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RESUMEN

Una de las actividades agricolas importantes a nivel mundial es la siembra del pimiento,
el cual tiene caracteristicas agrondmicas muy importantes, tales como la buena
adaptacion al medio local, excelente conservacion y gran resistencia a la sobre
maduracion del fruto, lo que lo convierte en uno de los productos de interés comercial

en muchos de los paises donde crece.

Este cultivo fue de las primeras especies vegetales encontradas en el continente
americano por los espafioles y tuvo una rapida expansion por Europa y Africa (Zapata.,
et al. 1992). En Costa Rica, también se cosecha y manufactura en varias regiones,
principalmente en las Regiones Brunca, Chorotega y Pacifico Central. En los tltimos
afios la siembra de especies picantes, también ha crecido en zonas como Guanacaste, el
Valle Central, Limén y en la parte norte de Alajuela, dichos sembradios abastecen el
mercado nacional, en manufactura de conservas y condimentos, contribuyendo también

con productos para la exportacion (Bolafios., 1998).

A este cultivo se le ha dado una variedad de usos, el de mayor utilidad es la extraccion
de la oleorresina, sustancia de la cual se fabrica la paprika, un condimento importante
en la industria alimentaria, también pueden conseguirse en el mercado conservas de
chile o chileras, muy utilizados en la cocina cotidiana. Ademas los compuestos
quimicos que dan pungencia han sido de gran interés por parte de los investigadores por
sus propiedades curativas, por lo que con los anos se han extraido y caracterizado con

fines terapéuticos.
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En la industria farmacéutica se han identificado componentes importantes del pimiento
como la capsaicina, un alcaloide que se encuentra en niveles muy altos en el fruto y es
utilizada en la fabricacion de medicamentos, debido a su propiedad terapéutica para
disminuir el dolor, debido a accidn selectiva sobre la liberacion de la sustancia P, un
neuropéptido ubicado en las terminales centrales y periféricas de las neuronas sensitivas
nociceptivas que transmiten los impulsos dolorosos, teniendo como resultado una

accion analgésica (Mas y Ordovas., 2006).

En nuestro pais se han desarrollado investigaciones dirigidas a mejorar el cultivo, pero
es conveniente llegar mucho mas all4, sacando provecho a las propiedades terapéuticas
de dicho fruto. Es por ello, que en esta investigacion se aprovecharon compuestos,
como la capsaicina y dihidrocapsaicina de una de las variedades de Capsicim anumm
cosechados en el territorio nacional, los cuales fueron extraidos y purificados en gran
parte de sus carotenos y grasas, para desarrollar una formulacion tdpica veterinaria con
efecto analgésico evaluado por ensayos en vivo. Con este producto se espera contribuya
a solucionar afecciones frecuentes en los animales, y que aportara a los productores de
chile la posibilidad de incursionar en un mercado, como el farmacos con activos
naturales, y esta formulacion se ofrece como opcion diferente a un mercado veterinario

poco explotado por los productos naturales.
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CAPITULO I

1. INTRODUCCION

1.1.  El chile
El pimiento, aji o chile es el fruto de las plantas del género Capsicum, familia de las
Solanaceae. Las plantas difieren en la constitucién botanica, la forma, el tamafio del
fruto y sobre todo en el grado de picor de una especie a otra. Esta tlltima es la principal
razon para clasificarlos en dos clases: los chiles dulces y los chiles picantes, aunque la
mayoria de los botanicos las separan en cinco especies: Capsicum annum, C. frutensces,

C. boccatum, C. chinense y C. pubencens (Bolafios., 1998).

De las especies clasificadas por los expertos, las mas significativas son la C. annum,

(Fotografia 1) y la C. frutensces, debido a su mayor abundancia.

Fotografia 1. Chile panamefio (C. anumm).

El C. annum es una planta herbacea anual, Fotografia 2, cuyo tallo es de crecimiento

limitado y erecto, puede variar de 0,5 a 1,5 m de altura, cuenta con un sistema radicular



pivotante. Puede llegar a tener hasta 120 cm de profundidad, con un gran niimero de
raices adventicias. Las hojas son lampifias, enteras, ovares o lanceoladas con un
pronunciado é4pice y un peciolo poco aparente o largo. Las flores tienen corola

blanquecina, de insercion aparentemente axial (Zapata et al., 1992).

El C. frutensces es un arbusto vivaz. Crece en paises célidos, su ciclo de vida puede
variar de unos dos a unos tres afios. Con una altura que va desde 0,8 m hasta 1 m, sus
ramas son bifurcadas y no muy numerosas. Cuenta con flores de corolas agrupadas en
dos o tres, en la axila de las hojas lanceoladas. Sus frutos son bayas de pequefio tamatfio,
de forma cénica alargada y poco carnosas, oblongas o rectas, pueden llegar a medir de 1
a 3 cm, de color rojo y sabor picante, son huecos en parte con un caliz acrescente y
pedinculo delgado. Dentro del fruto se encuentran las semillas, estos son pequenos

discos con un diametro cercano a 0,3 mm (Maistre., 1969).

Fotografia 2. Planta de chile panamefio.

Las especies de C. annum se cultivan principalmente en centroamérica y en México, las

C. frutensces tienen su origen en América del Sur, en tierras bajas desde Brasil hasta



Centroamérica. Respecto a las demads especies, el C. boccatum tienen su origen en
Bolivia desde donde se extendi6 hasta Pert, Argentina y Brasil, el C. chinense es
también de origen Suramericano por la region este de los Andes y el C. pubencens se

cultiva en regiones altas de Bolivia, México y América Central (Bolafos., 1998).

1.1.1. Condiciones de siembra
Debido a su clima templado, las regiones de centro y suramérica se da una gran
diversidad de Solanaceas (Solanaceae). Existen alrededor de 147 géneros y unas 2930
especies. Muchas tienen gran importancia para el consumo humano, como lo son la

papa, el tomate, el tabaco y los pimientos (Izco ef al., 2004).

El chile picante tiene un mejor desarrollo en condiciones calidas, con suelos que
cuentan con un buen drenaje. Se ha observado que dan mejores rendimientos en suelos
con pH entre 6,0 y 6,8. La temperatura es un factor que influye mucho en la tasa de
crecimiento, siendo las recomendadas para su produccion entre los 18° y 24° C, con un

mayor crecimiento en la planta y el fruto, y mejor calidad (Everhart ef al., 2002).

1.1.2. Composicion quimica
Los componentes quimicos del Capsicum, varian segin las condiciones ecoldgicas en
las que se desarroll6. La pared del fruto es la que ocupa mayor porcentaje en el cuerpo,

y donde se encuentra mas cantidad de agua y de compuestos.

El chile picante contiene una pequefia cantidad de aceites esenciales, que le dan su olor

caracteristico. Contiene ademds pigmentos, una serie de carotenoides, entre los que se



pueden mencionar: la capsantina, capsurubina, zeaxantina, criptoxantina, luteina y
carotina, (Figura 1). Estos aportan el color rojizo a los frutos. Es ademas muy rico en
vitamina C (4cido ascorbico), y en sus cenizas se han encontrado 6xidos de potasio, de
magnesio, de hierro, de calcio, de sodio y de silicio, pentoxido de fésforo, dioxido de

azufre, cloro y cobre (Maistre., 1969)

A los alcaloides se les conoce como capsaicinoides; producen irritacion al consumirlos,
y son generados por una gldndula del fruto en la placenta. El mas importante es
conocido como capsaicina, responsable del sabor pungente de la especie (Salazar y

Silva., 2004).
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Figura 1. Estructuras quimicas de los principales compuestos encontrados en el
pimiento. Fuente: Buddavari ef al., 1989



1.1.3. Grado de picor
La sensacion de picor que provocan los chiles picantes, se debe a los capsaicinoides
presentes en el fruto. A inicios del siglo XX, Wilbur L. Scoville ideé una prueba para
medir el grado de picor. En el ensayo se extrajo la capsaicina, alcaloide responsable de
producir el sabor picante con etanol al 95%, y la mezcl6 con diferentes concentraciones
de agua azucarada. Después, varias personas probaban el extracto para determinar la
cantidad de agua que requerian para neutralizar la picazén en la lengua. El volumen
necesario para cada concentracion, fue asignado con una unidad conocida como el
Scoville. Entre mas picante fuera el chile, mayor era el valor. En el afio 1980, se
reemplaz6 este analisis por uno en cromatografia liquida de alta presion, sin embargo,
las unidades conservaron su nombre original, y hoy en dia se habla del grado de
pungencia en Scoville. El chile picante que posee mayor cantidad es el habanero rojo

caribefio, va desde 100,000 hasta 445,000 unidades de Scoville (Everhart ef al., 2002).

1.2.  Capsaicina
Compuesto liposoluble que se produce principalmente en la placenta, las semillas, la
pared y la céscara del fruto (Bolafios., 1998). Tiene apariencia de polvo cristalino,
inodoro y de sabor picante. Es un alcaloide soluble en etanol, cloroformo, benceno y en
éter etilico, pero poco soluble en agua fria (Buddavari et al., 1989). En el cuadro 1 se

describen las propiedades fisicas y quimicas de la capsaicina.



Cuadro 1. Propiedades quimicas y fisicas de la capsaicina.

Formula quimica C18H27NO3
Nombre quimico N-((4-hidroxi-3-metoxifenil )metil)-8-metil-6-nonemida
Sinénimos (E)-8-metil-N-vainillil-6-nonemida;

trans-8-metil-N-vainillil-6-nonemida;
(E)-capsaicina; capsaicina natural.

Numero CAS 404-86-4

Masa Molecular 305.41 g/mol

Apariencia Polvo cristalino color blanco

Punto de fusion 65°C

Punto de ebullicion 210°C

Densidad 1.22g/mL (30 ° C)

Solubilidad etanol, éter etilico, cloroformo y benceno

Fuente: Buddavari ef al., 1989 y www.saciencelab.com

1.2.1. Biosintesis
La capsaicina se produce de manera natural en las diversas variedades de chile picante,
tal como se describe en la Figura 2. Este alcaloide es una base nitrogenada vegetal con
un anillo aromadtico. Derivado de la fenilalanina (1), a través del acido ferralico (2) y la
vanolina (3), aldehido que sufre una transaminacion y da origen a la vanilamina (4). La
parte acida de la estructura de la capsaicina (6) se genera por la intervencion del

derivado del dcido maldnico (6) (Dewick., 1999).


http://www.saciencelab.com/
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Figura 2. Biosintesis de la capsaicina.
Fuente: Dewick., 1999.



1.2.2. Usos
La capsaicina se utiliza muy pocas veces como una sustancia pura, su presentacion
comercial es la oleorresina que se extrae del chile, la cual es una mezcla de capsaicina
con carotenoides del pigmento, viscosa, de un color fuerte y de sabor picante. La
cantidad presente de esta sustancia en las diversas especies de chile es muy variable. Se
han hallado diferentes porcentajes dependiendo de la clase de chile, varian desde 0,2 a
un 0,5%, pero existen reportes de hasta un 1% de capsaicina en las variedades mas

picantes (RETADAR, 1992).

Fotografia 3. Productos fabricados a base de chile picante.

Aparte de su ya conocida importancia en productos alimentarios, como por ejemplo
salsas y condimentos como se muestran en la Fotografia 3, la capsaicina es también
usada medicinalmente en cremas, para atender neuralgias causadas por infecciones y se
ha extraido para otras preparaciones de uso topico, en la elaboracion de productos
farmacéuticos y veterinarios. Se ha usado para el tratamiento de diferentes males, tales
como la dispepsia, hemorroides, infecciones del intestino, contra parasitos,

antidiarreico, como rubefaciente al aumentar la circulacion sanguinea en las zonas en



que entra en contacto, antidisentérico y afrodisiaco, astringente y para la cicatrizacion.
En la parte veterinaria se le ha usado para colorear las yemas de los huevos en gallinas y

para estimularlas sexualmente (Nuez et al., 1996).

1.3.  El sistema nervioso
El sistema nervioso esté constituido por células, tejidos y 6rganos que perciben y emiten
una respuesta a los estimulos recibidos del interior y el exterior del organismo. Se
divide en dos: el sistema nervioso central, constituido por el encéfalo y la espina dorsal,
y el sistema nervioso periférico, el cual lo conforman los nervios. El sistema nervioso
periférico percibe estimulaciones del medio. Mediante impulsos eléctricos y quimicos,
lleva la informacion al sistema nervioso central, donde se procesa y se transmite una
respuesta inmediata, la cual se envia nuevamente a los nervios del sistema periférico y

se genera una accion sobre el 6rgano estimulado o efector (Tresguerres., 2005).

1.3.1. Las neuronas
Los nervios estan formados por células llamadas neuronas, que se encargan de dar
respuesta a los estimulos térmicos, mecéanicos y quimicos. Estas células conducen
impulsos electroquimicos y liberan reguladores quimicos. Las neuronas estan
constituidas por tres partes fundamentales: el cuerpo celular, donde se encuentra el
nucleo y las macromoléculas; las dendritas o ramificaciones finas del cuerpo celular que
transmiten los impulsos nerviosos hasta el cuerpo celular, y el axon, transporta los
impulsos eléctricos hasta otra neurona (Figura 3). Los axones del sistema nervioso
periférico estan recubiertos por una vaina conocida como la vaina de Schwann, ademas

algunos axones se encuentran recubiertos por una vaina de mielina. Esta membrana
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cubre secciones del axon, pero deja hendiduras conocidas como noédulos de Ranvier por

donde se transmiten los impulsos nerviosos (Ira Fox., 2003).

Nicleo

\\ Dendrita

Nddulo de Ranvier

// : Nicleo de la célula
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e ¢ : | - e A .\-.;-.
LUermo : :

calular Region
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Axdn A ‘ L;//

Regidn no

Axon
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Mwm——ﬁ—::rJh
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e

Figura 3. Estructura de una neurona. Fuente: Ira Fox, 2003

1.3.2. Tipos de neuronas
Existen tres tipos de neuronas: las neuronas sensitivas o aferentes, que conducen los
impulsos desde los receptores sensitivos hasta el sistema nervioso central. Las neuronas
motoras, o neuronas eferentes, que llevan los impulsos del sistema nervioso central
hacia los oOrganos efectores, para que se genere una respuesta al estimulo recibido.
Existen de dos clases: las motoras somdticas encargadas de respuestas en el control
reflejo y voluntario de los musculos esqueléticos y las motoras auténomas, encontradas

en los efectores involuntarios como las glandulas, el musculo cardiaco y el liso.
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También se encuentran las interneuronas o de asociacion, estan encargadas de transmitir

los impulsos eléctricos de una neurona aferente a una eferente (Drucker., 2005).

Figura 4. Tipos de neuronas. a) neuronas sensitivas. b) neuronas motoras.
Fuente: Ira Fox, 2003

1.3.3. Conduccion de impulsos electroquimicos por los axones
Las células en el cuerpo tienen concentraciones ionicas distintas dentro y fuera de la
membrana celular, dicha concentracion genera una diferencia de potencial a través de la
membrana conocida como potencial de membrana en reposo. En el exterior de las

. ., . . + .,

neuronas existe una alta concentracion de iones sodio Na', en comparacion con el
. . , . . . + .,
interior de la célula donde existen iones potasio K en menor concentracion, lo que
provoca que el interior de la célula sea mas negativo respecto al exterior, en condiciones

normales. En la membrana de las células existen canales que permiten la entrada y la
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salida de estos iones. Cuando las neuronas reciben un estimulo, los canales son
activados dejan entrar y salir iones, provocando una alteracién en el potencial de la
membrana, generando permeabilidad y difusion de un i6n, segun el gradiente de
concentracion. Si el estimulo recibido permite la entrada de cargas positivas, provoca
una despolarizacion, y si estas cargas positivas salen o cargas negativas entran a las

células, se da el proceso de repolarizacion (Marieb., 1989).

Cuando un axon recibe un estimulo, los canales de Na” se abren y la membrana se hace
mas permeable al i6n, entrando por difusion al interior de la célula. Esto provoca una
despolarizacion, que hace al interior de la célula més positiva o menos negativa, esta
despolarizacion activa a su vez nuevos canales de Na', haciéndola mas permeable. Asi
cada potencial de accion actlia como estimulo y produce un potencial de accion en la
region adyacente de la membrana axonal, de esta manera un impulso eléctrico viaja a

través de todo el axon hasta el boton terminal (Ira Fox., 2003).

Por otro lado, el incremento explosivo de la permeabilidad al Na', provoca una
inversion rapida de potencial de membrana, generando a la vez que se cierren los
canales del i6n sodio, y por un efecto retardado de la despolarizacioén se abran canales
para el i6n potasio, expulsandolo hacia el exterior de la célula. Volviendo mas negativo
el interior en el proceso de repolarizacion. Esta difusion de iones a través de la
membrana y las modificaciones que provocan en el potencial de la membrana se llama
potencial de accién o impulso nervioso. Una vez que se completa el impulso nervioso

las bombas de Na' / K" extraen el sodio sobrante que entr6 al interior del axén y
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recuperan el potasio perdido, restableciendo el potencial de membrana en reposo

(Marieb., 1989).

Las células que no poseen mielina, deben transmitir el impulso en cada fraccion de
micrometro, retardando el impulso nervioso. Cuando la neurona posee mielina, ésta
funciona como aislante y el impulso nervioso se transmite en los nédulos de Ranvier,
provocando que el impulso nervioso se salte fracciones del axon y la transmision del

impulso nervioso llega mas rapidamente a la neurona siguiente (Ira Fox., 2003).

Comienza al prirmer
Ppotencial de accidan

1 Comienza el segundo
e Ppotencial de accidn

L Comienza el tercer
_— potencial de accion

O Fotencial de reposo
EEEEEN Despolarizacican
T

Repolarizacidén

El potencial de acciagn
se encuentra ahora aqui

Mielina ——

[ Potencial de reposo
0 Despolarizacion
B Repolarizacién

Figura 5. Esquema del Potencial de Accion, a) axon amielinico b) axon con mielina.
Fuente: Ira Fox, 2003
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Cuando el impulso nervioso llega hasta el boton terminal del axén la transmision hacia
la neurona siguiente se da por medio de un transporte quimico, en un area muy pequeia
entre las células llamado hendidura sinéptica, este proceso de transferencia es conocido
como sinapsis. La sinapsis conecta funcionalmente una neurona con otra cé¢lula, sea esta
segunda una neurona o una célula en el o6rgano efector. Este proceso se da en una sola
direccion, desde el axdon de la célula presinaptica hasta la seccion receptora de la célula
postsinaptica, por medio de la liberacion de una sustancia quimica conocida como

neurotransmisor (Marieb., 1989).

En las células presinapticas los neurotransmisores estdn envueltos por una vesicula,
Estas viajan hasta la membrana del boton del axén donde se fijan por medio de enzimas,
cuando se genera un potencial de accion se introducen al interior de la célula iones
calcio (Ca®"), que ayudan a fundir las vesiculas con la membrana del ax6n permitiendo
la liberacion del neurotransmisor a la hendidura sindptica por exocitosis, donde es
difundido hasta la membrana receptora postsinaptica para unirse con las proteinas
receptoras, que provocan que se abran nuevos canales io6nicos y continla la

despolarizacion y repolarizacion en la neurona siguiente (Ira Fox., 2003).
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Figura 6. Esquema de la sinapsis entre dos neuronas. Fuente: Ira Fox., 2003

1.4. El dolor en el sistema nervioso
El dolor es una sensacion desagradable sensorial y emocional, originada por la
estimulacion de receptores especificos llamados nociceptores, que puede ser causada
por dafios en los tejidos, como congelacion, aplastamiento, cortaduras o quemaduras

(Carranza et al., 2007).

Cuando los nociceptores reciben un estimulo, activan los canales i6nicos en los axones
+ + . . o e . .

provocando la entrada de Na“ y Ca®" al interior de las neuronas, iniciando un potencial

de accion que viajara hasta el boton axonal, donde se genera la sinapsis, liberandose un

neurotransmisor especifico denominado sustancia P (SP), un neuropéptido enddégeno
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responsable de la transmision de impulsos dolorosos. La SP llegara al receptor de la
neurona siguiente. Por medio de este proceso se lleva a cabo el impulso doloroso hasta

el cerebro, donde se genera una respuesta ante el estimulo (Ira Fox., 2003).

1.5. La capsaicina y el dolor
La capsaicina se ha utilizado como analgésico local, en afecciones provocadas por
lesiones en la piel. El efecto inicial de alivio es debido a su accion sobre los receptores
del dolor en la piel, haciéndolos menos sensitivos. Cuando entra en contacto con la zona
afectada de la piel, actiia en el sitio sindptico, causando agotamiento local de la SP,
aumentando la salida de la misma a la hendidura sinadptica, hasta acabar la cantidad
disponible dentro de la neurona presinaptica mermando el impulso doloroso (Goodman

et al., 1996).

1.5.1. Receptores vanilloides.
Los receptores vanilloides (RV) son un tipo de receptor, se encuentran en la
transmembrana de varias células del organismo, tanto en el sistema nervioso como fuera
de él. En las neuronas, estos receptores se encargan de transmitir informacion aferente
de dolor y picazdn al sistema nervioso central, por medio de liberacion de una variedad

de neuropéptidos proinflamatorios (Szallasi y Blumberg., 1999).

La sustancia P, es uno de esos neuropéptidos. Se encuentra ubicada en las terminales
centrales y periféricas de las neuronas sensitivas nociceptivas que transmiten los

impulsos dolorosos (Mas y Ordovas., 2006).
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La capsaicina funciona en el organismo como un agonista exdgeno, llamado:
“vanilloide”. Cuando se liga con los RV genera una accion inmediata, abriendo canales
de la membrana y dejando entrar un flujo de iones Ca®". Esta entrada de iones provoca
una despolarizacion dentro de la neurona, que actian sobre las vesiculas que contienen
los nociceptores, estos se funden con la membrana plasmatica, liberando por exocitosis
sustancia P, somastotina y péptidos relacionados con calcitonina, entre otros. Esto
provoca picazéon y un efecto de hiperalgesia, o estimulacion local de las fibras que
producen el dolor haciéndolas mas sensibles al mismo (Goodman et al., 1996). Cuando
se ha agotado la cantidad de transmisores de dolor, se da un efecto llamado:
desensibilizacion donde las neuronas ya no responden a cambios subsecuentes en los
canales vanilloides, o se resisten a estimulos exdgenos, como calor o presion mecénica

(Szallasi y Blumberg., 1999).

En la industria farmacéutica, se ha aprovechado esta propiedad terapéutica de la
capsaicina sobre el sistema nervioso, para la fabricacion de medicamentos que

disminuyan el dolor (Més y Ordovas., 2006).

A nivel de veterinaria existen analgésicos sintéticos como: tartrato de butorfanol, sulfato
de morfina, naproxén, lactato de pentazocina, clorhidrato de xilacina y dipirona, que se
utilizan para animales domésticos como perros o gatos, también en ganado y cerdos
(Fraser et al., 1993). Sin embargo su procedencia artificial puede traer efectos
secundarios para el organismo del animal, es por eso que puede utilizarse la propiedad
analgésica de la capsaicina y su origen natural para la formulacion de sedantes topicos

veterinarios. Con esta investigacion se pretendia crear una opcion para este mercado,
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ademas de una alternativa a los productores de chile picante en el pais como un

principio activo natural en un producto medicinal.
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Objetivo general

Desarrollar un producto de uso topico veterinario con propiedades analgésicas, a partir

de capsaicina extraida del Capsicum annum.

Objetivos especificos

1. Preparar el material oleorresinoso a partir del C. annum.

2. Obtener una mezcla de capsaicina y dihidrocapsaicina, libre de carotenos y la
oleorresina extraida del chile picante.

3. Formular un producto veterinario de uso topico.

4. Determinar el efecto analgésico del producto formulado por medio del modelo “tail

flick” en ratas.
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CAPITULO 11

2. SECCION EXPERIMENTAL

La elaboracion de un producto farmacéutico a partir de un material vegetal del que se
extrae su principio activo, requiere de una serie de operaciones que deben realizarse con
establecimiento de metodologias apropiadas, para obtener un compuesto de mayor

pureza y calidad.

2.1. Procesamiento del material vegetal.
La primera etapa del proyecto fue la recoleccion y procesamiento de la muestra de C.
anumm. Esta especie fue elegida porque al empezar la investigacion, era la de mejor
cosecha para esa época del ano. Se adquirieron 5 kg del fruto en la provincia de

Cartago, en el mes de noviembre del 2006.

Los frutos enteros, incluyendo las semillas, se lavaron, y se cortaron en cuatro partes
para facilitar el proceso de eliminacion de agua, el cual se llevo a cabo en un horno con

recirculacion de aire, durante cinco dias, a una temperatura maxima de 30° C.

Fotografia 4. a. Muestra seca, molida y tamizada. b. Equipo de extraccion soxhlet.
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2.2. Extraccion del principio activo.
El material seco se molio, para disminuir el tamafio de la particula. Posteriormente se
tamizé por maya numero 12 (Fotografia 4.a). La extraccion de la muestra se realizo por
medio de Soxhlet (Fotografia 4.b), en balones de 500 mL con disolventes de distintas
polaridades, para determinar el de mejor eficiencia al extraer la capsaicina. Se colocaron
muestras de cerca de 50 g en los balones; se trabajaron volimenes de 250 mL de: etanol
al 95%, isopropanol, diclorometano y hexano respectivamente. La extraccion se realizo
durante 6 h. Finalizado el proceso, se concentraron los diferentes extractos en un
rotavapor al vacio, obteniéndose las oleorresinas extraidas con cada uno de los

disolventes.

2.3. Identificacion y purificacion de alcaloides.
A las oleorresinas obtenidas, se les realizaron pruebas de cromatografia de capa fina
para tratar de aislar las sustancias presentes. La fase estacionaria utilizada fue una placa
de gel de silice. Como fase modvil se probaron mezclas de distintas polaridades de
disolventes. Se logrdé una separacion adecuada con una mezcla de diclorometano :

acetonitrilo en una proporcion (95:5).

Para detectar alcaloides entre los componentes que se iban separando en la placa, se
utiliz6 un revelador para sustancias nitrogenadas: el reactivo de Dragendorff, que
marcaria las manchas rojas o naranjas como positivo en la prueba. Esto debido a la
presencia de metales pesados, en el caso de este revelador, el bismuto reacciona en con

los alcaloides de la oleorresina y forma precipitados color marron (Dominguez., 1988).
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También se realizaron barridos espectrofométricos a cada una de las oleorresinas en
disolucion metandlica, esperando observar un maximo de absorcion cercano a 281 nm,
longitud de onda especifica para la capsaicina y la dihidrocapsaicina segun el método
analitico de la Farmacopea Americana USP30-NF25 (The United Sataes Pharmacopeial

Convention., 2007).

Adicionalmente se efectuaron pruebas por cromatografia liquida, CL, usando el método
de andlisis de la The United Sataes Pharmacopeial (USP30-NF25). Para este método, se
disolvieron cerca de 25 mg de la muestra en 25 mL de metanol, se filtro a través de un
filtro de 45 um y se inyectaron al equipo 20 pL de la muestra. La columna utilizada en
el analisis fue una Waters Spherisorb® 5 um 4,6 mm x 250 mm, mantenida a una
temperatura de 30° C, con detector ultravioleta de arreglo de diodos a 281 nm, y un flujo
de 1,5 mL/min. La fase movil fue una mezcla 6:4 de 4cido fosférico diluido (1 en 1000)
y acetonitrilo. A esta prueba también se sometio una oleorresina comercial como patrén

de referencia.

Al terminar la identificacién preliminar, se eligio a la oleorresina extraida con
isopropanol para purificarla de la mayoria de grasas y colorantes. A dicha muestra se le
realizaron diferentes pruebas en cromatografia de capa fina, para lograr separar los
compuestos presentes en la muestra, en especial carotenos, que aportan la coloracion

marrdn y la consistencia oleorresinosa.

Encontradas las condiciones satisfactorias en la cromatografia de capa fina, se escald a

cromatografia de columna. Para este fin se utilizé una columna de 60 cm de largo, con
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un didmetro interno de 8 cm; rellena con 700 g de gel de silice; con un tamaifio de
particula de 60 um. La fase movil utilizada fue diclorometano : acetonitrilo (95:5). Con
el desarrollo de la columna se recolectaron fracciones, a las cuales se aplicd

cromatografia de capa fina para observar la separacion de los diferentes componentes.

Las mezclas obtenidas se concentraron en rotavapor, para eliminar el disolvente. Se
procedié posteriormente a un analisis cualitativo en CL, y determinar presencia de los
alcaloides de interés, a partir de disoluciones de cerca de 1 mg/mL del extracto crudo.
En el andlisis se utilizaron las mismas condiciones que habian sido utilizadas en los
extractos al inicio de la investigacion, ademds se realizd el mismo andlisis a una

oleorresina de chile comercial C. annum como referencia de comparacion.

2.4. Formulacion del producto final.
Una vez identificadas las fracciones con capsaicina y dihidrocapsaicina, se formuld la
crema, preparada a partir de la mezcla de dos fases, una oleosa y otra acuosa,

obteniendo asi el producto final, que fue envasado en tubos de aluminio.

2.5. Evaluacion de la accion analgésica de la crema.
Posteriormente se evalu6 la formulacion en ratas de laboratorio. Este objetivo se
consiguid mediante un protocolo para actividad analgésica, conocido como “Tail
Flick”, en el cual las colas de las ratas eran tratadas con la crema formulada, un
analgésico comercial y una solucion salina, posteriormente eran sometidas a una

irradiacion de calor, determinando el tiempo que tardaban los sujetos a reaccionar al
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estimulo. Las pruebas se llevaron a cabo en la Facultad de Farmacia de Universidad de

Costa Rica, en el Laboratorio de Fitofarmacologia INIFAR.

En esta prueba se usaron 24 ratas machos, con pesos entre los 180 y los 220 g, de cepa
Sprage-Dawle obtenidas del Biotenio del Laboratorio de Ensayos Biologicos (LEBI1)

donde se mantuvieron en condiciones controladas de luz, temperatura y humedad, con

el permiso del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales (CICUA).

Fotografia 5. Pesada y clasificacion de las ratas macho utilizadas en la prueba Tail
flick.

Las ratas se dividieron en tres grupos de ocho, se pesaron (Fotografia 5) y se marcaron
en el punto medio en el tercio distal de la cola. Un grupo se tratd con solucién salina de
cloruro de sodio al 0,9% como blanco; otro grupo con diclofenaco sdédico como control
estandar, debido a sus propiedades comprobadas de analgesia, antipiréticas y
antiinflamatorias (Goodman et al., 1996). El diclofenaco utilizado fue Voltarén®
emulgel; y el Gltimo grupo con la crema de capsaicina, determinando el tiempo de
resistencia al calor en el aparato Tail Flick Ugo Basile 7360 (Fotografia 6), el cual

irradié un foco calorico, registrando el tiempo de reaccion al estimulo.



25

El aparato est4d adaptado con una celda fotoeléctrica, que apaga la lampara y registra el
tiempo mismo en que el animal retiré la cola. Mientras el aparato contabilizaba el
tiempo que duraban en retirar la cola del foco, registraba el lapso de reaccion al
estimulo térmico. El resultado se relaciond con el efecto analgésico de la formulacion
considerando que se acaba cuando la rata esta inquieta y mueve la cola (D"Amour y

Smith., 1941).

El tiempo de reaccidon que tarda la rata en retirar la cola, se interpreta como la accion
analgésica, usualmente se da entre 2 y 10 s. La prueba fue adaptada para el caso de

medicamentos topicos, ya que generalmente se aplica a los sujetos en forma

intraperitoneal (Le Bars ef al., 2001)

Fotografia 6. Fotografias del aparato Tail Flick Ugo Basil del laboratorio de
fitofarmacologia de la Escuela de Farmacia de la Universidad de Costa Rica.

La primera medicion, se realizo 10 min. antes de aplicar los respectivos tratamientos a
cada uno de los sujetos. Posteriormente se administraron los diferentes medicamentos:
solucion salina al 0,9%, diclofenaco sddico y la formulacion a base de capsaicina.

Aplicado el medicamento, se procedié inmediatamente a determinar el tiempo de retiro
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de la cola en el aparato y se anotaron los datos. Se repitid la determinacion a los 30

min., a los 60 min. y a los 90 min.

Se procesaron los datos para construir una grafica, en la que se pudiera comparar la
actividad analgésica de la crema a base de capsaicina con la actividad del diclofenaco

sodico, logrando asi corroborar la efectividad del producto final.

2.6. Identificacion de capsaicina.
Como una tultima identificacion, se utilizé un reactivo de capsaicina para compararlo
con la oleorresina extraida con isopropanol, ambos se corrieron por cromatografia de

capa fina y se revel6 con el reactivo de Dragendfroff.

Ademas al reactivo capsaicina y a la fraccion obtenida en la columna utilizada para la
formulacion, se les realizd una identificacion CL, segiin la método de andlisis de la
USP30-NF25. Esta prueba se llevo a cabo en las condiciones descritas anteriormente en

la primera etapa de identificacion de presencia de alcaloides.
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CAPITULO 111

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Procesamiento del material vegetal.
Luego de procesar y someter la muestra a un proceso de secado, se logrd determinar un

porcentaje de humedad cercano al 91% para los frutos enteros.

3.2. Extraccion del principio activo.
Al concentrar cada uno de los extractos de los respectivos disolventes, se obtuvo una
oleorresina oscura, color marrén y de apariencia espesa. Los rendimientos fueron de:
44% para la extraccion con etanol al 95%; 59% con el isopropanol; 42% y 8% para el
diclorometano y el hexano respectivamente. La oleorresina obtenida con etanol 95% e
isopropanol, presentan un mayor rendimiento de extraccion de oleorresina a partir del

fruto seco.

3.3. Identificacion y purificacion de alcaloides.
En la imagen de la Fotografia 7, se observa la placa de cromatografia de capa fina en la
que se corrieron las oleorresinas. Se desarroll6 en una placa de gel de silice como fase
estacionaria y la fase movil fue una mezcla de tolueno : acetato de etilo 70:30. Al rociar
la placa con el reactivo de Dragendroff, aparecen unas manchas rojizas, que antes de

rociar la placa no eran visibles, que indican presencia de compuestos nitrogenados en
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cada una de las oleorresinas, entre las que podrian estar la capsaicina y la

dihidrocapsaicina.
: e
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Fotografia 7. Cromatograma de capa fina para las oleorresinas obtenidas de la
extraccion, utilizando una placa de gel de silice como fase estacionaria; como fase
movil tolueno : acetato de etilo (70:30), reveladas con el reactivo de Dragendroff.

Los espectros que se muestran en la Figura 7, con un barrido UV-Vis desde los 700 a
los 200 nm, fueron los que resultaron de las oleorresinas de cada uno de los disolventes.
Se esperaba un maximo de absorbancia cercano a 281 nm. Esta longitud de onda
corresponde a la capsaicina. Se debe a sus grupos cromoéforos: el anillo aromatico, que
absorbe a una longitud de onda cercana a 200 nm, no obstante presenta auxocromos,
como los metoxilos y el grupo amino, cercanos al anillo que le dan resonancia a los
electrones y generan un efecto batocromico desplazando la longitud de onda hasta 281
nm. También se observan maximos de absorcion en la parte visible para cada uno de los

espectros, cerca de los 450 nm. Estos se deben a la presencia de carotenos de cadenas
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insaturadas, que absorben la luz azul, por lo cual las oleorresinas presentan una
coloracion anaranjada (Pavia., 2001). En los espectros de las oleorresinas del extracto
con etanol al 95% e isopropanol aparece un maximo cercano a 281 nm, indicando la

presencia del alcaloide de interés.

Junto con los espectros ultravioleta, se obtuvieron cromatogramas por analisis en CL
(Figura 8). Para esta prueba se utiliz6 como patron de referencia, una oleorresina
comercial de la India que contiene capsaicina. En los cromatogramas se observan dos
picos, uno con un tiempo de retencion relativo cercano a los 6 min. y otro cercano a los
7 min. Se tomo el supuesto que dichos picos podrian deberse a la capsaicina y la

dihidrocapsaicina.

En los cromatogramas sobrepuestos de la Figura 8, se demarca con color negro la
oleorresina de la India. Al comparar los cromatogramas de las oleorresinas de etanol al
95% color azul, isopropanol color verde claro, diclorometano color rosado y hexano
color verde oscuro, se nota la presencia de ambos picos con diferentes intensidades, en
todas las muestras. En la de etanol al 95% y en diclorometano son menos intensos.
Ademés con la oleorresina de diclorometano, los tiempos de retencion se corren a un
tiempo mayor, por lo que se decidi6 descartar ambos disolventes para la purificacion.
En la oleorresina obtenida con isopropanol y hexano, se observa que los picos
corresponden con los del cromatograma de la oleorresina patron. La intensidad para

estas oleorresinas es mayor que para el etanol y el diclorometano.
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Figura 7. Espectros UV-Vis obtenidos para las oleorresinas de los diferentes extractos:
a. Etanol 95%, b. Isopropanol, c. Diclorometano, d. Hexano.
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Al preparar la oleorresina del hexano en metanol, no se disolvia completamente la
muestra. Debido a la naturaleza no polar del disolvente, cabria la posibilidad que
compuestos como carotenos y grasas naturales del fruto, arrastrados en la extraccion, no
se estarian disolviendo en el metanol que es polar. Su presencia representa mayor
dificultad en la purificacion de la muestra, por lo que se descartd la oleorresina de

hexano para continuar con la purificacion.

Con los resultados obtenidos, se decidid continuar trabajando la oleorresina de la
extraccion con isopropanol, con un alto porcentaje de rendimiento de extraccion,
ademds de presentar absorcion a 281 nm y que su cromatograma era similar al de la

oleorresina comercial.

A la oleorresina obtenida en la extraccion con isopropanol, se le realizaron pruebas en
cromatografia de capa fina para ver la disociacion de componentes. Se encontrd que una
mezcla de diclorometano: acetonitrilo (95:5), daba una buena separacion. La placa

resultante se muestra en la Fotografia 8.
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Figura 8. Cromatogramas sobrepuestos de CL de cromatogramas sobrepuestos del
anexo de la figura A1, A2 y A3, columna Waters Spherisorb® 5 pum 4,6 mm x 250 mm,
a 30° C, 281 nm. 1,5 mL/min. Fase movil.: &cido fosforico diluido (1 en 1000) y
acetonitrilo 6:4.
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Fotografia 8. Placa de cromatografia de capa fina para la oleorresina obtenida de la
extraccion con isopropanol, utilizando una placa de gel de silice como fase estacionaria
y diclorometano acetonitrilo (95:5) como fase movil.

Al escalar a cromatografia de columna, se pudieron observar cinco anillos coloreados a
lo largo de la columna. Las primeras fracciones recogidas presentaban colores marrones
mas oscuros, ademas no daban efecto de picor al paladar, el color rojizo se fue
degradando conforme salian las demas fracciones, hasta que las ultimas fueron
amarillas, y algunas de las muestras recolectadas generaban sensacion de picor. Al

terminar de desarrollar la columna se recolectaron 29 fracciones, que se muestran en la

Fotografia 9.
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Fotografia 9. Columna cromatografica (a.) y las fracciones obtenidas (b.) por
cromatografia de columna de la oleorresina extraida con isopropanol, utilizando gel de
silice como fase estacionaria y diclorometano acetonitrilo (95:5) como fase movil.

Cada una de las fracciones fueron analizadas por cromatografia de capa fina, con una

placa de gel de silice y la misma fase mévil en que se desarrolld la columna. En la

Fotografia 10 se muestra la placa obtenida.

1 2 3 4567 8 9 101112 13 14 1516 17 181920 21 22 2324 25 26 27 28 29 Oleorresina

Fotografia 10. Cromatograma de capa fina de cada una de las fracciones obtenidas en
la columna de separacion cromatografica, utilizando una placa de gel de silice como
fase estacionaria y diclorometano acetonitrilo (95:5) como fase moévil.
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A partir de la separacion de componentes en la placa, se decidié unir las fracciones
segin mostraran manchas a una distancia similar, lo que se interpretd como que
presentaban componentes similares, obteniéndose asi cinco mezclas como indica el

siguiente cuadro:

Cuadro 2. Fracciones obtenidas en la cromatografia de columna

Numero Fraccion
lalal0 A
11alal3 B
14alal8 C
19ala23 D
24 ala 29 E

A cada una de las mezclas, se le realizaron analisis cualitativos por CL, junto con la
oleorresina comercial como patrén. Los cromatogramas se observan en la Figura 9. En
el cromatograma de la mezcla A y B, no se observan picos con tiempos de retencion
cercanos a 6 y 7 min., los cuales se supuso primeramente, se debian a la capsaicina y la
dihidrocapsaicina. Por lo que se deduce no presentan los alcaloides de interés, y mas
bien tienen una cantidad importante de carotenos, por la fuerte coloracidon roja,
arrastrados de primero en la columna por la fase mévil poco polar. Ademas como estas

fracciones no presentaban ningun grado de picor, se decidio descartarlas.
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Al comparar las muestras C, D y E con la muestra de oleorresina comercial, se nota la
presencia de dos picos principales con los tiempos de retencion cercanos a los obtenidos
en el cromatograma de la oleorresina patrén. Por otro lado estas fracciones eran menos
coloreadas, de consistencia menos oleosa y resultaron ser pungentes al gusto. Por lo

tanto fueron elegidas para la formulacion de la crema.
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Figura 9. Cromatogramas CL de las fracciones mezcladas obtenidas en la columna
cromatografica, con columna Waters Spherisorb® 5 um 4,6 mm x 250 mm a 30° C,
281 nm. 1,5 mL/min. Fase movil.: acido fosforico diluido (1 en 1000) y acetonitrilo 6:4.
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3.4. Formulacion del producto final.

En la formulacion de la crema se utilizaron como excipientes los porcentajes mostrados
en el cuadro 3. El lanette N y el cetiol V formaban la parte oleosa, ambas se mezclaron
y calentaron hasta fundirlas, posteriormente se agregd propilparabeno como
preservante, junto con la fraccion resultante de la purificacion de capsaicina como
principio activo. Por otra parte se disolvio en agua el metilparabeno que tenia funcion
de preservante. Por ultimo se mezclaron las dos fases cuando aun estaba caliente la fase
oleosa, obteniéndose una crema de aspecto uniforme, color rosa palido, de consistencia
no grasosa, de facil aplicacion y rdpida absorcion a la piel, como se muestra en la
fotografia 11.

Cuadro 3. Porcentajes de la formulacion de la crema con capsaicina como principio
activo.

Fase Materia prima %

Cetiol V 16

Lanette N 26

Oleosa Propilparabeno 0,1

Muestra con
capsaicina y 0,5
dihidrocapsaicina

Acuosa Metilparabeno 0,2
Agua C.S.p.

Total 100
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Fotografia 11. Imagen de la crema envasada.

3.5. Evaluacion de la accion analgésica de la crema.
Con los datos de tiempo de reaccion obtenidos en cada uno de los grupos de ratas, se
calcularon los promedios y las desviaciones estandar para cada tratamiento.
Posteriormente se calculd el porcentaje de actividad analgésica; al dividir el tiempo que
duraban las ratas en quitar las colas del foco, en el tiempo base, a los 30, 60 y 90 min.
de aplicado el medicamento, entre el tiempo medido al aplicar el medicamento o tiempo
a los 0 min., tomando este como 100 % de actividad. Los resultados se muestran en el

cuadro A.2.

Al comparar los resultados de actividad analgésica entre las ratas del control negativo
(solucidn salina) contra el control positivo (diclofenaco) y la formulacion evaluada, se
determind si la diferencia entre los datos del grupo control negativo, y los
medicamentos sedantes eran estadisticamente significativos, sin embargo la prueba de
varianza estadistica determiné que no lo eran; esto debido a que las desviaciones
estandares relativas entre los comportamientos al estimulo en las ratas fueron datos muy
grandes, posiblemente porque el medicamento fue administrado en forma tdpica, lo que

pudo variar mucho la cantidad de droga aplicada a la superficie de la cola, ademas de la
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dosis absorbida por el animal, alterando el comportamiento de cada rata y provocando

la diferencia entre ellas.

Como los datos no eran estadisticamente significativos, se construyé la grafica de la
Figura 10 a partir de los mismos, con el fin de observar el comportamiento analgésico,

de los medicamentos administrados respecto a la solucién salina.

El comportamiento esperado era una tendencia decreciente de la actividad analgésica en

la solucion salina respecto al tiempo, pues esta tenia la funcion de blanco.

Con respecto al diclofenaco sédico como analgésico comercial se esperaba que su
actividad de analgesia aumentara con el tiempo, se encontrd que su efecto aument6 a la
primera media hora, se mantuvo constante hasta una hora después de aplicado y luego
comenzd a perder su accidon analgésica presentando una tendencia decreciente en la

grafica a los 90 min.

En cuanto a la capsaicina se esperaba que su comportamiento fuera muy similar al del
diclofenaco y por ende diferente a la tendencia de la solucién salina, que no tenia accion
analgésica. Al evaluar la formulacion experimental de capsaicina la actividad sedante a
los 30 min. de aplicado el tratamiento no era muy alta, y era mucho menor que la del
diclofenaco, sin embargo la evaluacion a los 60 min. ya habia aumentado, y la actividad

continuaba practicamente constante a la hora y media de administrado la crema.
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Como se muestra en la grafica, a los primeros 30 min. el diclofenaco ya habia generado
una accion sedante en la cola de las ratas, mientras le capsaicina ain era bajo. Luego de
una hora de aplicar los tratamientos, la actividad de la crema que tenia capsaicina ya
habia alcanzado a la del diclofenaco. Se encontré que a los 90 min. de aplicado el
tratamiento ya el diclofenaco empezaba a perder su efecto, aunque la accién de la
formulacion con capsaicina se mantenia alta; este comportamiento se puede explicar ya
que el mecanismo de accion en el organismo del diclofenaco es un antinflamatorio no
esteroideos (AINES) especifico, y funciona rdpidamente inhibiendo la ciclooxigenasa y
con ello la sintesis de prostaglandinas, que son las mediadoras del dolor y la
inflamacion (Goodman, et al, 1996); mientras tanto la capsaicina como agonista de los
receptores vanilloides tiene un efecto mas retardado, requiriendo un periodo mayor para
actuar mientras aumenta el flujo de la sustancia P y la agota (Szallasi y Blumberg.,
1999). Esto también provoca que el efecto tarde mas y se prolonga la accion analgésica
por un periodo mayor, por lo que a la hora y media de aplicada la crema todavia las

ratas habian perdido la sensibilidad al estimulo caldrico del aparato del Tail Flick.
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Figura 10. Grafica de la actividad de los diferentes tratamientos administrados a las
ratas en el ensayo del Tail flick.

3.6. Identificacion de capsaicina.

En la Fotografia 12 se observa la placa de cromatografia de capa fina que se desarrolld
al final de la investigacion, en ella se desarrolld una muestra de capsaicina grado
reactivo (muestra A), junto con la oleorresina obtenida con el extracto de isopropanol
utilizado para la formulacion de la crema (muestra B). La placa fue revelada con el
reactivo de Dragendroff. Se observa una mancha rojiza (resaltada en azul), que aparece
tanto en la muestra A como en B después de aplicado el revelador. En A hay solamente
una mancha correspondiente a la capsaicina, al comparar con B, se nota la presencia de
dicha mancha a la misma altura de A. Con esta identificacion, se puede asegurar que la

oleorresina que se extrajo con isopropanol, efectivamente presentaba capsaicina.



43

Fotografia 12. Cromatograma de capa fina del reactivo de capsaicina (A) y la
oleorresina de la extraccion con isopropanol (B), utilizando una placa de gel de silice
como fase estacionaria; como fase movil diclorometano : acetonitrilo (95:5), reveladas
con el reactivo Dragendroff.

En el cromatograma de la Figura 11, que se obtuvo con el andlisis por cromatografia
liquida al reactivo de capsaicina, sale un pico principal en un tiempo retencion de 6,14;
correspondiente a la capsaicina. De igual forma, en la parte inferior de la Figura 11 se
observa el cromatograma del mismo andlisis realizado a la mezcla utilizada para la
formulacion de la crema. En el cromatograma se presenta un pico con un tiempo de
retencion de 6,20, comparando con el respectivo para el reactivo tomado como estandar,

queda la certeza de que realmente se obtuvo capsaicina del chile picante panamefio para

la formulacién de la crema.

El tiempo de retencion obtenido para el reactivo de capsaicina, también permite
comparar con los analisis en cromatografia liquida, realizados anteriormente a cada una
de las oleorresinas y a las mezclas de las fracciones obtenidas de la columna. En estos

cromatogramas salia un pico definido a un tiempo cercano a 6 min., en las mismas
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condiciones de analisis, por lo que se deduce que en esos casos

responsable de dicha sefial.
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Figura 11. Cromatogramas sobrepuestos de CL del reactivo de capsaicina (a) y de la
muestra (b), columna Waters Spherisorb® 5 pm 4,6 mm x 250 mm a 30° C, 281 nm.
1,5 mL/min. F.M.: 4cido fosforico diluido (1 en 1000) y acetonitrilo 6:4.
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CAPITULO IV

4.1. CONCLUSIONES

e El isopropanol y el etanol al 95% dieron un mayor rendimiento en la obtencion
de oleorresina, como disolventes de extraccion,.

e El reactivo de Dragendroff revelo alcaloides en cada una de las oleorresinas
obtenidas.

e El etanol al 95% vy el isopropanol son disolventes adecuados para extraer
capsaicina y dihidrocapsaicina; mientras el diclorometano y el hexano extraen
mayor cantidad de carotenos y grasas.

e FEl método de analisis de la farmacopea norteamericana USP 30-NF 25 sirvio
para identificar la presencia de capsaicina y dihidrocapsaicina en las oleorresinas
y fracciones obtenidas.

e [a mezcla de diclorometano : acetonitrilo (95:5), utilizada en cromatografia
como fase movil, permitid una separacion favorable de los compuestos en la
muestra de la extraccion.

e Aplicando la técnica de cromatografia de columna se logrd separar gran
cantidad de carotenos y grasas presentes en la oleorresina extraida con
isopropanol.

e FEl analisis de la oleorresina comercial de C. annum, como patrén de

comparacion a las obtenidas experimentalmente y el grado de picor en las
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muestras y fracciones de la columna, fueron indicadores para rastrear la
presencia de capsaicina y dihidrocapsaicina.

Se obtuvo como producto final una crema uniforme, con olor caracteristico,
color rosa palido, de consistencia no grasosa, de facil aplicacion y répida
absorcion a la piel.

Con el ensayo del “Tail flick” se logrd evaluar la actividad analgésica de la
crema.

La capsaicina tuvo un efecto analgésico similar al que presentd el diclofenaco
sodico.

Al final de la investigacion se logré demostrar la presencia de capsaicina al

comparar contra un reactivo capsaicina.
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4.2. RECOMENDACIONES:
La oleorresina obtenida con etanol al 95% podria ser sometida al proceso de
purificacion de carotenos y grasas, y utilizarla en la formulacion de la crema.
La identificacion de la presencia de capsaicina en las muestras por medio de la
sensacion de picor, pudiera realizarse con una cantidad estadistica de personas
que evaluen el grado de picor.
Para determinar la cantidad exacta de capsaicina y dihidrocapsaicina presentes
en la crema, se puede utilizar un estandar de referencia primario.
Desarrollar otras formulaciones como geles o suspensiones, a base de la
capsaicina como opciones fitofarmacéuticas.
Utilizar diferentes variedades del género capsicum, como el chile habanero,
para la obtencion del principio activo.
Realizarse estudios posteriores de estabilidad a la crema, determinando asi la
consistencia y degradacion de las materias primas, y ver si estas resultaron las

mas adecuadas para el producto final.
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Cuadro A.1. Resultados del tiempo, en segundos, de reaccion de las ratas en el ensayo
Tail flick en los tres grupos de ratas.

Medicion en Medicion Medicion Medicion Medicion
Tratamiento| Rata Masa tiempo base a los a los a los a los
rata (g) (s) 0 min (s) 30min(s) | 60 min(s) | 90 min (s)

1 215 1,5 3,1 1,4 1,2 1,0

2 231 1,2 3,3 1,5 1,4 1,3

3 243 2,0 34 1,8 1,4 1,6

. ., 4 239 2,4 3,2 1,6 1,6 1,7
D‘:gi;‘::’“ 5 214 1,5 2,0 1.4 1,3 1,2
6 233 1,9 2,9 1,5 1,4 1,9

7 223 1,8 3,2 2,2 1,6 1,5

8 249 1,8 3,0 1,5 1,5 1,4

Promedio| 230 1,7 3,0 1,6 1,4 1,4

1 188 2,1 4.4 2,6 2,9 2,1

2 196 2,7 4,7 2,6 3,0 1,9

3 192 1,7 3,0 2,9 2,4 2,7

. 4 188 2,6 8,1 34 2,5 3,2
chsl(f)ﬁf;‘:c" 5 189 24 3,1 2,6 3,5 2,5
6 189 2,9 3,9 2,0 1,8 2,8

7 192 1,3 3,3 2,3 2,7 2,8

8 202 1,8 5,2 3,5 2,4 2,2

Promedio| 192 2,1 4.4 2,7 2,6 2,5

1 198 2,0 4,1 1,8 2,0 2,4

2 250 2,1 42 1,8 1,9 1,9

3 259 1,3 2,1 1,9 1,9 2,1

4 223 1,9 2,7 1,5 1,6 1,5

Capsaicina 5 256 2,0 3,3 1,9 2,0 2,2
6 235 2,5 1,9 1,7 2,0 1,9

7 247 2,3 3,5 2,7 1,8 1,8

8 235 1,8 4,8 1,4 33 1,9

Promedio| 237 2,0 33 1,8 2,1 2,0
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Cuadro A.2. Resultados del porcentaje de actividad analgésica del ensayo Tail flick en
los tres grupos de ratas.

Tratamiento Rata En tiempo A los A los A los
base (%) |30 min (%) | 60 min (%) | 90 min (%)

1 48,39 45,16 38,71 32,26

2 36,36 45,45 42,42 39,39

3 58,82 52,94 41,18 47,06

4 75,00 50,00 50,00 53,13

o 5 75,00 70,00 65,00 60,00
Disolucion

<alina 6 65,52 51,72 48,28 65,52

7 56,25 68,75 50,00 46,88

8 60,00 50,00 50,00 46,67

Promedio 59,42 54,25 48,20 48,86

llesi;‘lfg:;“ 13,02 9,73 8,15 10,67

1 47,73 59,09 65,91 47,73

2 57,45 55,32 63,83 40,43

3 56,67 96,67 80,00 90,00

4 32,10 41,98 30,86 39,51

. 5 77,42 83,87 112,90 80,65
Diclofenaco

<badico 6 74,36 51,28 46,15 71,79

7 39,39 69,70 81,82 84,85

8 34,62 67,31 46,15 42,31

Promedio 52,47 65,65 65,95 62,16

]1‘3;‘;‘;:;“ 17,20 17,85 25,84 21,75

1 48,78 43,90 48,78 58,54

2 50,00 42,86 4524 4524

3 61,90 90,48 90,48 100,00

4 70,37 55,56 59,26 55,56

5 60,61 57,58 60,61 66,67

Capsaicina 6 131,58 89,47 105,26 100,00

7 65,71 77,14 51,43 51,43

8 37,50 29,17 68,75 39,58

Promedio 65,81 60,77 66,23 64,63

De esi;‘ﬁ:;“ 28,61 22,73 21,25 23,31
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Preparacion del reactivo Dragendroff:

Disolucién A:

1,7 g de nitrato de bismuto
20 g de acido tartarico

80 mL de agua

Disolucién B:
16 g de yoduro de potasio
40 mL de agua

Se mezclo6 a una proporcion de igual volumen de la disolucion A y B. Por ultimo 10
mL de esta mezcla se agregaron a 10 g de acido tartarico en 50 mL de agua (Stahl.,
1969)
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Spherisorb® 5 um 4,6 mm x 250 mm a 30° C, 281 nm. 1,5 mL/min. Fase movil.: &cido
fosforico diluido (1 en 1000) y acetonitrilo 6:4
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Figura A3. Cromatograma de CL de la oleorresina comercial de C. annum, usando
columna Waters Spherisorb® 5 um 4,6 mm x 250 mm a 30° C, 281 nm. 1,5 mL/min.
Fase movil.: acido fosforico diluido (1 en 1000) y acetonitrilo 6:4
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