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Estudio experimental comparativo del efecto analgésico y
antiinflamatorio de Copaiba frente a morfina e indometacina

Comparative experimental study of analgesical and anti-inflammatory effects
between copaiba versus morphine and indomethacin
Flor Elena Arenas Canchuja,' Karen Arévalo Lazo,? Carlos Contreras?

RESUMEN

Objetivo. Demostrar los efectos analgésicos y antiinflamatorios del aceite de Copaiba; asi como comparar
sus efectos frente a Morfina ¢ Indometacina. Materiales y métodos. Estudio experimental realizado en el
Laboratorio de Farmacologia de la Universidad Ricardo Palma en noviembre del 2010, se utilizo el mo-
delo de analgesia periférica con el uso del “Hot plate test” a 55°C en 9 ratones suizos machos distribuidos
en 3 grupos: control negativo, Copaiba y morfina. Se utiliz6 el método del edema plantar para determinar
el efecto antiinflamatorio en 6 ratas albinas Wistar machos, distribuidos en 3 grupos: control negativo,
Copaiba ¢ indometacina. Se les indujo edema plantar con carragenina (1%), 0.1 ml por pata y el edema
fue determinado usando un paquimetro analgico. Se midi6 un basal 30 minutos antes de la administra-
cién de los farmacos y posteriormente cada 30 minutos durante 3 horas tras la administracion oral del
aceite de Copaiba (100mg/Kg), morfina (Img/kg) e indometacina (10mg/kg) en sus respectivos modelos.
Resultados. El tratamiento con aceite de Copaiba tuvo un tiempo de reaccion al calor 3.17s mayor que el
basal. El tiempo de reaccion en el tratamiento con morfina fue 0.39s mayor que el basal. El tratamiento
con aceite de Copaiba tuvo un aumento de 0.50 ml tras la induccién del edema plantar. Sin embargo, con
el tratamiento de indometacina esta diferencia fue de 0.04 ml. Conclusion. El aceite de Copaiba presenta
efectos analgésicos y antiinflamatorios, siendo superiores a la morfina y similares a la indometacina res-
pectivamente.
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SUMMARY

Objective. Demonstrate the analgesic and anti-inflammatory Copaiba oil effects, and compare their effects
in front to morphine and indomethacin respectively. Materials and methods. Experimental study conduc-
ted at the Pharmacology Laboratory of the Universidad Ricardo Palma in November of 2010, where the
model of peripheral analgesia was used with the “hot plate test" at 55°C in 9 male Swiss mice distributed
in three groups: negative control, Copaiba and morphine. The plantar edema method was used to determi-
ne the anti-inflammatory effect in six male Wistar albino rats, divided into three groups: negative control,
Copaiba and indomethacin. The plantar edema was induced with carrageenan (1%), 0.1 ml per leg and
cdema was determined using an analog pachymeter. A baseline of 30 minutes was measured before drug
administration and then every 30 minutes during three hours after oral administration of the Copaiba oil
(100mg/kg), morphine (1mg/kg) and indomethacin (10mg/kg) in their respective models. Results. The
treatment with Copaiba oil had a heat reaction time of 3.17s greater than the baseline. The reaction time in
the treatment with morphine was 0.39s higher than the basal. Treatment with Copaiba oil had an increase
of 0.50ml after plantar edema induction. However, with indomethacin treatment this difference was 0.04
ml. Conclusion. The results show that the Copaiba oil has analgesic and anti-inflammatory effects, being
superior to morphine and similarly to the indomethacin respectively.
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INTRODUCCION

El aceite de Copaiba es una resina obtenida del
exudado del arbol de la Copaiferasp. perteneciente
a la familia Fabaceae-Caesalpinoideae.! EIl
nombre cientifico es Copaifera officinalis L. Este
arbol silvestre habita en las regiones amazonicas
altas y bajas, en los departamentos de Loreto,
Madre de Dios y Ucayali, en el Pert. Dentro de
sus caracteristicas cabe recalcar que en sus hojas
se desarrollan unas glandulas que contienen
aceite resinoso con agradable aroma.

Sus propiedades medicinales fueron conocidas
por los indios americanos latinos quienes
lo empleaban para el tratamiento de ciertas
afecciones durante el siglo XVI,?> conocimiento
que surgio de las observaciones sobre el
comportamiento de animales heridos quienes
frotaban su cuerpo sobre los troncos del arbol de
la Copaiba. En el afio 1972, la FDA aprobo la
utilizacién del aceite de Copaiba® y actualmente
su resina es comercializada en Brasil en forma
de capsulas y de aceite crudo por sus efectos
antiinflamatorios* y antisépticos.” En estudios
cientificos se han demostrado que dentro de
sus propiedades también se encuentran efectos
analgésicos,” antitumorales,” antimicrobianos,’
antiulcerogénicos,’ cicatrizantes de heridas, entre
otros.

En cuanto a su propiedad antiinflamatoria, varios
estudios® han puesto en practica modelos como
la inhibicion del edema inducido por carragenina
para evidenciar ésta propiedad, obteniendo como
resultado efectos antiinflamatorios y el andlisis de
baja toxicidad (DL50 3,79 ml / kg) de la misma.
Otro modelo utilizado es el “edema de la pata de
rata™ el cual se basa en la variacion de volumen
de las patas traseras de los animales después de
aplicacién de estimulos inflamatorios como la
carragenina siendo previamente tratados con
disoluciones de Copaiba. En estudios anteriores
se observo una reducciéon del edema entre el 20%
al 40% con Copaiba, porcentajes menores a los
que presentaron los grupos pre-tratados con otros
antiinflamatorios (44%).

Se ha demostrado que sus propiedades se deben a
susprincipiosactivos,y también se hadeterminado
por cromatogratia que la Copaiba estd compuesta

por dipertenoides, que son los determinantes en
su accion antiinflamatoria.’ El acido kaurenoico
previene el dafio tisular'® en donde mediadores
inflamatorios como las especies reactivas del
oxigeno, aminas vasoactivas y eicosanoides
desempenan un papel destacado.'' La accion anti-
edematosa de los aceites esenciales extraidos del
pericarpio de Copaiba depende de la composicion
terpenoides,'" creyéndose que los sesquiterpenos
presentes en la resina son responsables de la
inhibicion de la inflamatoria.’? El spathulenol,
isdbmero que proviene del sequiterpeno, es activa
frente a procesos inflamatorios que regulan la
respuesta inmune celular.” Ciertos estudios
postulan que el posible efecto antiinflamatorio
radica en la inhibicién de las isoformas de la
COX."

En cuanto a su propiedad analgésica, existen
estudios en los cuales se realizd una comparacion
entre los efectos antinociceptivos de la Copaiba
frente a morfina en ratas induciéndoles dolor con
acido acético en el abdomen, obteniendo como
resultado un gran efecto analgésico de la resina
del arbol Copaiba.” Se denota que la actividad
antinociceptiva puede estar relacionada con la
reduccion en la liberacion de los mediadores de la
inflamacion, por el bloqueo de los receptores, por
el bloqueo en el sistema de eicosanoides, entre
otros, estos mecanismos basados en componentes
quimicos del aceite de Copaiba que podrian
actuar inhibiendo la fosfolipasa A2 o bloqueando
las ciclooxigenasas,'® como anteriormente ha
sido mencionado.

La Copaiba, es capaz de inducir efectos
antinociceptivos en aquellos previamente
tratados con naloxona (5 mg / kg) en estudios
que utilizaron el modelo de la placa caliente
para estudiar dicho efecto en ratones. El efecto
de la naloxona contra el aceite de Copaiba es
comparable con los obtenidos con naloxona
contra morfina en la columna vertebral. El
mecanismo de accidon parece ser por lo menos,
en parte, resultado de una accion directa sobre
los receptores opioides (subtipo ) en la médula
espinal. Otro mecanismo que se postula es a través
de la disminucidn directa en la actividad evocada
por las fibras C en los axones ascendentes o por la
disminucion en la produccién de PG responsable
de la estimulacion de dichas fibras."”
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En el Peri no existen estudios donde se
demuestre la propiedad anti-inflamatoria y
analgésica del aceite de Copaiba; a pesar de ello,
en la Amazonia peruana su utilizacioén es comin,
demostrando asi la gama de beneficios que ofrece
la medicina tradicional. Es importante, partiendo
de lo previamente mencionado, ahondar mas en
la investigacion cientifica de dichas propiedades
y asi aprovechar los recursos naturales sin atentar
contra la supervivencia de la flora amazdnica
pues este aceite tiene la particularidad de ser
obtenido de las hojas sin necesidad de talar la
planta de origen.

El objetivo general del presente estudio
es el demostrar los efectos analgésicos y
antiinflamatorios del aceite de Copaiba,
comparando los efectos analgésicos de la Copaiba
frente a la morfina y los efectos antiinflamatorios
de la Copaiba frente a la indometacina.

MATERIALES Y METODOS

Se realizo un estudio experimental para
establecer el efecto analgésico y antiinflamatorio
del aceite de Copaiba que se obtuvo del exudado
del arbol de la Copaifera sp procedente de la
selva peruana (Tarapoto, San Martin); siendo
procesado en el laboratorio de Farmacologia de
la Universidad Ricardo Palma, disolviéndose
con dimetilsulfoxido para obtener aceite de
Copaiba al 50%, el cual para el efecto analgésico
y antiinflamatorio, se administré via oral en dosis
de 0,2ml por 10g en ratones y 2ml por 10g en
ratas, respectivamente; siendo los animales
seleccionados por muestreo no probabilistico por
conveniencia.

En la evaluacién del efecto analgésico del
aceite de Copaiba se buscé demostrarlo como
compararlo con la Morfina; para esto se indujo
algesia en los ratones mediante el uso del “Hot
plate test” o test de la placa caliente. Se us6 9
ratones suizos machos (20 a 25 g), alimentados
con agua un dia antes de la prueba, forméndose
tres grupos (3 por grupo) que constituyen un
grupo basal negativo, grupo con administracién
oral de morfina (Img/kg o Img/ml [ ]) y grupo
con administracion oral del aceite de Copaiba al
50% (100mg/kg). Se midid un basal 30 minutos
antes de la administracion del aceite de Copaiba
y morfina en la placa caliente a una temperatura

de 55°C, midiendo el tiempo que demoraba cada
raton en levantar y lamerse la pata (Figura 1).
Se pesé cada raton y se les administré por via
oral el aceite de Copaiba y morfina segin el
grupo correspondiente por medio de una jeringa
de tuberculina (1ml), en las dosis mencionadas
anteriormente; grabandose el tiempo de reaccion
de los tres grupos al lamerse sus patas y saltar
a los 30, 60, 90, 120, 150 y 180 minutos tras
la administracion inicial; procediéndose luego
a analizar el efecto y comparacion por tablas,
graficos de barras y lineas del programa Excel
2007.

En el andlisis del efecto antiinflamatorio atribuido
al aceite de Copaiba se busco demostrarlo como
compararlo al efecto de la indometacina, en
este caso por el método de induccidn del edema
plantar. Para esto se emplearon 6 ratas albinas
Wistar machos (120-200mg), los cuales fueron
distribuidos en 3 grupos (2 por grupo) de los
cuales un grupo fue el control negativo, otro
de indometacina (control positivo) y el otro de
aceite de Copaiba. Estas fueron alimentadas con
agua un dia previo al experimento.

Treinta minutos antes de la aplicacion del agente
inflamatorio para la induccion del edema los
grupos fueron pesados y recibieron por via oral
los tratamientos con la disolucidén del aceite
de Copaiba al 50%, indometacina (10mg/kg o
10mg/ml [ ] ) para el control positivo y NaCl
0,9% para el control negativo. Luego se indujo
un edema plantar, que se basa en la variacién
del volumen de las patas traseras después de un
estimulo inflamatorio, por medio de la aplicacion
de carreginina (1%), 0.1ml por pata en la pata
derecha e igual volumen pero de solucién salina en
la pata izquierda (Figura 2). El edema producido
en las patas de cada animal se determiné por la
diferencia entre las medidas de la pata izquierda
y derecha usando un parquimetro analdgico. Las
patas fueron medidas antes de la aplicacion de la
sustancia proinflamatoria, y cada treinta minutos
durante 3h después de la aplicacion del estimulo;
procediéndose luego a analizar el efecto y
comparacion por tablas, graficos de barras y
lineas del programa Excel 2007.

Losanimales deexperimentacion fueron obtenidos
de la compra al laboratorio de farmacologia de
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la Universidad Ricardo Palma, y al término del
estudio, los animales de experimentacion no
fueron sacrificados.

RESULTADOS

En la tabla 1, se muestran los resultados finales
obtenidos al momento de cada medicion en los
dos grupos de medicamento y en el grupo control.
Se demuestra el efecto analgésico de la Copaiba
con respecto al basal pues el tiempo de reaccion
ante la placa caliente crece en el primer raton y en
el tercero en casi 6 segundos y en el segundo en
2 segundos en la primera medicidn; y el efecto se
mantiene hasta por 90 minutos donde empieza a
disminuir, manteniéndose por encima del basal 3
a 2 segundos hasta los 150 minutos, y un segundo
mas hasta los 180 minutos. Recalcar que el tercer
raton presentd cola de Strauss y convulsiones
después de la primera administracion, y por
ello se lo sacrifico después de esta. En el grupo
de administrados con morfina se observd una
prolongacion del tiempo de reaccion de casi
dos segundos con respecto al basal y una mejor
accion a partir de los 60 minutos, descendiendo

los valores por debajo del basal a partir de los 90
minutos.

En las figuras 3 y 4, se observan el efecto
analgésico superior de la Copaiba frente al grupo
control, cuya diferencia entre sus promedios en
cuanto a la respuesta al calor en ratones fue de
4.15 segundos. Por otra parte, comparando con
el efecto analgésico de la morfina, esta diferencia
fue de 2.24 segundos, siendo la Copaiba la que
mostré mejor efecto analgésico y con mayor
duracién del mismo. Ademds, a pesar que se
observé un efecto maximo de analgesia a los
60 minutos en el grupo al cual se le administrd
morfina con respecto al del aceite de Copaiba, su
efecto decae inmediatamente, tanto es asi que a
los 90 minutos se observa que la diferencia con el
grupo control es minima. En cambio, el aceite de
Copaiba muestra un efecto analgésico maximo a
los 30 minutos de haber sido aplicado, mostrando
un periodo de mayor duracion en su efecto hasta
los 180 minutos, siendo sostenido y superior al
del grupo de morfina.

El efecto antiinflamatorio de los grupos se observa
en la tabla 2, recalcando que en el grupo de aceite
de Copaiba se demostrd su efecto antiinflamatorio
al coincidir las medidas del basal y de los 30
minutos posterior a la administracion del aceite
de Copaiba, teniendo efecto breve, pues para

la segunda medicion
Tabla 1. Modelo de analgesia periférica. (60 mm) el edema se
incrementa y en las
MODELO DE ANALGESIA PERIFERICA ’ i
Grupos  Peso Volumena Basal Promedio 30 60 90 120 150 180 Promedio posteriores mediciones
experimen- (g) administrar Basal min min min min min min (g se hace notar un
tales (ml) (s8g) (seg) (seg) (seg) (se2) (seg) i
CONIROL 17.5  0.175 1222 9.21 1105 1042 969 359 349 328  6.75 mcre}lllento notable en
200 0200  9.61 1045 1218 9.64 570 519 4.44 relacion al basal, sobre
225 0.225 5.79 644 464 636 6.17 429 435 todo a los 150 minutos
COPAIBA 245  0.490 542 773 1157 1096 1074 926 1134 1056  10.90 :
187 0370 737 9.69 1112 1265 1017 855 8§07 en adelante. Mientras
160 0320 1040 6% X X X X X que los resultados del
MORFINA 17.5 0.017 7.54 827 894 1180 1166 887 870 6.61 8.66 efecto antiinflamatorio
200  0.020 545 895 9.15 901 6.04 544 534 . -
15.7 0.015 11.82 1482 1677 7.96 527 535 5.20 de la mfiometacma,
se observd que en
relacion a la medicion
bla 2. Modelo d i jo. o ey
Ta o de efecto antiinflamatorio. basal existi6 una
MODELO ANTIINFLAMATORIO minima variacion en la
Grupos Peso Volumena Basal Promedio 30 60 90 120 150 180 Prome progresién del edema,
experimentales (g) administrar basal min min min min min min dio % tand ot
(1) (#2) (08) (2 (seg) Gew) (sep) (o) ~ Prosentando cste su
CONTROL 1500  1.50 040 040 040 075 080 130 170 200 128  maxima expresion a
1900  1.90 0.40 0.40 0.80 1.10 2.00 2.10 2.00 recitna Tos 90 mivmios
COPAIBA 1275 2.55 040 050 040 070 075 1.00 135 1.30 1.00 3 .
1700 340  0.60 0.60 075 090 1.10 150 1.60 y manteniéndose asi
INDOMETACINA 1440 0.14 150 145 150 155 160 1.60 150 140 149 en las siguientes 2
1730 0.17 1.40 140 145 145 150 1.60 1.30

mediciones hasta que
a los 180 minutos
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donde comienza a presentar incluso una
ligera disminucién, demostrando asi un
efecto antiinflamatorio més prolongado de la
indometacina.

En la figura 5, se observa que el grupo control
aumenta como se esperaba ya que no se
administr6 ningin farmaco anteriormente,
constrastando asi con el efecto del aceite de
Copaiba cuyo edema disminuye moderadamente,
a diferencia de la indometacina que denota un
mejor efecto antiinflamatorio que la Copaiba ya
que no solo impide que se eleven los valores sino
que también muestra un efecto mas prolongado.
Ocurre lo mismo en la figura 6, donde se contrasta
los promedios, recalcando que en el grupo de
indometacina se obtuvo un volumen similar a su
basal por su efectiva accion antiinflamatoria que
no dejé que el edema progrese, superando asi al
aceite de Copaiba.

Figura 1. Raton en la prueba de placa caliente, al
momento de reaccion.

inducido por carragenina.

DISCUSION

Se observo que el efecto analgésico periférico es
mas potente al utilizar el aceite de Copaiba frente
a morfina. Dicho efecto se puede atribuir a un
probable mecanismo de accién sobre receptores
opioides tipo ."* Ademads de lo mencionado, el
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Figura 3. Comparacion de los efectos analgésicos
entre control, Copaiba y morfina.
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Figura 4. Promedio final y basal segin las
mediciones hechas en analgesia.
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Figura5.Comparaciéndelosefectosantiinflamatorios
entre el control, copaiba e indometacina.
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Figura 6. Promedio final y basal segin las
mediciones hechas en efecto antiinflamatorio.
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efecto de inicio rapido con un efecto maximo
temprano es caracteristico de la evolucion
temporal de la accion de los agonistas opioides
(por ejemplo, morfina) que median la analgesia
a través de mecanismos centrales en condiciones
normales y afecciones inflamatorias."

Al analizar estudios anteriores, quienes utilizaron
el mismo método pero con mayor cantidad
de animales, obtuvieron efectos similares al
presente estudio. Los estudios mencionados
también atribuyen al aceite de Copaiba un efecto
analgésico mediado por la disminucion directa en
la actividad evocada por las Fibras C de los axones
ascendentes, o la disminucion en la produccion
de PG responsables de la estimulacion de estas
mismas.'” El aceite de Copaiba se compone
principalmente de sesquiterpenos (hidrocarburos
y compuestos oxigenados) y diterpenos,’ y sus
efectos analgésicos se deben a la inhibicién de
liberacion de mediadores como la histamina,
serotonina, la bradicinina, las citocinas vy
eicosanoides con un aumento en los niveles de
liquido peritoneal de estos.'® Dichos mediadores
son capaces de aumentar la permeabilidad
vascular, asi como para reducir el umbral de la
nocicepcion y estimular la terminal nerviosa de
las fibras nociceptivas,* (Figura 1).

Las dosis que se administraron del aceite de
Copaiba fueron mayores a los de morfina, esto
se explica por las diferencias en la composicion
y concentracién que presentan, ademas el aceite
de Copaiba no es una droga pura ni sintética.
Aquellos estudios en los cuales utilizaron la
prueba de analgesia periférica, atribuyen Ia
accion de larga duracién del aceite de Copaiba a
una lenta eliminacion de sus componentes en el
cerebro, basados en su solubilidad en lipidos.?*'

Los ratones recibieron dosis orales del aceite
de Copaiba y es importante recalcar que el pH
del estomago pudo interferir con su absorcion
pudiendo absorber mucho o menor compuesto
por la caracteristica de su solubilidad en grasas.*
Sumado a esto, su efecto de eliminacion lenta
en el cerebro,” explica su efecto toxico por
sobredosis manifestada en signos de disnea, cola
de Straus y convulsiones en un raton. Teniendo
en cuenta las reacciones adversas de los agonistas
opioides, que pueden generar crisis convulsiva y
depresion respiratoria por excitacion de neuronas

piramidales hipocampales por inhibicion de
la liberacion de GABA por las interneuronas,’'
confirmaria aun mas su mecanismo de accion.

Después de la aplicacién de carragenina, el edema
en la pata de las ratas se mostré como tiempo-
dependiente. Segin algunos modelos de estudios
realizados para la experimentacion de sustancias
con supuestos efectos anti inflamatorios, la
carragenina actiia como sustancia proinflamatoria
estimulando la produccién de prostaglandinas
y promoviendo procesos inflamatorios inmuno
logicos y angiogénicos.?

En el grupo tratado con la disolucion de aceite
de Copaiba se obtuvieron resultados que nos
hacen suponer efectos antiinflamatorios, ya que
al momento de inducir el edema, se observd en
las primeras mediciones ausencia de variacion,
recién en la medicidn realizada a los 120 minutos
se observd una considerable disminuciéon de
su efecto antiinflamatorio evidenciado en el
aumento del edema inducido por la carragenina.
En contraste con el grupo con indometacina, en
quienes se obtuvieron resultados antiinflamatorios
en las mediciones posteriores a los 120 minutos.
Si bien no se evidencité diferencia significativa
entre ambos grupos en las mediciones iniciales,
el efecto antiinflamatorio de la indometacina se
destaco alrededor de los 180 minutos, cuando su
accién se mostro potente y sostenida.

Los resultados obtenidos tienen su respaldo en la
literatura, que afirma el potencial antinflamatorio
del aceite de Copaiba, esto explicado por un
componente que tiene en su haber: el acido
kaurenoirco (un tipo de diterpeno).” Los
sesquiterpenos le confieren dicha propiedad
previniendo el dafio tisular” donde mediadores
inflamatorios  desempefian un papel de
importancia.”* Ademas, se le han atribuido efectos
de tipo inhibitorio sobre una enzima de membrana
unida al hemo liberado de los granulos de
almacenamiento por activacion de los neutrofilos
en inflamacion, que cataliza la formaciéon de
especies reactivas.”® El de mayor importancia
es el [-caryophyleno el cual tiene efecto
antiinflamatorio y de accién frente al edema.’
La Copaiba actia mediante la disminucion de
infiltracidn leucocitaria ademas de una inhibicion
de la liberacion de la prostaglandina E,, por
inhibicion de la COX-1 y COX-23%2 pero
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en los resultados del estudio no se obtuvo una
inhibicion del edema, sino mas bien s6lo un buen
control en la fase inicial, lo que lleva a pensar que
su efecto no posee mucha duracion ni potencia en
la inhibicién del edema como en otros estudios
realizados, aunque durante un periodo corto si
fue efectivo. La explicacién puede atribuirse a
la existencia de diferentes disoluciones con una
determinada concentracion de aceite de Copaiba
(y sus sesquiterpenos) lo cual puede producir
diferentes valores porcentuales de inhibicion
del edema.'" La disolucién con la que se trabajé
contaba con 50% de aceite de Copaiba y 50% de
Dimetilsulfoxido, considerandola apropiada, ya
que, de haberse empleado una mayor cantidad se
podrian producir otros efectos no deseados, como
en el experimento de analgesia, donde se produjo
una aparente depresion respiratoria.

No se encontraron limitaciones en la realizacion
del presente estudio.

El presente estudio concluye que el aceite
de Copaiba presenta efectos analgésicos y
antiinflamatorios. Presenta efectos analgésicos
de mayor potencia con mayor duracion frente a la
morfina. Su efecto antiinflamatorio es de menor
potencia frente a la indometacina.

Dado los resultados seria importante ahondar en la
investigacion al conseguir mayor financiamiento
para lograr que estos mismos efectos sean
demostrados a mayor escala y que el aceite de
Copaiba pueda ser patentado en nuestro pais,
dando beneficio a un producto propio de nuestra
selva peruana.

Fuentes de financiamiento: Recursos propios
de los investigadores.
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sido realizado sin ningin fin lucrativo. Los
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