de las
comparaciones multiples, se determine que grupos, estadisticamente, difieren entre

Si.

A los tiempos 120 y 180 minutos, los promedios de los porcentajes de analgesia no
evidenciaron diferencias significativas, por lo que se asume que las variaciones de

los promedios de los porcentajes de analgesia son estadisticamente iguales.
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Promedio del tiempo de reaccién al dolor
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Promedio de tiempo de reaccion al dolor vs Tiempo

Basal

30 MINUTOS 60 MINUTOS 120 MINUTOS 180 MINUTOS

Tiempo

=== Suero fisioldgico
=== Tramadol 20 mgfkyg
=== Extracto 25 mg/Kg
=== Extracto 100 mg/kyg
Extracto 400 mg/kg

Figura 13. Promedios de tiempo de reaccién al dolor vs tiempo
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5.5. Determinacion del efecto antiinflamatorio del extracto hidroalcohoélico

de Moringa oleifera Lam.

Tabla 15. Valores promedios del volumen (mL) de los grupos.

EFECTO ::I.:?:E Diclofenaco  Diclofenaco  Extracto 25 Extracts  Extracto 400
ANTIINFLAMATORIO mLiKg 10 mgiKg 25 mpgiKg mgiKg 100 mg/Kg mgiKg
Basgal

Promedio 1,43 138 128 137 141 1.47
Desviacion estandar (£) 0,06 0,08 0,12 0,10 0,09 0,08
60 minutos

Promedia 1,74 1,66 1.45 158 151 1,54
Desviacion estandar () 0,14 0,06 0,10 0,13 0,07 0,10
120 minutos

Promedio 1,65 1,49 1,45 1,45 1 47 1,49
Desviacion estandar (¥) 0,15 0,06 0,06 0,13 0,08 0.07
180 minutos

Promedio 176 1,48 1.50 1.45 1,58 1,55
Desviacion estandar (¥) 0,16 0,09 0,05 0,08 011 0.06
240 minutos

Promedio 1,71 1,52 155 1,55 163 1,66
Desviacion estandar (£) 0,19 0,08 0,06 0,13 0,07 0,11
300 minutos

Promedia 177 1.47 1,52 157 162 1,60
Desviacion estandar () 0,15 0,10 0,06 0,13 0,06 0,08
360 minutos

Promedio 1,75 1,52 1,50 1,60 1,63 1,57
Desviacion estandar (£) 011 0,06 0,08 0.10 0,06 0,05
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Tabla 16. Valores promedios de los porcentajes de inhibicion de edema de los
grupos.

EFECTO Solucion o0 Diclof Extract Extract Extracto
AH'I‘"NFLAMATDRID zalina 10 IcloTenac IcloTenac Xiracio xiracto xtrac

o10mg/Kg o25mg/Kg 25mg/Kg 100 mg/Kg 400 mg'Kg

mL/Kg

G0 minutos

Promedio 22,25 4,60 16,19 9,29 13,51 13,03
Desviacion estandar (£) 13,81 3,71 6,01 7,36 411 5,83
120 minutos

Promedio -15,09 9,60 12,33 12,32 10,91 §9.59
Desviacion estandar (+) &12 3.50 3,71 7,58 477 4,36
180 minutos

Promedio -22 30 15,91 14,58 17,33 10,13 11,93
Desviacion estandar (x) 3,59 5.12 2.84 470 6,34 3,35
240 minutos

Promedio -19,79 11,02 5,45 916 478 273
Desviacion estandar (+) 9,80 4 64 3.40 7,51 404 6,34
300 minutos

Promedio -23,48 16,56 14,03 11,49 5,38 9,70
Desviacion estandar (+) 7,60 5.40 3,34 721 3,38 437
360 minutos

Promedio -22 16 13,43 14,10 576 676 10,29
Desviacion estandar (+) 5,26 348 450 5,45 3,67 2,60

Se establecio lo siguiente:

Ho: Los valores promedio de los porcentajes de inhibicion de edema de los grupos

son iguales.

Hi: Por lo menos uno de los promedios de los porcentajes de inhibicion de edema
de los grupos es diferente.

Del analisis ANOVA se evidencia que los promedios de los porcentajes de inhibicion
de edema evidenciaron diferencias significativas en los tiempos; por ello, se
rechaza la Ho y se acepta la H1. A estos tiempos se les realizé la Prueba de Tukey
(95%) para poder determinar cuales son los grupos que, estadisticamente, difieren

entre si.
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Promedio de las variaciones de volumen {mL)
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Figura 14. Promedios de las variaciones de porcentaje de volumen vs Tiempo.
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5.6. Toxicidad aguda oral DL50

Tabla 17. Resumen del Test de Irwin*

TIEMFD
Actividad 30 1h 2h sh 4h sh 6h Fh & oh 10h 11h 12h  1d 2d 3d ad s5d sd 7 ad 9d 1id  12d  13d  1ad
min
Actividad espn::-nﬁfnea 2 2 o 1 1 1 1 1 2 2 3 VN VN VN WMOWN WMOWN WM OWN WM VN VN VN WH WM
GEroDming 3 1 1 1 1 i WM OWN VN WM WHN VN VN VN WM OWN WM OWN YN WM YN VN VN VN WH WM
Rik  actividad motors 2 z 2 2 z 3 3 3 WHOWH VN VN WH VHOWM WM WM WM WM WM WM WN WK WK W ]
Analgesia VN 2 2 1 WN WM OWN WM WM WM WN VN WH VHOWM WM WM WM WM WM WM WM WH WH Wi WH
Respuesta al dolor WM 2 2 1 WHNOWVN O WN VN VN WM WHN VN VN VN WMOWN WMOWN WM OWN WM VN VN VN WH WM
Actividad Espl}nﬁn-&a 1 2 1 1 1 a 1 1 F 3 WHN VN VN VN WM OWN WM OWN YN WM YN VN VN VN WH WM
GEroDming F VN WH 1 1 VM OWN  WN VN WM WHN VN VN VN WM OWN WM OWN YN WM YN VN VN VN WH WM
RZM  Actividad motora 3 2 1 [4] 1 i 1 1 F F 3 VN VN VN WM OWN WM OWN YN WM YN VN VN VN WH WM
analgesia 1 1 3 3OWN VN OWN WM WM YN WN VN WH VHOWM WM WM WM WM WM WM WN WK WK W ]
Respuesta al dolor 5 3 1 1 WN WM OWN O WM WM WN WN VN WH VHOWM WM WM WM WM WM WM WN WK WK W ]
actividad espontanza 3 1 0 2 1 1 1 2 H VM OWH VN WH VHOWM WM WM WM WM WM WM WM WH WH Wi WH
Grooming VN VM 1 1 1 WM WM WM WM WM WN VN WH VHOWM WM WM WM WM WM WM WM WH WH Wi WH
R3Mm  Actividad motora 3 2 1 2 1 2 1 2 3 WM WHN VN VN VN WMOWN WMOWN WM OWN WM VN VN VN WH WM
Analgesia WM 1 1 2 3 2 WHMOWN VN WM WHN VN VN VN WMOWN WMOWN WM OWN WM VN VN VN WH WM
Respuesta al dolor WM 3 3 2 1 2 WHMOWN VN WM WHN VN VN VN WMOWN WMOWN WM OWN WM VN VN VN WH WM
Actividad Espl}nﬁn-&a F 1 a 1 1 i 2 1 F F 3 VN VN VN WM OWN WM OWN YN WM YN VN VN VN WH WM
Erooming 5 VM 1 1 WN WM OWN O WM WM WN WN VN WH VHOWM WM WM WM WM WM WM WN WK WK W ]
RiH  Actividad motora 2 3 1 1 1 1 z i 3 WM OWH VN WH VHOWM WM WM WM WM WM WM WN WK WK W ]
analgesia W 1 1 3 3 VMOWN VK WN VW WH VN WH VHOWM WM WM WM WM WM WM WN WK WK W ]
Respuesta al dolor W 3 3 1 1 WM WM WM OWN YN VN VN WH VHOWM WM WM WM WM WM WM WN WK WK W ]
actividad espontanza 2 2 0 1 1 1 1 1 2 VM OWH VN WH VHOWM WM WM WM WM WM WM WM WH WH Wi WH
Grooming 4 VM WK 1 WN WM OWN WM WM WM WN VN WH VHOWM WM WM WM WM WM WM WM WH WH Wi WH
R2H  Actividad motora 2 2 1 2 1 1 1 2 2 2 3 VN WH VHOWM WM WM WM WM WM WM WM WH WH Wi WH
Analgesia WM 2 2 2 1 VM OWN WN VN WM WHN VN VN VN WMOWN WMOWN WM OWN WM VN VN VN WH WM
Respuesta al dolor WM 2 2 2 3 VM OWN WN VN WM WHN VN VN VN WMOWN WMOWN WM OWN WM VN VN VN WH WM
Actividad Espl}nﬁn-&a F 2 a 1 2 i 1 1 F F Z 3 VN VN WM OWN WM OWN YN WM YN VN VN VN WH WM
GEroDming 4 1 WH VHOWN O WN OWN VN VN WM WHN VN VN VN WM OWN WM OWN YN WM YN VN VN VN WH WM
R3H  actividad motora 2 1 2 2 z 2z z i 3 3 W VN WH VHOWM WM WM WM WM WM WM WN WK WK W ]
analgesia W 1 1 2 z 1 WN WM OWN YN VN VN WH VHOWM WM WM WM WM WM WM WN WK WK W ]
Respuesta al dolor W 3 3 2 z 3OWN VN VN YN VN VN WH VHOWM WM WM WM WM WM WM WN WK WK W ]

Escals numerica del 0 al 8. WM [valores Mormales). Actividad espontanea, VN 4; grooming, WM: O; actividad motora, VM- 4; analgesia, VM: O; respuesta al dolor, VI: £.

*£e reportan solo los resultados evidenciodos en el comportamiento y funcidn fisiologica segun el test de frwin.
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VI.

DISCUSION

Las hojas, corteza, semillas y raices de la especie Moringa oleifera Lam. son
empleadas tradicionalmente por la poblacion de Bagua para multiples
propésitos medicinales, especialmente como antiinflamatorio, sin embargo, no
se cuenta con suficiente informacién cientifica que respalde dicho efecto
antiinflamatorio, analgésico y antipirético que se les atribuye a las semillas de
Moringa oleifera Lam. Por lo tanto, este estudio sirvi6 como soporte para
comprobar si las semillas de Moringa oleifera Lam. poseen los efectos

mencionados.

Los métodos de extraccion se basan en las solubilidades de los compuestos
que se encuentran en el material vegetal, por o que se decididé preparar un
extracto hidroalcohdlico de Moringa oleifera Lam. en la proporcién de 70:30
alcohol y agua, debido a que estudios anteriores demostraron que la extraccion
con agua y alcohol es generalmente mas eficaz para recuperar la mayoria de
los metabolitos secundarios de mediana y alta polaridad como también

resinas49-%0,

En la deteccion de metabolitos secundarios por medio de la marcha fitoquimica
del extracto hidroalcohdlico de Moringa oleiferalLam. (Tabla 11); se encontraron
alcaloides, fenoles, triterpenos, esteroides, taninos, entre otros; los cuales se
clasifican en: reaccién muy evidente y evidente, y de acuerdo a Lock®', con la
presencia de estos metabolitos secundarios en el extracto , se esperaria que
éste extracto tuviese actividad antiinflamatoria, antinociceptiva, antitumoral o
antimicrobiana®*3. Resultados similares encontré6 Garcia F.%2; demostrando
por HPTLC la presencia de compuestos en mayor cantidad de tipo saponina,
terpenoides, ésteres y compuestos lipofilicos, y en menor cantidad fenoles y
flavonoles de los extractos acuosos y etandlicos de semillas de Moringa oleifera
Lam., mientras que el hidrato de rutina solo estuvo presente en los extractos
acuosos; relacionando estos compuestos con actividad antioxidante,

antiinflamatoria, antidiabética, antimicrobiana y antifungica.
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Asimismo, Dhakad et. al.'3, mostré los constituyentes fitoquimicos aislados de
diferentes partes de la planta Moringa oleifera Lam. siendo los glucosinolatos e
isotiocianatos, alcaloides y esteroles (niacimicina, B-sitosterol), flavonoides
(Quercetin-3-O-glucoside), saponinas y fenoles los constituyentes mas

predominantes en las semillas.

En la determinacién del efecto antipirético, mediante la induccién de pirexia por
levadura de cerveza, se observd que existe un marcado aumento de la
temperatura (mayor a 1.5 °C), en todos los grupos luego de 4 horas de la
administracion de la levadura de cerveza; sin embargo, en las posteriores
mediciones se pudo apreciar que las temperaturas siguieron en aumento a
pesar de que ya se habian administrado los extractos o el paracetamol, segun
correspondia. Dangarembizi et. al.>3, nos comenta que existe un marcado
incremento de la sintesis de citoquinas proinflamatorias, enzimas claves que
sintetizan prostaglandinas y factores de transcripcién inflamatorios, entre las 2
y 72 horas luego de la administracion subcutanea de levadura de cerveza y que
el pico de la fiebre se encontraria a las 8 horas después de la administracion
de la levadura de cerveza, en nuestro estudio esto correspondio a las 4 horas

postratamiento®+55.

El andlisis estadistico evidencio el efecto antipirético creciente del paracetamol
a las 1 y 2 horas postratamiento; por otro lado, los extractos también
evidenciaron efecto antipirético a las 3 horas postratamiento, para todas las
dosis del extracto (25 mg/Kg, 100 mg/Kg y 400 mg/Kg), y a las 4 horas para las
dosis de 100 mg/Kg y 400 mg/Kg. El efecto antipirético del paracetamol se daria
por el bloqueo de los pirbgenos en la region preodptica del hipotdlamo para la
formacion de la PGE2. Segun Bhattacharya et. al.>>%6, el efecto de los extractos
de Moringa oleifera Lam. podrian reducir la pirexia mediante la reduccion de la
concentracion de PGE2 en el hipotalamo, por interrupcién de los pasos que
conectan la inflamacién periférica con la produccion central de PGE2 o por
ambos mecanismos.
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En el estudio de Patel et.al., se observo que los componentes quimicos que
podrian estar involucrados en la actividad antipirética del extracto de Moringa
oleifera Lam. y que se observaron en los resultados de la marcha fitoquimica

serian los fenoles y taninos®’.

Los resultados de la experimentacion del ensayo del efecto analgésico del
extracto de Moringa oleifera, que se pueden apreciar en la Tabla 19, nos
indicaron que existen diferencias estadisticamente significativas a los 60
minutos postratamiento (p<0.05), por lo que se llevo a cabo la prueba de Tukey
y se determind que el extracto de 400 mg/Kg (4.51 %) y tramadol 20 mg/Kg
(5.16%) serian los grupos que poseen efecto analgésico. Si bien se evidencio
el efecto analgésico del extracto de Moringa oleifera Lam. de 400 mg/Kg a los
60 minutos, esto difiere con lo enunciado en la investigacion de Bhattacharya
A. et. al®®, en el cual determinaron el efecto analgésico con la dosis de 50, 100,
200 y 400 mg/Kg del extracto etandlico, utilizando el método del Hot Plate en
ratones albinos. Los resultados encontrados indican que se observa el efecto
analgésico desde los 30 minutos hasta los 120 minutos en todos los extractos
administrados y con un mayor efecto en la dosis 400 mg/Kg, mostrando el
segundo mayor efecto analgésico de todos los grupos, solo por debajo del
mostrado por el estandar (tramadol)*. Por otro lado, Sutar N. et al,
determinaron el efecto analgésico de la Moringa oleifera por el método de Hot
Plate, pero en este caso utilizaron las semillas, en distintos vehiculos: Alcohol,
éter, acetato de etilo, éter dietilico, n-Butanol, aspirina (estandar) y solucién
salina, y el tiempo de experimentacion solo se realizé hasta los 90 minutos
postratamiento. Los resultados mostraron que, de todos los grupos, el extracto
alcohdlico (30 mg/Kg) es el que mostré un mayor efecto analgésico, similar al
mostrado por el estandar de aspirina de dosis 25 mg/Kg durante todas las
mediciones hasta los 90 minutos*. Otro estudio, llevado a cabo por
Jayabharathi et. al.*®, en el que se utilizé Moringa concanensis (otra especie
del mismo género Moringa) a concentracion de 200 mg/Kg, mostré efecto
analgésico el cual puede estar relacionado con la prevencion de la sintesis de
prostaglandinas y con ello la mitigacién del dolor.
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El efecto analgésico del extracto de Moringa oleifera a los 60 minutos
postratamiento podria estar relacionado con los taninos y alcaloides, los cuales
fueron identificados en la marcha fitoquimica, conocidos por poseer efecto
analgésico. El mecanismo de accion por el cual se daria esta actividad estaria
relacionado con la inhibicidon de las prostaglandinas y la accién a nivel de
receptores centrales del dolor8.

El tercer efecto farmacoldgico determinado en el presente trabajo fue el efecto
antiinflamatorio del extracto de Moringa oleifera llevado a cabo por el método
de edema de pata inducido por A-carragenina®°-€°.

En la figura N° 13, todos los grupos evidenciaron un aumento en el volumen del
edema de la pata en la primera hora, mucho més evidente para el grupo con
solucién salina, respecto a los demas grupos. Este desarrollo del edema es
provocado por varios mediadores que actuan en secuencia para producir la
respuesta inflamatoria. Entre estos mediadores tenemos a la histamina,
serotonina y bradicinina en la fase temprana de inflamacion por A-carragenina;
por otro lado, la segunda fase de la inflamacion estaria mediada por las
prostaglandinas, otro mediador importante esta relacionado con la produccién
de 6xido nitrico en ambas fases de la inflamacion®’.

Como se observa en la tabla 20 y la figura N° 13, los 2 grupos de diclofenaco y
los 3 grupos de extracto de Moringa oleifera mostraron porcentajes de inhibicion
de edema significativos con respecto al grupo con solucion salina en los todos
los tiempos evaluados. A los 120 minutos de la administraciéon de la A-
carragenina (para inducir la inflamacidn), para el caso del diclofenaco, el efecto
antiinflamatorio estaria relacionado a la accidn de los AINEs en la segunda fase
de la inflamacién, esta fase estd mediada por las prostaglandinas; sin embargo,
se observé un porcentaje de inhibicion de edema de todos los extractos
respecto al grupo de solucion salina a los distintos tiempos, esto podria
atribuirse a una accion a nivel de los mediadores de la primera fase y/o a nivel
de la produccién de oxido nitrico®'.62, Cabe necesario resaltar que entre las
dosis de 25, 100 y 400 mg/Kg de extracto de Moringa oleifera, el extracto de 25
mg/Kg mostré un efecto antiinflamatorio mayor que los extractos de 100 mg/Kg
y 400 mg/Kg, desde las 2 horas hasta las 5 horas, solo siendo superado a las
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6 horas por el extracto de 400 mg/Kg, siendo un resultado distinto al encontrado
por Martinez-Gonzalez et. al, en el cual los extractos presentaban mayor efecto
antiinflamatorio en dosis mayores (100 y 300 mg/Kg)*2.

Durante la evaluacién de la toxicidad aguda oral del extracto hidroalcohdlico de
las semillas de Moringa oleifera Lam. a dosis de 2000 mg/Kg; la totalidad de los
animales en ambos grupos no presentaron sintomas o signos téxicos que
podrian concluir en muerte. Los animales de experimentacion fueron
monitorizados por el test de Irwin (Tabla 17); en este periodo se percibié que
los animales de experimentacion mostraron una conducta normal durante los
14 dias de observacion, concordando con Guaycha N. et al.®® los cuales
mencionan que las semillas de Moringa oleifera no presentan efectos téxicos
como resultados de ensayos de toxicidad crénica y aguda.

Conforme a los resultados obtenidos y en relacion con la OECD Guidelines for
the Testing of Chemicals 423%*; el extracto hidroalcohdlico de Moringa oleifera
Lam. se ubica en la categoria 5 dentro de la clasificacion de categorias de
peligro de toxicidad aguda y estimaciones de la toxicidad aguda (ETA) del
Sistema Global Armonizado (GHS)®®.
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VIL.

CONCLUSIONES

1. En el extracto hidroalcohélico obtenido, se encontraron alcaloides, lactonas,

aminoacidos, esteroides, taninos, triterpenos, azucares reductores y fenoles.

2. Con las dosis de 25, 100 y 400 mg/Kg presentaron efecto antipirético,

encontrando el mayor efecto a 400 mg/Kg a las 3 horas.

3. La dosis de 400 mg/Kg del extracto hidroalcohdlico fue la Unica dosis que

presento efecto analgésico.

4. Las dosis de 25, 100 y 400 mg/Kg extracto hidroalcohdlico presentaron

efecto antiinflamatorio, con un mayor efecto a la dosis de 25 mg/Kg.

5. No se observé toxicidad aguda (DL50) para la dosis de 2000 mg/Kg del

extracto hidroalcohdlico.
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VIil.

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar ensayos complementarios para confirmar la
presencia de los metabolitos secundarios identificados en la marcha
fitoquimica del extracto hidroalcoholico de Moringa oleifera Lam.

Realizar investigaciones adicionales para determinar la concentracion del
extracto hidroalcohdlico de Moringa oleifera Lam. que posee el mayor efecto
antipirético y antiinflamatorio; asi mismo determinar qué componente del
extracto es el responsable de los efectos mencionados.

Se recomienda investigaciones farmacoldgicas a nivel molecular para
determinar el mecanismo de accién de los posibles metabolitos secundarios
del extracto hidroalcohdlico de las semillas de Moringa oleifera Lam.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Constancia taxonémica de la planta

JOSE RICARDD) CAMPOS DE LA CRLZ &‘w

QUNSLLTOR BOTANIOD

C. B. P. N® 3795
Tel: DISABS2 RPY 963GR85079
Epail: jocandefignail.com

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ. BIOLOGO COLEGIADO- N® 3796 ~ INSCRITO CON £L N* 36 IN BL REGISTRO
DE PROPESIONALLS QUE REALZAN CERTIFICACION DE IDENTWICACION TAXONOMICA DE ESPRCIMINGS Y
PRODUCTOS DE FLORA - NESOLUOGN DIRTCTORAL NT 0311-2013- MINAGR)-DGFFS-DGEFFS.

CERTFICA:

Que, LIMAY DE LA CRUZ, EDWIN CARLOS Y TEVES GUZMAN, KATERIN, con
grado académice de Bachiller en Farmacia y Bioquimics, otorgado par la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos: con el fin de desarrollar In tesis titulada: Determinacion in-vivo del efecto
antipirético, analgésico v antiinflamatodio del extracto  hidroalcohdlico de las semillas
de Moringa aleifera en ratas Holtzman, y optar ef thulo de Quimico Farmacéutico, han solicitado
Ia identificacitn y centificecita boténica de una plamta cultivada en la provincia de  Bagua
Grande, departamento Amazonas, donde es conocida con el nombre comviin de “moringa”, Ia
muestra, ha sido determinada cientificamente como Meriugae olelfera Lam. Segin ¢l Sistema de
clasificacion APG, sistema modemo de clasificacita de las angiospermas publicado en1998 por
el Grupo para la Filogenin de las Angicspermas, revisado por APG 11 (2003), APG 111 (2009) v
APG IV (2016) comparsdo con el Sistema Integrado de Clasificacion de las Angiospermas de
Arthar Cronguist. (1981), ocupa las siguientes categorias taxondmicas.

| CATEGORIAS | SISTEMA APG-2016 SISTEMA DE CRONQUIST 1981
REINO Plantac Plantac

DIVISION | Angiospermae Magnaliophyta 1
' CLASE Fquisetopsida Magraliopsida

SUBCLASE | Magmoliidse Dilleniidac ]
SUPERORDEN | Rosanae ™ | vooeems o -

ORDEN Brassicales Cappanaics

FAMILIA Moringacene Moringacess

GENERO Moriga Maringe %

ESPECIE | Moringa oleifera Lam. Moringa oleifera Lam.

Se expide Ia presente certificacién para Jos fines que se estime conveniente.
Lima, 22 de maso del 2020

oot P, Conpes De
BIOLOGO
C.B.P. 3798

Jr. Sdnchez Silva # 156 ~ Urb. Santa Luzmila - Lima 07 / e-mad joricampos@yshoo.es
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Anexo 2. Certificado sanitario de los animales emitido por el Instituto Nacional de

Salud

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

" CERTIFICADO SANITARIO N° [ 092-2020

Producto © Rata albina Lote W° - M-—35-2020

Especie . Raftus nonvegicus Cantidad : 90

Cepa : Holtzman Edad : 25 ad3meses.

Peso » 250 & 350 gr. Sexo : Macho.

Guia de : 038956 Destine  : Limay de la Cruz, Edwin Carlos
Remision

Fecha ; 23-09-2020

que los animales amiba descritos se  encueniran en  buenas condiciones
sanitarias #.

tReferencia : PR.T-CNFB-153, Procedimiento para el ingreso, Cuarentena y Control
Sanitario para Animales de Experimentacion.

Chomillos, 23 de Setiembre del 2020

(Fecha de emision del certificado)

NOTA: El Bioteric no s= hace
responsable por el estado de
los animales, una vez gue
éztos egresan del mismo.

El Médico Veterinario, que suscribe, Jorge Ruiz Alarcén  Coordinador de Bioterio Certifica,
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Anexo 3. Marcha fitoquimica

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perd, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

CENPROFARMA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00399-CPF-2021

ORDEN DE ANALISIS
SOLICITADO POR

MUESTRA

FECHA DE RECEPCION

05993/2021

EDWIN CARLOS LIMAY DE LA CRUZ
KATERIN TEVES GUZMAN
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO Moringa oleifera

Lam
10 de Mayo del 2021

.

 wAmcaaRmOQUIMICA

METABOLITO | | ENSAYO "“é’“ 0DOS | RESULTADOS
ANTOCIANINAS Prueba Cualitativa Cualnativo -
Reaccion de Dragendorff Cualitativo ++
ALCALOIDES Reaccion de Mayer Cualitativo }
Reaccion de Wagner Cualitativo 4t
LACTONAS Reaccidn de Baljet Cualitativo l
FLAVONOIDES Reaccion de Shimoda Cualitativo ) . =
AMINOACIDOS | Reaccion de Ninhidrina Cualitativo ++
CARDENOLIDOS Reaccion de Kedde Cualitativo | S
> Reaccion de Liebermann — ol f -
!:SH,RO_IPFS A Burchard _ { (-ualnauvo B
SAPONINAS Reaccion de espuma Cualitativo | 5
TANINOS Reaccion con cloruro férrico | Cualitativo | = il
| "Reaccion de Licbermann - |
TRITERPENOS { Burchard Cualitativo ++
AZUCARES Rosocidn defibling | Cualitativo, | -
REDUCTORES > B4 T
FENOLES Reaccidn de cloruro fémico | Cualitativo -

BUREAU VERITAS
Contilication
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

Leyenda
-+ Reaccion muy evidente
4 Reaccion evidente

+ Reaccion poco evadente
- No hubo reaccion

Lima, 02 de Junio del 2021

Dr. Eduardo Flores Judrez
Gerente General de CENPROFARMA

DEL ALIMENTO ¥ DEL TOXICO"

BUREAU VERITAS

Cartification




Anexo 4. Obtencién del extracto seco de Moringa oleifera Lam.

[

Figura 15. Molienda de las semillas Figura 16. Muestra en polvo de
de Moringa oleifera Lam. semillas de Moringa oleifera Lam.

Figura 17. Extracto hidroalcohélico de Figura 18. Filtrado del extracto

semillas de Moringa oleifera Lam. hidroalcoholico de semillas de
Moringa oleifera Lam.

Figura 19. Secado del extracto
hidroalcohdlico de semillas de
Moringa oleifera Lam.

Figura 20. Extracto seco de
Moringa oleifera Lam.
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Anexo 5. Determinacion del efecto antipirético del extracto hidroalcohdlico de
Moringa oleifera Lam.

Figura 21. Animales usados en la Figura 22. Administracion por via
experimentacion. subcutanea de la suspension de
levadura de cerveza

Anexo 6. Determinacion del efecto analgésico del extracto hidroalcohdlico de
Moringa oleifera Lam.

Figura 23. Dosis de los extractos de Figura 24. Medicién en el equipo Hot
Moringa oleifera Lam. Plate LE 7406 Panlab
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Anexo 7. Determinacion del efecto antiinflamatorio del extracto hidroalcohdlico de
Moringa oleifera Lam.

Figura 25. Calibracién del Figura 26. Administracion de A-
Pletismometro digital PANLAB carragenina por via subplantar.

Figura 27. Medicién del volumen de la pata posterior
derecha
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Anexo 8. Resultados de analisis estadistico de la actividad antipirética

Tabla 18. Andlisis estadistico (ANOVA vy test de Tukey) de los promedios de temperatura en la determinacion del efecto

antipirético del extracto hidroalcohdlico de Moringa oleifera Lam.

Desviacion

Prueba de Tukey [Comparaciones multiples)

T Grupo N Promedio Estandar ANOVA 5:::;::" Paracetamol Extracto 25 Extracto 100  Extracto 400
10 mi/Kg 100 mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg

Zolucion zalinz 10 mL/Kg & 3543 0,66 NS NS NS NS NS

Paracetamol 100 mz/Kg [ 33,28 0,95 NS M5 NS M5 NS

Basal Extracto 25 mg/Kg ] 35,43 1,39 0,27 M5 M35 M5 M35 M5
Extracto 100 mg/Kg & 36,05 0,52 NS NS NS NS NS

Extracto 400 mg/Kg & 36,32 0,96 M5 NS M5 M5 M5

Solucign zalinz 10 mL/Kg & 37,40 0,83 M5 NS M5 NS M5

Paracetamol 100 mz/Kg [ 37,57 0,33 NS M5 NS M5 NS

A horas posterior | o 025 mg/Kg & 3713 0,52 0,44 M3 M3 M5 M3 N5

a levadura ! '

Extracto 100 mg/Kg & 757 0,24 NS NS NS NS NS

Extracto 400 mg/Kg & 37,60 0,24 M5 NS M5 M5 M5

Solucign zalinz 10 mL/Kg & 787 0,73 M5 NS M5 NS M5

Paracetamol 100 mgz/Kg [ 3720 0,71 M5 M35 M5 M35 M5

pm;::i'emn Extracto 25 mz/Kg 6 37,20 0,38 0,20 Ms NS Ms NS Ms
Extracto 100 mg/Kg & 37,50 0,23 M5 NS M5 NS M5

Extracto 400 mg/Kg [ 37,33 0,42 NS M5 NS M5 NS

Zolucion zalinz 10 mL/Kg 3 37,97 0,43 M5 0,004* M5 NS NS

Paracetamol 100 mgz/Kg [ 37,05 0,62 0,004 M35 M5 M35 M5

oo ﬂf;:::::e o Extracto7s mg/Ke 5 37,35 0,27 0,01° NS NS NS NS NS
Extracto 100 mg/Kg & KT T 0,26 NS NS NS NS NS

Extracto 400 mg/Kg 3 37,32 0,29 NS M5 NS M5 NS
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Analisis estadistico (ANOVA vy test de Tukey) de los promedios de temperatura en la determinacién del efecto antipirético del
extracto hidroalcohdlico de Moringa oleifera Lam. (continuacion)

Prueba de Tukey [Comparacionas midltiples)

. Desviacion -
T Grupo M Promedio Estandar ANOWA Eu“:_cmn Paracetamol Extracto 25 Extracto 100  Extracto 400
zdlina
100 K K K K
10 mL/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
Solucidn salinz 10 mL/Kg 5 37,95 0,12 NS 0,001* 0,028* 0,004* 0,000%
Paracetamol 100 mg/Kg & 37,38 0,17 0,001 ME M5 ME M5
3 horas Extracto 25 mg/Kg 6 37,55 027 0,00% 0,028* NS NS NS NS
postratamiento
Extracto 100 mg/Kg & 37,45 0,23 0,004 M5 M5 M5 M5
Extracto 400 mg/Kg [+ 37,30 0,25 0,000* M5 M5 M5 M5
Solucidn zalinz 10 mL/Kg 5 37,97 0,23 NS 0,021% NS 0,010% 0,005+
Paracetamol 100 mg/Kg & 37,42 0,42 0.021* ME M5 ME M5
4 horas Extracto 25 mg/Kg 3 37,62 0,30 0,00 NS NS NS NS NS
postratamiento
Extracto 100 mg/Kg & 37,37 0,13 0,010% M5 M5 M5 M5
Extracto 400 mg/Kg & 37,32 0,25 0,005* NS NS NS NS

Luego de realizarse la prueba ANOVA para determinar si existen diferencias significativas, se realiz6 la prueba de Tukey y se
evidencié que a todas las dosis del extracto, a las 3 y 4 horas postratamiento, los extractos 100 y 400 mg/Kg poseen efecto
antipirético.
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Tabla 19. Analisis estadistico (ANOVA y test de Tukey) de los promedios de porcentaje de analgesia en la determinacion del

Anexo 9:

Resultados de analisis estadistico de la actividad analgésica

efecto analgésico del extracto hidroalcohdlico de Moringa oleifera Lam.

Prueba de Tukey [Comparaciones multiples)

T Grupo N Promedio D:;?::;n ANOVA Solucion salina Tramadol 20 Extracto 25 Extracto 100 Extracto 400
10 mL/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mz/Kg
Zolucion salinz 10 mL Kg [ -4 76 6,02 [ a,018* N3 N5 M5
Tramadol 20 mz/Kg [ 5,30 5,42 0,018* k3 0,024* [ 3 M3
30 Extracto 25 mg/kg & -4.42 4,00 0,008* N5 0,024* N5 N5 M5
Extracto 100 mg/Kg [ -0,36 346 N5 N5 N5 N5 M5
Extracto 400 mg/Kg [ 2,70 5,25 [k k3 k3 [ 3 M3
Zolucion saling 10 mL/Kg & -5,33 8,50 N5 0,0258* N5 N5 0,038*
Tramadol 20 mz/Kg & 5,16 7.25 0,025* N3 N3 N3 M5
&0 Extracto 25 mg/kg & -1,18 3,43 0,019* N5 N5 N5 N5 M5
Extracto 100 mg/Kg [ 2,62 452 N5 N5 N5 N5 M5
Extracto 400 mg/Kg & 451 4 35 0,038* N3 N3 N3 M5
Zolucion saling 10 mL/Kg & -1,58 3,44 N5 N5 N5 N5 M5
Tramadol 20 mz/Kg & -0,38 7,60 W3 N3 N3 N3 M5
120" Extracto 25 mgfKg & -1,583 2,73 0,852 M5 N5 N5 M5 M5
Extracto 100 mg/Kg & 0,16 3,80 W3 N3 N3 N3 M5
Extracto 400 mg/Kg & 0,13 2,68 M5 N5 N5 N5 M3
Zolucian salinz 10 mLKg & -3,55 2,16 N5 N5 N5 N5 M5
Tramadol 20 mz/Kg [ -3,24 7,34 [ N3 N3 N5 M5
180" Extracto 25 mg/kg & -4,07 2,57 0,105 N3 k3 k3 N5 M3
Extracto 100 mgz/Kg & 1,34 1,67 N5 N5 N5 N5 M5
Extracto 400 mg/Kg & -0,559 3,58 M5 N5 N5 N5 M3

* p=0.05 existe diferenciz significativa.

MS: no significativo.

81



Luego de determinarse, por medio del analisis ANOVA, si existen diferencias significativas, se realizé la prueba de Tukey y se
observa que si existe efecto analgésico en el extracto de 400 mg/Kg a los 60 minutos.
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Anexo 10:

Resultados de analisis estadistico de la actividad antiinflamatoria

Tabla 20. Analisis estadistico (ANOVA y test de Tukey) de los promedios de porcentaje de inhibicién de edema en la
determinacion del efecto antiinflamatorio del extracto hidroalcohdlico de Moringa oleifera Lam.

Prueba de Tukey [Comparaciones multiples)

T Grupo M Promedio D:;l;l:;l;n ANOVA Soll:_':i&n Diclofenaco Diclofenaco Extracto 25 Extracto 100  Extracto 400
lﬂsamllr.‘;Kg 10 mg/Kg 25 mgfKg mg/Kg mg/Kg mgfKg
Solucidn zalina 10 mL/Kg g -22,25 13,81 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,0o0*
Diclafenaco 10 me/ks 6 460 3,71 0,000 M5 M5 M5 M5 M5
- Diclofenzce 25 mg/kg 6 16,19 6,01 0.000° 0,000 M5 M5 M5 M5 M5
Extracto 25 mg/kg 6 9,25 7,36 ’ 0,000 M5 M NS M5 S
Extracto 100 mg/Kg 5 13,51 411 0,000 M5 M5 M5 M5 M5
Extracto 400 mz/Kg E 13,03 5,53 0,000° M MS M M S
Solucign zalinz 10 mL/Kg & -1E,09 g,12 0,000% 0,000 0,000* 0,000 0,000* 0,000*
Diclofenaco 10 mg/Kg = 8,50 3,50 0,000% M5 NS M5 M5 MS
120° Diclofenaco 25 me/Kg 5 12,33 3,71 0.000° 0,000 M5 M5 M5 M5 M5
Extracto 25 mg/Kg 6 12,32 7,58 ) 0,000 M5 M5 M5 M5 M5
Extracto 100 mg/Kg = 10,91 4,77 0,000 M5 NS M M5 M5
Extracto 400 mg/Kg 5 8,55 438 0,000 M5 NS M5 M5 ME
Solucién salinz 10 mL/Kg 6 22,80 8,89 0,000 0,000* 0,000* 0,000 0,000* 0,000*
Diclofenaco 10 mg/Kg = 15,31 g,12 0,000 M5 NS M M5 M5
180" Diclofenzco 25 mg/kKg = 1458 2,84 0,000° D.UUD: M5 M5 M M5 M5
Extracto 25 mg/Kg 5 17,33 4,70 0,000 M5 M5 M5 M5 M5
Extracto 100 mg/Kg 6 10,13 6,34 0,000 M5 M5 M5 M5 M5
Extracto 400 mg/Kg = 11,33 3,35 0,000 M5 NS M M5 M5

* p=0.05 existe diferenciz significativa.

ME: no significativo.
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Analisis estadistico (ANOVA y test de Tukey) de los promedios de porcentaje de inhibicion de edema en la determinacién del
efecto antiinflamatorio del extracto hidroalcohélico de Moringa oleifera Lam. (Continuacion)

Prueba de Tukey [Comparaciones multiples)

T Grupo M Promedic D::t:il:;?rn ANOVA Sz::;:::n Diclofenaco Diclofenaco Extracto 25 Extracto 100 Extracto 400
10 mL/Kg 10 mg/Kg 25 mg/Kg mgfKg mg/Kg mg/Kg
Solucién zalinz 10 mL/Kg 3 13,79 5,80 0,000* 0,000* 0,000 0,000% 0,000* 0,000
Diclafenaco 10 mg/Kg [ 11,02 464 0,000* M M5 M5 MS M5
sag Diclofenaco 25 mg//Kg E CET 3,40 0.000° 0,000* MS MS ME MS M5
Extracto 25 mg/Kg £ 9,15 2,40 ! 0,000* NS NS MS NS NS
Extracto 100 mg/Kg [ 478 404 0,000* M M5 M5 M5 M5
Extracto 400 mg/Kg [ 2,73 6,34 0,000* M5 M5 M5 M5 M5
Solucién zalinz 10 mL/Kg 3 23,48 7,50 0,000% 0,000* 0,000 0,000% 0,000* 0,000
Diclofenaco 10 mg/Ke [ 16,86 5,40 0,000* M5 M5 M5 M5 M5
. Diclofenaco 25 mg/Kg [ 14,03 3,34 . 0,000* M M5 M5 MS M5
300 Extracto 25 mg/Kg 3 11,453 7,21 0.000 0,000* NS MS MS M5 MS
Extracto 100 mg/Kg [ 238 3,38 0,000* M5 M5 M5 M5 M3
Extracto 400 mg/Kg E 8,70 437 0,000* MS MS ME MS M5
Solucicn zaling 10 mL/Kg E -22,16 5,26 o0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000
Diclofenaco 10 mg/Kg [ 13,43 3,48 0,000% M M5 M5 M5 M3
Diclofenaco 25 mg/Ke [ 14,10 4,50 0,000* M5 M5 M5 M5 M5
3607 0,000*
Extracto 25 mg/Kg 3 8,76 5,45 ! 0,000* NS MS MS NS MS
Extracto 100 mg/Kg E £,75 3,67 0,000* MS MS ME MS M5
Extracto 400 mz/Kg £ 10,22 2,50 0,000* NS NS MS NS NS

* p=0.05 existe diferenciz significativa.

NS: no significativao.

84



Luego de determinarse, por medio del andlisis ANOVA si existen diferencias
significativas, se realiz6é la prueba de Tukey y se observa que se existe efecto
antiinflamatorio en todas las dosis del extracto hidroalcohdlico para todos los

tiempos analizados con respecto a la solucion salina.
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