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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad cicatrizante del extracto etandlico de las
hojas de Kalanchoe pinnata (dulcamara) mediante lesiones inducidas en ratones (Mus musculus).
El material vegetal recolectado fue seleccionado, se realiz6 un estudio macro y micromorfol6gico
de la planta fresca, luego, al material vegetal (hojas) se secé y triturd, posteriormente se hizo el
control de calidad de la droga vegetal cruda e identificacién de metabolitos secundarios mediante
el tamizaje fitoquimico. Se prepar6 una maceracion, utilizando 50 g de planta molida en 500 ml
de etanol al 70 %, el extracto obtenido fue concentrado y liofilizado. Como tratamiento se
administré el extracto liofilizado mediante la preparacion de un gel base, a diferentes
concentraciones (25 ppm, 100 ppm y 300 ppm) de Kalanchoe pinnata. Para la evaluacién de la
actividad cicatrizante se emplearon 30 ratones (hembras) de 2 a 3 meses de edad, peso aproximado
de 2530 g, se dividi6 en 6 grupos: Grupo A (control blanco — sin tratamiento), Grupo B (control
negativo — gel base), Grupo C (Unguento herbal “MEBO” 0.25 % B-sitoesterol), Grupo D (gel a
25 ppm), Grupo E (gel a 100 ppm) y Grupo F (gel a 300 ppm). Se midi6 y observo diariamente
la longitud y ancho de la herida, la formacién y desprendimiento de la costra y se contabilizaron
los dias que tardaron en cicatrizar las heridas en los modelos experimentales. Los datos obtenidos
se analizaron mediante pruebas estadistica como Anélisis de varianza (ANOVA) unifactorial y
test de Tukey. Se concluyé que el gel del extracto a 300 ppm presentd un mejor efecto cicatrizante,
debido a que las heridas cicatrizaron en 9 dias y mostré una cicatrizacion similar al control
positivo. Se recomienda realizar estudios del extracto en otras actividades farmacolégicas por la

cantidad de metabolitos identificados en el tamizaje fitoquimico.

Palabras clave: <ACTIVIDAD CICATRIZANTE>, <DULCAMARA> <Kalanchoe pinnata>,
<RATONES (Mus musculus)>, <EXTRACTO ETANOLICO>, <GEL>.
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ABSTRACT

The main objective of this research study was to evaluate the healing activity of the ethanolic
extract of the leaves of Kalanchoe pinnata (dulcamara) through induced lesions in mice (Mus
musculus). The collected plant material was selected and a macro and a micromorphological study
of the fresh plant was carried out. Then, the plant material (leaves) was dried and crushed. Later
the quality control of the raw plant drug was carried out, and the identification of secondary
metabolites was done employing phytochemical screening. A maceration was prepared, using 50
g of ground plant in 500 ml of 70% ethanol, the extract obtained was concentrated and lyophilized.
As a treatment, the lyophilized extract was administered by preparing a base gel, at different
concentrations (25 ppm, 100 ppm, and 300 ppm) of Kalanchoe pinnata. For the evaluation of the
healing activity, 30 mice (females) from 2 to 3 months of age were used, weighing approximately
25 - 30 g, divided into 6 groups: Group A (white control - without treatment), Group B (control
negative — base gel), Group C (herbal ointment “MEBO” 0.25% -sitosterol), Group D (25 ppm
gel), Group E (100 ppm gel) and Group F (300 ppm gel). The length and width of the wound, the
formation, and detachment of the scab were measured and observed daily, and the days it took
for the wounds to heal in the experimental models were registered. The data obtained were
analyzed using statistical tests such as unifactorial Analysis of Variance (ANOVA) and Tukey's
test. It was concluded that the extracted gel at 300 ppm had a better healing effect since the
wounds healed in 9 days and showed healing similar to the positive control. It is recommended
to carry out studies of the extract in other pharmacological activities due to the number of

metabolites identified in the phytochemical screening.

Keywords: <HEALING ACTIVITY>, <DULCAMARA> <Kalanchoe pinnata>, <MICE (Mus
musculus)>, <ETHANOL EXTRACT>, <GEL>.

I
Mgs. Evelyn Carolina Macias Silva
C.1 0603239070
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INTRODUCCION

La piel es el érgano més grande del cuerpo humano, funciona como barrera protectora de los
organos internos, protegiendo de temperaturas extremas, quimicos, microorganismos y realizando
el equilibrio homeostatico, ademas participa en la distribucion de algunos farmacos. Sin embargo,
es vulnerable a sufrir disrupcion en su estructura generando heridas.
Una herida hace referencia a una lesion accidental o intencional en la piel, es un problema de
salud que afecta a la poblacion de todas las edades, provocando una alta morbilidad y mortalidad.
El proceso de cicatrizacion de heridas cutaneas depende de varios factores como mediadores
sistémicos, tipo de herida, condiciones nutricionales y enfermedades subyacentes, los cuales
determinan un desarrollo normal o anormal en su proceso fisiologico (fases: inflamatoria,
proliferativa y maduracion). Actualmente existen tratamientos que ayudan a la cicatrizacién de
heridas, los cuales se enfocan en autoinjertos, aloinjertos, apésitos, colageno, &cido hialurénico y
administracion de factores de crecimiento (Andrades, 2011, p. 2).
Desde décadas atras, cientificos se encuentran investigando diversas areas clinicas y nuevas
alternativas terapéuticas que contribuyan a determinar un ambiente adecuado para que se
desarrolle una cicatrizacion adecuada y rapida. Han realizado diferentes estudios en inmunologia,
morfogenética, nutricion y botanica, los cuales evidenciaron que es importante implementar
estrategias terapéuticas enfocadas en las dianas farmacoldgicas, con el objetivo de impulsar una
cicatrizacion en un menor tiempo, con reduccion de dolor y mejorar la calidad de vida del paciente
(Castelo et al., 2020, pp. 803).
En las estrategias terapéuticas se han estudiado las sustancias quimiotacticas para las células
inflamatorias, citoquinas, factores de crecimiento, inhibidores de proteasas, agentes
antiinflamatorios y antimicrobianos, fototerapia y el uso de plantas medicinales, entre otras
(Castelo et al., 2020, pp. 803).
El empleo de plantas medicinales se ha evidenciado desde tiempos antiguos, los indigenas
utilizaban para tratar distintitas afecciones de salud como inflamaciones, resfriados, dolores
articulares, heridas, ulceras, quemaduras, fiebres, diarrea, infecciones, etc. Los medicamentos
herbales cumplen un papel importante en la vida cotidiana del hombre ayudando a prevenir, tratar
y curar enfermedades. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indic6 que la medicina
moderna estd creciendo a nivel mundial, no obstante, el 66 % de la poblacion en paises
subdesarrollados aun asisten a la medicina tradicional (Medina, 2022, p.1).
Ecuador es considerado un pais multiverso en flora y fauna, por ende, tiene un gran potencial en
el uso de plantas que contribuyen la medicina tradicional, siendo fundamental conocer los
beneficios y sus formas de utilizar. En este sentido, se han realizado estudios etnobotanicos
enfocados en la region Andinay Amazonica para identificar cada especie vegetal y establecer su
potencial farmacolGgico (Paredes et al., 2015, p. 40).
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En base al contexto mostrado, en esta investigacion se evalud la actividad cicatrizante de
Kalanchoe pinnata, una especie vegetal presente en Ecuador en todas las épocas del afio, la cual
se adapta a todo clima, tiene forma de arbusto, almacena grandes cantidades de agua tanto en sus
hojas como en su tallo. Es propia de Madagascar, pero se ha desarrollado ampliamente en paises
sudamericanos, con mayor presencia en Colombia, Ecuador y Peru.

Varios estudios demuestran que esta especie vegetal tiene gran cantidad de metabolitos
secundarios, que actdan en beneficio de la salud. Investigaciones internacionales han demostrado
gue es hipoglucemiante, hipocolesterolémica, antifingica, antibacteriana, ansiolitica,
antiinflamatoria, cicatrizante, entre otras (Kumar et al., 2020, p. 4).

Como consecuencia de lo expuesto, el proposito principal de esta investigacion fue evaluar la
actividad cicatrizante del extracto etandlico de las hojas de Kalanchoe pinnata (dulcamara),
especie habitada en la region Andina del Ecuador, a través de un modelo de escisién in vivo en el
dorso de ratones albinos Mus musculus. Se reconocieron las diferentes estructuras macroscopicas
y microscopicas de la planta, se realiz6 control de calidad y ensayos fitoquimicos para identificar
los metabolitos presentes. Ademaés, se busca impulsar el desarrollo de medicamentos herbarios
mediante el estudio de plantas medicinales presentes en nuestro pais aprovechando sus recursos
biodiversos de forma adecuada.

El presente trabajo, esta estructurado en cuatro capitulos:

Capitulo I, Diagnostico del problema; contendra la problematizacion, que constituye la base del
desarrollo de este trabajo experimental para solventar las necesidades de las personas que sufren
heridas y problemas de cicatrizacién, el planteamiento del problema, justificacién y los objetivos
del estudio.

Capitulo 1, se detalla el marco tedrico. Comprende antecedentes de la investigacion y referencias
tedricas resaltando la definicién de los términos relacionados.

Capitulo 11, presenta la metodologia y el disefio de la investigacion, equipos, instrumentos y
reactivos utilizados en el desarrollo del estudio, técnicas de andlisis y procesamiento de datos.
Capitulo 1V, expone el desarrollo de la investigacion, analisis e interpretacion de resultados
obtenidos en cada estudio realizado.

En el daltimo apartado se presenta las conclusiones y recomendaciones de acuerdo con los
resultados obtenidos durante el desarrollo del trabajo experimental, un pequefio glosario de
palabras desconocidas, se desglosa las referencias bibliograficas y finalmente se incluye los

anexos como evidencias de la presente investigacion.



CAPITULO I

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Antecedentes

Las heridas crénicas y no cicatrizadas tienen una incidencia alta, el 1 % de la poblacién mundial
desarrolla estas lesiones a lo largo de su vida, existe una predisposicion mayor en personas con
enfermedades base y adultos mayores. Segin datos del Grupo Nacional de Estudio y
Asesoramiento en Ulceras por Presion y Heridas Cronicas el 25 al 30 % de lesiones se genera en
las extremidades inferiores, y si no son curadas de forma adecuada reaparecen contiguamente
(Agencia EFE, 2016).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el pie diabético presenta una prevalencia a
nivel mundial de 1.3 a 4.8 % y una mortalidad moderada, es una herida asociada con infecciones
por contaminacion, riesgo a la aparicion de ulceras y lesiones en otras partes del cuerpo, tienen
dificultad en la cicatrizacién, y como consecuencia puede generar una gangrena terminando en
una amputacion (Castelo et al., 2020, pp. 803).

El Ministerio de Trabajo y Asuntos Sociales de Esparia registr6 en el 2016 un total de 1 158 200
accidentes de trabajo, 333 604 fueron identificados como heridas y lesiones superficiales. Esta
patologia es considerada como la segunda mas frecuente incluyendo ulceras, dislocaciones,
esguinces y torceduras (Alcedo et al. 2017, p. 2).

En paises subdesarrollados, las heridas constituyen un importante problema de salud publica,
principalmente con incidencia infecciosa, en el 2014 fue uno de los principales motivos de
consulta en atencion primaria (Castelo et al., 2020, pp. 803). Por ejemplo, en Chile, las estadisticas del
2015 muestran una suma de 160 000 pacientes portadores de algun tipo de lesion y segin una
encuesta Epidemioldgica Nacional de Heridas y Ulceras, un 77.2 % con heridas generales ,14 %
a quemaduras y 8.8 % a Ulceras de pie diabético (Alcedo et al. 2017, p. 2).

En Ecuador las heridas y enfermedades dermatoldgicas es un problema de Salud Publica, afecta
aproximadamente al 28 % de nifios menores de 5 afios, 57 % adultos mayores y personas con
enfermedades adyacentes, y 15 % a jovenes y adultos. Asi mismo, el Instituto Nacional de
Estadisticay Censos (INEC) sefiala que, en el 2020 la cuarta causa de muerte es la diabetes, siendo
la principal causa el pie diabético (INEC, 2020, p. 5).

De igual forma se ha evidenciado lesiones cuténeas en la atencion a pacientes hospitalizados con
SARS-CoV-2 relacionadas con su postura, heridas por presion ya sean por el apoyo de los
pacientes en decubito supino, prono o sedestacion y asociadas a dispositivos clinicos como

mascarillas, sondas, catéteres, circuitos de ventilador u otros. Asi mismo, los profesionales de la



salud manifestaron dafios en la piel por la utilizacion de equipos de proteccién (Torra et al. 2021,
p. 33).

Por otro lado, las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud en paises
subdesarrollados. La OMS reconoce la medicina con plantas medicinales con el propdésito de
incentivar la creacion de nuevas politicas de salud para su uso racional y se estima que el 80 %
de la poblacion mundial emplea rutinariamente la medicina tradicional para satisfacer sus
necesidades de atencion primaria con tratamientos que implican el uso de extractos o principios
activos de especies vegetales (Bermuadez et al., 2005, p. 454).

La fitoterapia es una ciencia que permite conocer la aplicabilidad de las plantas en el area de la
salud y busca preservar vivo los conocimientos ancestrales. Por ende, existe una colaboracion
entre ciencias patrimoniales y actuales, para que mediante investigaciones sigan comprobando

cientificamente las actividades farmacoldgicas de las plantas utilizadas en la medicina tradicional
(Vickers et al., 2001, p. 125).
Por ejemplo, Eupatorium glutinosum (matico) es una especie vegetal cientificamente estudiada,

tiene efectos terapéuticos conocidos alrededor de toda Latinoamérica. En Ecuador es utilizada
tradicionalmente para el tratamiento de enfermedades de vias respiratorias, en la limpieza de
laceraciones, diurético, antiulceroso, cicatrizante, antiinflamatorio entre otros. La actividad
cicatrizante fue comprobada en estudios in vivo mediante la induccion de una escision en ratones
(Mus musculus) (Casignia y Vésconez 2015, p. 58).

Kalanchoe pinnata (Lam.) Kurz (dulcamara) es una planta que se viene estudiando en otros paises,
ya que se cultiva en las regiones templadas y tropicales del mundo. De forma tradicional se conoce
que exhibe una amplia gama de actividades farmacoldgicas que ayudan al tratamiento de
trastornos graves de la humanidad. Las acciones medicinales que presenta esta planta son:
cicatrizante, antioxidante, anticancerigeno, antiproliferativo, antimicrobiano, antiviral,
antiparasitaria, insecticida, antialérgico, analgésico, anticonceptivo, antiinflamatoria, relajante
muscular, antipirética, anticonvulsiva, antidepresiva, sedante, hepatoprotectora, gastroprotectora
y antidiabética (Rajsekhar et al. 2016, p. 151).

En etnomedicina es conocida por sus efectos antroposoficos y tocoliticos en mujeres
embarazadas. Los cientificos han explorado las diferentes partes de la planta y han establecido
sus potenciales clinicos, han realizado aislamiento de sus compuestos bioactivos presentes en la
planta y han determinado que posee flavonoides, taninos, alcaloides, fenoles, saponinas,

triterpenoides, glucdsidos, carbohidratos, esteroles y aminoacidos (Kumar et al., 2020, p. 004).

1.2. Planteamiento del problema

En la actualidad, las lesiones en la piel es uno de los mayores problemas en nuestra sociedad

debido que, en cualquier circunstancia de la vida diaria se puede sufrir heridas o dafios cutaneos
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que necesitan de un tratamiento médico; sin embargo, en nuestro pais considerado en via de
desarrollo muchas personas no acuden a los servicios de salud para un tratamiento adecuado.
Una herida es producida por el efecto de un agente externo que actGa de manera brusca sobre una
parte de nuestro organismo, provocando una rotura de la superficie cutdnea o mucosa, una
discontinuidad en el epitelio. Se ha incrementado la prevalencia de las heridas cutaneas agudas y
cronicas que presentan problemas de cicatrizacion, las principales causas son las cirugias,
laceraciones, accidentes, infecciones, quemaduras, UGlceras por presién, venosas o diabéticas y
cuyo tratamiento supone un elevado costo (Garcia et al., 2013, p. 5).

En Ecuador, las heridas, quemaduras, laceraciones y ulceras son frecuentes. Los innumerables
trabajos informales y otros son causantes de lesiones cutaneas superficiales y profunda que deben
ser atendidas de inmediato. El alto indice de personas con pie diabético es otra de las causas de la
prevalencia de esta patologia. Asi mismo, la distancia de los centros de atencién en algunas
comunidades, falta de atencion de médicos o la escasez de medicamentos puede llevar a un dafio
mayor con secuelas fatales (Castelo et al., 2020, pp. 803).

Por otro lado, a inicio del 2020 en la pandemia las personas hospitalizadas con SARS-CoV-2
evidenciaron lesiones cutaneas relacionadas con su postura y por presion asociadas al uso
mascarillas, sondas, catéteres, circuitos de ventilador u otros. De igual forma, el personal sanitario
(doctores, enfermeras, farmacéuticos), personal de limpieza, entre otros, manifestaron dafios en
la piel por la utilizacion de equipos de proteccidn (Torraet al. 2021, p. 33).

Debido a este motivo, los sectores poblacionales afectados econémica y socialmente son los
adultos mayores, personas con escasos recursos, especificamente en los paises tercermundistas
gue aun existe la desigualdad social y una deficiente respuesta sanitaria. En este sentido, la

creciente prevalencia de heridas y amputaciones presentan un inmenso impacto en la salud publica
(Castelo et al., 2020, pp. 803).
Hoy en dia, las alternativas de tratamiento para la cicatrizacion de heridas son escasas, con mayor

origen sintético y de un costo elevado, por lo tanto, no son accesibles para toda la poblacién sobre
todo para las personas de bajos recursos econdémicos. Por este motivo, las comunidades indigenas
emplean tratamientos que usaban sus ancestros de forma empirica, de los cuales su eficacia no es

cientificamente comprobada y sus tratamientos no son monitoreados (Gallegos y Gallegos, 2017, p.
316).

1.3. Justificacion

Las altas tasas de morbilidad y mortalidad, producto de heridas crénicas o mal cicatrizadas
durante los dltimos afios, incrementadas por la presencia de personas con pie diabético y
enfermedades cutaneas, ha conllevado a que los pacientes busquen nuevos tratamientos. Las

cremas, unguentos, pomadas destinadas a la piel para que se regenere epitelio y se dé una buena
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cicatrizacion, tienen precios elevados y son elaborados de manera sintética (Castelo et al., 2020, pp.
803).

Por esta razon, es necesario buscar nuevos compuestos con accion farmacoldgica e implementar
alternativas de tratamiento con el fin de mejorar la calidad de vida de los pacientes afectados.
Existe un interés creciente en la medicina tradicional, debido a la creencia de que las plantas son
naturales y mas seguras; ademas, durante las dltimas décadas se ha evidenciado un aumento en
uso de remedios naturales para tratar diversas dolencias y afecciones de la salud (Yeung et al. 2018,

p. 2).
Ecuador cuenta con una gran variedad de plantas medicinales que son usadas principalmente por

las poblaciones indigenas desde hace afios, contribuyen al tratamiento de diferentes
enfermedades, sirven de sustancia para realizar estudios preclinicos, clinicos y elaboracién de
fitofarmacos. Por lo tanto, el presente estudio busca evaluar la actividad cicatrizante de la especie
Kalanchoe pinnata (dulcamara), ya que desde afios atrds, esta planta ha sido utilizada
tradicionalmente para tratar problema (Gallegos y Gallegos 2017, p. 316).

Actualmente, nuestro pais carece de investigaciones sobre la planta Kalanchoe pinnata, la escasa
poblacién que conoce esta especie la emplea de forma tradicional, por este motivo, es importante
evaluar sus propiedades fitoterapéuticas efectuando un estudio cientifico y experimental en
Ecuador. En otros paises se ha comprobado mediante ensayos in vivo e in vitro su eficacia en
problemas hemorrégicos, inflamatorios, fiebre, diabetes, infecciones bacterianas y que posee un
alto potencial antitumoral y anticancerigeno (Fiirer et al. 2016).

Al comprobar la actividad cicatrizante de Kalanchoe pinnata cientificamente, se podra emplear
en pacientes con lesiones en la piel u otra patologia relacionada. Ademas, serd un tratamiento
basado en la medicina natural, con un bajo costo y facil acceso, que impulsara a nuevas formas
de emprendimiento que contribuyan a la economia del pais; centrandose en la produccion,
comercializacién y desarrollo de fitofarmacos/fitocosméticos innovadores (Gallegos y Gallegos 2017,
p. 319).

Por lo mencionado anteriormente, a través de esta investigacion in vivo se busca evaluar si el
extracto vegetal de Kalanchoe pinnata presenta actividad cicatrizante en lesiones inducidas en
ratones (Mus musculus). En caso de presentar dicha actividad, se contribuird de manera positiva

en la fitoterapia, ayudando a mejorar la calidad de vida de los pacientes.

1.4. Objetivos

1.4.1.0bjetivo general

Evaluar la actividad cicatrizante del extracto etandlico de las hojas de la planta Kalanchoe pinnata

(dulcamara) mediante lesiones inducidas en ratones (Mus musculus).
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1.4.2. Objetivos especificos

o Realizar el control de calidad de Kalanchoe pinnata mediante ensayos organolépticos,
botéanicos y fisicoquimicos.

o Identificar cualitativamente los metabolitos secundarios presentes en las hojas de Kalanchoe
pinnata mediante tamizaje fitoquimico.

o Determinar la actividad cicatrizante de las hojas de Kalanchoe pinnata mediante lesiones

inducidas en ratones (Mus musculus).



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de investigacion

La medicina ha desarrollado metodologias farmacéuticas para disminuir las secuelas de heridas,
guemaduras, llagas, etc. La Organizacion Mundial de la Salud da a conocer que un tercio de la
poblacién no tiene acceso a farmacos modernos; sin embargo, en las situaciones de emergencia,

se desarrollan férmulas farmacéuticas solo con el empleo de plantas medicinales (Vilchez y Flores
2020, p. 54).

Las plantas medicinales en la actualidad presentan una gran demanda, y su aceptacion esta
aumentando progresivamente, mediante el informe de la OMS sobre Medicina Tradicional y
Complementaria (T&CM), varios paises estdn creando directrices para incluir T&CM en el
sistema de atencion de la salud (Tubén et al., 2020, p. 56).

En la India se realizé un estudio con el objetivo de comprobar la actividad cicatrizante del extracto
etandlico de la Kalanchoe pinnata en ratas. En el dia 11 las ratas tratadas con el extracto el
porcentaje de reduccion del area de la herida fue de 86.33 %, en comparacion con el control
tratado con vaselina 69.36 % y el estdndar tratado con mupirocina 85.49 %. Adicionalmente el
andlisis histoldgico también fue consistente con la propuesta de que el extracto de hoja de K.
pinnata exhibe un potencial significativo para la cicatrizacién de heridas (Shivananda et al., 2010, p.
15).

Se realiz6 otro estudio en la India basado en estudios fitoquimicos preliminares de Kalanchoe
pinnata, evaluaron su actividad analgésica y antiinflamatoria, de los extractos etanolicos y
acuosos, dando como resultado positivo, estos dos extractos de la especie estudiada presentaron
actividad analgésica contra las contorsiones inducidas por acido acético en ratones y actividad
antiinflamatoria contra la carragenina inducida en la pata en ratas (Matthew et al., 2013, pp. 5 — 6).

En Suiza se han realizado varios estudios relacionados con Bryophyllum pinnatum evaluando la
actividad que ejerce el jugo prensado de sus hojas, en los partos prematuros. Primero de forma in
vitro se comprob6 que este jugo si inhibe el aumento de la concentracion de calcio libre
intracelular inducido por la oxitocina, una hormona conocida por desempefiar un papel en el
trabajo de parto. Tiempo después se evidencia que ya han comprobado esta actividad
farmacoldgica primero en hospitales antroposéficos y, recientemente, en entornos convencionales

como medicacion complementaria con una eficacia positiva (Simées-Wist et al., 2018, p. 55; Santos et al.
2021, p. 2).
En el Caribe se realizé una investigacion sobre la utilizacién de las hojas de Wonder of Life

(Kalanchoe pinnata) para tratar las infecciones del pie diabético, se trabajo con 385 pacientes con



terapia convencional y 96 pacientes en el grupo de estudio (hoja cocida u hoja machacada). Los
criterios de valoracion fueron las tasas de amputacion y la mortalidad hospitalaria. Una vez
terminado el tiempo de tratamiento no hubo diferencia entre la tasa de amputaciones y mortalidad
hospitalaria de los grupos, por lo tanto, se concluye que esta especie Kalanchoe pinnata si
contribuye en el tratamiento de infecciones del pie diabético (Cawich et al. 2014).
Por otro lado, en la Universidad Federal de Rio Grande en Brasil se desarrollé un estudio con el
objetivo de evaluar la actividad antiinflamatoria local de una formulacion tépica que contiene
extracto acuoso de Kalanchoe brasiliensis y Kalanchoe pinnata, en ratones suizos, a los cuales se
les realiz6 un edema de oreja inducido por aceite de Croton y edema de pata por carragenina. Los
tratamientos fueron formulaciones que contenian extracto acuoso a diferentes concentraciones
(1.25 %, 2.5 % y 5 %) y dexametasona. (1 mg/g), todos administrados por via tépica. En
conclusion, las dos especies mostraron actividad antiinflamatoria local; sin embargo, K.
brasiliensis mostré un mejor resultado en los edemas ya que tuvo actividad a una concentracion
mas baja (Dantas et al., 2019).
Otro estudio en Brasil tuvo como objetivo desarrollar y comparar dos cremas cicatrizantes que
contienen un extracto acuoso de hoja de K. pinnata al 6 % y su flavonoide principal (quercetin 3-
O-B-D-glucopyranosyl-(1—2)-rhamnopyranoside) al 0.5 %, mediante su aplicacion topica
durante 15 dias en una escision en el lomo de la rata. En el dia doce, los grupos tratados con el
extracto de la hoja K. pinnata y su flavonoide principal exhibieron 95.3 +1.2 %y 97.5 + 0.8 %
de curacion respectivamente, es decir, ambos presentaron una buena regeneracion epitelial. Por
otro lado, se observé que los glicdsidos del flavonol son los principales compuestos fenélicos en
el extracto de hoja de K. pinnata segln el analisis HPLC-ESI-MS / MS, los cuales tienen un papel
fundamental en la cicatrizacion de heridas (Soares et al., 2021).
En Ecuador, en la Universidad Técnica del Cotopaxi se evaluo la actividad antibacteriana de las
hojas de Kalanchoe pinnata (Siempreviva), mediante una tintura al 20 % y un extracto seco. Se
realizd el estudio fitoquimico de dicha planta y se comprobd la presencia de compuestos quimicos
en la tintura especialmente alcaloides, cumarinas, saponinas, quinonas, esteroides, antocianidinas
y aminodcidos libres. Sin embargo, en el extracto seco no se detectaron triterpenos ni quinonas.
En los dos extractos se realizaron pruebas in vitro de evaluacion de la actividad antibacteriana
empleando el método de difusidn en agar por diseminacion superficial en disco (Bauer-Kirby),
usando las cepas de S. aureus, E. coli y P. aerugiosa. Los dos extractos mostraron actividad
antibacteriana frente a S. aureus y su eficiencia fue evaluada por comparacion con antibiéticos
modelos (Calvopifia, 2010, pp. 5 -14).
En Napo, provincia del Ecuador se evalué la eficacia del Churiyuyo (Kalanchoe pinnata) en la
prevencién de infecciones puerperales. Mediante 137 parteras y 121 parturientas en su mayoria
kichwas, como practica rutinaria se realizaban tomas y lavados pre, durante y postparto de
infusiones de esta planta. Entre los resultados se mencionan que en el puerperio las parturientas
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presentaron fiebre 5.79 %, mareos 9.92 % y cefalea 4.13 %. Mediante el analisis fitoquimico se
evidencid que los metabolitos predominantes eran las quinonas y alcaloides. Ademas, se demostro
actividad antiinflamatoria y antibacteriana. Por lo tanto, se concluyé que K. pinnata fue efectiva
en la prevencion de infecciones puerperales (Jara et al. 2016).

Por otro lado, en Guayaquil se realizd una investigacion con el objetivo de “Evaluar los
parametros farmacognosticos y la capacidad antioxidante “in vitro” del extracto etandlico de la
Hoja de aire (K. pinnata)”. Los resultados en los distintos ensayos fueron humedad 7.91 %,
cenizas totales 12.6 % y cenizas insolubles de 0.99 %. En el tamizaje fitoquimico dio positivo en
alcaloides, taninos, compuestos fendlicos y triterpenos. Para la determinacion de la capacidad
antioxidante se realizaron dos ensayos al extracto etanolico, el contenido de fenoles totales
(Ensayo Folin-Ciocalteau) y reduccion del ion férrico (FRAP); los dos demostraron el potencial
antioxidante del extracto, por lo que se pudiera fundamentar su aplicacion para enfermedades
degenerativas (Bayona y Pefia 2017).

Se determind la actividad antiinflamatoria de las hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) recolectadas
en la ciudad de Riobamba, mediante la inhibicion de edema plantar inducido con carragenina en
ratas. Se realizaron extractos al 25, 100 y 300 mg/Kg, que fueron suministrados a ratas, la
medicion se realizd con el programa Imagel. El tamizaje fitoquimico identificé la presencia de
alcaloides, triterpenos, esteroides, fenoles, taninos y flavonoides; también exhibié una
concentracion de 1.586 mgEQ/mL, 57.723 mgEQ/mL, 21.319 pg/mL en la cuantificacion de
flavonoides, fenoles y actividad antioxidante respectivamente. Por lo tanto, se concluy6 que el
extracto de Kalanchoe pinnata (Lam.) tiene actividad antiinflamatoria, que es mas efectiva a la

dosis de 300 mg/Kg (Cucuri, 2017, pp. 14 - 19).

2.2. Referencias tedricas

2.2.1. Piel

La piel también conocida como membrana cutanea es el 6rgano mas grande e importante del ser
humano, recubre toda la parte exterior del cuerpo e incluso en los orificios naturales del ano, boca,
vulva, uretra y nariz, esta formada por distintos tejidos que se unen para cumplir actividades
especificas (Garciay Hurlé, 2005, p. 15). Aproximadamente cubre un &rea de 1.5 a 2.0 m? y representa
casi 15 % del peso corporal total, su espesor varia segun la ubicacién anatémica por ejemplo
puede ir desde 0.5 mm en el parpado y el pene, hasta 6 a 8 mm en palmas de las manos y plantas
de pies (Zeas y Ordéfiez, 2016, p. 11).

Su principal objetivo es constituir una barrera de separacion y comunicacion entre el medio
interno y el externo, por ende, nos proporciona una cubierta protectora elastica y fuete, capaz de
auto regenerarse (Tortoray Derrickson 2006, p. 154).

10



Existen dos tipos de piel:

¢ Piel blanda o fina (con pelo), corresponde a la que recubre los parpados y las zonas genitales;
carece de estrato llcido (Tortora y Derrickson, 2006, p. 167).

e Piel gruesa, se ubica en la piel palmar, plantar y labial (sin pelo), se identifica por tener un
estrato corneo muy desarrollado, ademas la constituye el estrato lucido, granuloso, espinoso

y basal (Tortora y Derrickson, 2006, p. 167).

2.2.1.1. Funciones de la Piel

La piel tiene una gran variedad funciones, las cuales son esenciales para la vida del ser humano.

Consideramos:

= Funcién de Proteccién

Proteccion frente a sustancias quimicas ya que la piel actia como barrera impidiendo la salida y
la absorcion de fluidos extrafios, biologicas (microorganismos), agentes fisicos (luz UV y
electricidad), fuerzas mecénicas (golpes, fricciones, contusiones e intento de penetracion de

cuerpos extrafios) (Tresguerres et al., 2008, p. 10).

= Funcion de Relacion

La piel estd compuesta por multiples terminaciones nerviosas y receptores especializados, por lo
cual tiene la capacidad de percibir de los medios multiples estimulos, como el sentido del tacto,

presion, calor, frio, dolor y picor (Tresguerres et al., 2008, p. 10).

= Funcién Reguladora

Conocida también como homeostasis, interviene en el mantenimiento y regulacién de dos
parametros vitales: La temperatura corporal y el equilibrio hidroelectrolitico. Influye de forma
directa en la pérdida de iones (sodio, potasio) y liquidos en caso de: sudoracién profusa por
elevadas temperaturas, realizar ejercicio intenso y prolongado, o dafios cutaneos que alteran la

membrana cutanea por ejemplo los quemados (Tresguerres et al., 2008, pp. 10-11).

= Funcién Metabdlica e Inmunoldgica

Participa en el proceso de la sintesis de la vitamina D y también la piel en su estructura posee

elementos de un sistema inmunitario intrinseco 1) las células de Langerhans en la epidermis y
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dendrocitos dérmicos presentadores de antigenos, 2) los queratocitos activos secretores de varias
citoquinas proinflamatorias y 3) linfocitos T auxiliares/cooperadores. Otra de las funciones mas
importantes es que ayuda a la cicatrizacion de cualquier tipo de heridas (Tresguerres etal., 2008, p. 11).
En cada una de sus funciones interviene una o varias capas de la estructura de la piel, en la
ilustracion 1-2 se indica las capas de la piel. La capa externa que es la epidermis de origen
ectodérmico, la capa intermedia que es la dermis de origen mesodérmico; y por ultimo la capa
subyacente o interna que es la hipodermis o capa subcutanea, ademas es importante mencionar

que la piel es un 6rgano sensorial frente al dolor, tacto y temperatura (Tresguerres et al., 2008, p. 7).

N Pelo (tallo)
\ Papila dérmica
X Glandula

% sebécea

X Zonade

i ~. Queratinizacion
M= Zona

"] germinativa

Epidermis ¢ |

Red
subpapilar 75
M. erector ¢
del pelo

Raiz

Red
cutanea

Foliculo
piloso 7

Dermis

Retinaculos

cutaneos —1 Tela

subcutanea
Bulbo
piloso

Glandula Glandula

sudoripara sudoripara
apocrina ecrina

llustracion 1-2: Estructura de la piel.
Fuente:(Garcia y Hurlé 2005, p. 14)

2.2.1.2. Estructura de la piel

= Epidermis

Es la capa externa de la piel, esta constituida por un epitelio plano poliestratificado y
queratinizado, carece de vasos sanguineos, es dependiente de los nutrientes del tejido conjuntivo
subyacente y su grosor es de 0.1 — 2 mm. Aqui se encuentra un gran nimero de células
(citoblastos, queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel) que se
encuentran distribuidas en cuatro o cinco estratos o capas (en la piel gruesa son cinco) (Marieb,
2009, p. 116).

Las capas de la epidermis son:

e Estrato basal o germinativo, epidermis compuesta por citoblastos cubicos, cilindricos cortos
y queratinocitos, de forma dispersa se encuentran melanocitos, células tactiles y citoblastos;
y a medida que estos ultimos se dividen, dan lugar a queratinocitos que migran hacia la

superficie de la piel y reemplazan a las células epidérmicas perdidas (Saladin,, 2011, p. 184).
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Estrato espinoso 0 escamoso, consta de varias capas de gueratinocitos que muestran delgadas
prolongaciones con un aspecto de espigas, por ende, se diferencia por su mayor espesor y en
la piel gruesa es mas abundante (Saladin, 2011, p. 184).

Estrato granuloso o granular, esta formado de tres a cinco capas de queratinocitos planos, con
granulos de queratohialina burda (la piel gruesa tiene mayor) (Saladin, 2011, p. 184).

Estrato lucido, es una capa delgada ubicada en la superficie del estrato granuloso, que sélo se
ve en la piel gruesa, los queratinocitos estan empagquetados con una proteina (eleidina). Este
estrato tiene aspecto palido y sin caracteristicas definidas (Saladin, 2011, p. 184).

Estrato cdrneo o cornificada, consta de 30 capas de células queratinizadas muertas, fusiformes
y escamosas, que forman una estructura superficial que resulta muy resistente a la abrasion,

la penetracion y la pérdida de agua (Saladin, 2011, p. 184).

Dermis

Es la capa intermedia y mas gruesa de la piel, genera estructura de soporte, plegabilidad,

elasticidad y resistencia a la atraccion, estd formada por un tejido conectivo fibroelastico

constituido por sustancia fundamental, fibras colagenas y elasticas, nervios, varios vasos

sanguineos y linfaticos (Garciay Hurlé, 2005, p. 18).

Esta capa interactla con la epidermis para mantener las propiedades de los dos tejidos, se

complementan en el desarrollo de dientes, ufias, estructuras pilosebaceas y glandulas sudoriparas,

e interact(an en la reparacion y remodelacion de la piel en la cicatrizacion de heridas (Saladin, 2011,

p. 185).

Las capas de la dermis son:

Capa profunda o reticular, constituida por haces de colageno que se encuentran distribuidos
de forma cruzada o paralela, esto da lugar a la superficie de la piel o conocido como lineas de
tencidn; las fibras colagenas soportan las tensiones y evitan los desgarros, y las elasticas
reordenan las redes de fibras colagenas otorgando a la piel de distensibilidad (Garcia y Hurlé
2005, p. 18).

Capa superficial o papilar, area delgada con tejido areolar localizada en las papilas dérmicas
y a su alrededor. Su organizacién laxa permite la movilidad de los glébulos blancos y otras
defensas contra los microorganismos patdégenos que entran por roturas de la epidermis. En

esta capa tiene una gran cantidad de vasos sanguineos pequefios (Saladin 2011, p. 186).

Hipodermis

Conocida por los sinénimos de, tela subcutanea, grasa subcutanea, paniculo adiposo o hipodermis,

es la parte interna de la piel, formada por tejido conjuntivo laxo subcutaneo, se extiende desde la
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dermis profunda hasta la fascia muscular superficial, su espesor es segun su ubicacién anatémica,

el sexo, la edad y el peso corporal. Su funcion es actuar como un aislante térmico, reservorio

energético y protector mecanico frente a traumatismos (Garcia y Hurlé, 2005, p. 18; Tresguerres et al.,
2008, p. 10).

2.2.2.Heridas

Una herida se define como una lesidn, intencional o accidental, ocasionada por agentes externos

0 internos; esto produce la pérdida de la continuidad en la piel y/o mucosa, el medio estéril interno

se contamina, dando como resultado una infeccion y riesgo de originarse lesiones en los tejidos

adyacentes como: musculos, vasos sanguineos y nervios (Esteva, 2006, p. 55).

2.2.2.1. Clasificacién de las heridas

Segun la naturaleza de la lesion

Incisiéon: Es una lesion ocasionada por objetos afilados, que generan dafio en la piel,
generando una alteracion en la circulacion sanguinea, cicatrizan en un tiempo corto y la herida
tiene bordes netos (Zarate et al., 2020, p. 5).

Cizallamiento o desaceleracion: Dafio causado por objetos que superan la fuerza de union
del tejido, las capas de piel se desintegran del tejido subyacente y el tejido blanco se destruye.
Estas heridas presenten bordes dentados e irregulares (Zarate et al., 2020, p. 5).

Contusion: Se genera una muerte celular inmediata y dafio del suministro de sangre
subyacente al tejido, suele asociarse con una amputacion de nervios y vasos sanguineos (Zarate
et al., 2020, p. 5).

Quemadura: La piel entra al con contacto con una fuente de calor (fuego, rayos UV,
sustancias quimicas, corriente eléctrica, escaldaduras y objetos calientes). Se produce un dafio
por coagulacion y desnaturalizacion de las proteinas celulares; este tipo de lesion se clasifica
baséndose en su profundidad, evaluando la apariencia, palidez a la presion, dolor y sensacion
del paciente (Bosch, 2001, pp. 90-91).

Ulceracion: Es una herida cronica ocasionada por un dafio en el revestimiento epitelial, su
cicatrizacion es dificil y requieren atencion continua un tiempo prolongado (Bosch, 2001, p. 91).
Mordedura: Es un tipo de lesion ocasionada por humanos o animales, son heridas muy
contaminadas, por ende, requieren tratamientos basados en antibidticos contra el microbiota

oral de la especie causal (Zarate et al., 2020, p. 5).
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Segun el grado de contaminacion

Clase | (limpia): Es una herida desinfectada con ausencia de inflamacion, de tipo cerrada.
Poseen un 2 % de riesgo para contraer una infeccion, por lo tanto, no requiere profilaxis
antibidtica (Salem et al. 2000, p. 94).

Clase Il (moderadamente limpia): Herida desinfectada en ausencia de inflamacién. Sin
embargo, tiene un riesgo de desarrollar infeccion del 5 — 15 %, por microorganismos
enddgenos del paciente y aqui si necesita profilaxis antibiética (Zarate et al., 2020, p. 6).

Clase Il (contaminada): Herida abierta ocasionada de forma accidental, con inflamacion
aguda no purulenta. El riesgo de desarrollar infeccion es del 15 %, por microorganismos
enddgenos o exdgenos del procedimiento. Se exige el uso de profilaxis antibiotica, de lo
contrario se infectara pasado las 6 horas (Salem et al. 2000, p. 94).

Clase IV (muy contaminada): Es una lesion traumética con inflamacion purulenta y tejido
desvitalizado y su riesgo a una infeccion es > 30 % por microorganismos extrafios o

pat6genos, se obliga a un tratamiento antibidtico (Zarate et al., 2020, p. 6).

Segun el tiempo de cicatrizacion

Aguda: Menor a 6 horas de evolucién y son estériles (Bosch, 2001, p. 91).
Subaguda: Herida abierta mas de 6 horas, pero menor a 5 dias, si no se toma medidas de
limpieza puede ser contaminada (Zarate et al., 2020, p. 7).

Cronica: La evolucion de esta herida es mayor a 5 dias, y si existe colonizacion de bacterias
(Zarate et al., 2020, p. 7).

Segun la profundidad

Excoriacion: Es una herida que afecta la epidermis y dermis, se caracteriza por cicatrizar de

forma integra, sin dejar cicatriz (Zarate et al., 2020, p. 7).

Superficial: Dafio en la piel que abarcar desde la epidermis hasta la hipodermis, incluso

puede lesionar la fascia superficial ubicada entre el tejido adiposo y el musculo (Zarate et al.,

2020, p. 7).

Profunda: Compromete el espesor de la epidermis hasta el musculo, lesionando vasos

sanguineos y/o nervios de mayor calibre (Bosch, 2001, p. 91).

Penetrante: Es una herida que afecta la epidermis hasta la fascia profunda subserosa que

cubre las paredes internas musculoesqueléticas y forma el peritoneo (Salem et al. 2000, p. 97).

Perforante: Herida que atraviesa desde la epidermis hasta una viscera en una cavidad, a la
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cual puede lesionar superficialmente o perforarla (Zarate et al., 2020, p. 8).

e Empalamiento: Herida generada por un objeto inciso-punzante el cual queda atrapado en el
organismo, dependiendo su ubicacién puede o no atravesar cavidades. Son mas frecuentes en
paladar, cadera o tronco (Zarate et al., 2020, p. 8).

La importancia de agrupar las heridas en relacion con su naturaleza, contaminacion, tiempo de

cicatrizacion y profundidad, es para conocer sus caracteristicas y diferenciar cada tipo de lesion

para brindar una correcta atencion y el tratamiento méas adecuado, y por consiguiente desarrolle

una adecuada cicatrizacién (Zarate et al., 2020, p. 8).

2.2.3.Cicatrizacion

La cicatrizacion es un proceso de alta complejidad con origen bioldgico, comprende un conjunto
de reacciones bioquimicas y mitdticas celulares, cuyo objetivo es curar y reparar las heridas,

mediante la formacidn de un nuevo tejido conjuntivo fibroso (Fernandez et al., 2008, p. 8).

2.2.3.1. Tipos de cicatrizacion

Se ha establecido dos tipos de cicatrizacion o cierre de una herida basandose en el periodo y la

forma en que ocurra la reparacion de la herida, estos son:

=  Cierre de heridas por espesor total

e Cicatrizacion primaria o de primera intencion: Se genera en una lesion con bordes
opuestos (suturas, grapas o dispositivos), en la cual se produce una pequefia muerte celular.
Los tejidos se cicatrizan por unioén primaria en un tiempo corto, presenta un pequefio edema.
Es una cicatriz limpia, carece de secrecidn y estética. Un ejemplo es en una incision quirdrgica
(Salem et al. 2000, p. 91; Zavala et al. 2009, p. 11).

¢ Cicatrizacion secundaria o de segunda intencién: Cicatrizacion de cierre espontaneo,
donde la herida presenta bordes separados y ligeramente contaminados, no hay una atencion
médica a tiempo, y por tanto, se deja abierta para que se repare sola por contraccion desde las
capas profundas hasta sus bordes mediante el crecimiento del tejido de granulacion; el tiempo
de cicatrizacion es mas prolongado, complejo y con una inflamacion mas intensa, su cicatriz
es antiestética (Fernandez et al. 2008, p. 8).

o Cicatrizacion terciaria o de tercera intencion (cierre primario diferido): Este proceso de
cicatrizacion asegura la reparacion de tejidos maltratados y heridas muy contaminadas, el
proceso de curacion que ejecuta el cirujano es de mantener abierta la herida por un tiempo, si
la infeccién estd controlada y se observa formacion de tejido uniforme de granulacién se
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procede a cerrar sus bordes sin complicaciones (Salem et al. 2000, p. 91).
= Cierre de heridas de espesor parcial
En este tipo de cicatrizacion se da por epitelizacion, los foliculos pilosos y las células epiteliales
de las glandulas sebaceas se dividen para cubrir el defecto. En este proceso hay una minima
formacidn de colageno, consecuentemente, no existe contraccion (Andrades y Sepulveda, 2011, p. 23).
2.2.3.2. Fases de cicatrizacion

El proceso de cicatrizacion involucra 3 fases como se da a conocer en la ilustracion 2-2:

) Fibroblastos  Epidermis recién
Fibroblastos proliferando  recicatrizada

Coagulo Macroéfagos ' -
4 Costra Gr:sat‘ Dermis recién
il recicatrizada
o~

Vasos sanguineos

Coagulacién Inflamacién Proliferacion Maduracion

llustracién 2-2: Fases del proceso de cicatrizacion.
Fuente: (Ramirez, 2010, p. 71)

= Fase inflamatoria

Dura de 24 a 72 horas, la respuesta vascular genera una constriccion de los vasos lesionados y
posteriormente, vasodilatacion con un aumento de permeabilidad para el control de la hemorragia
y luego se estimula la migracion celular.

Su respuesta hemostéatica se basa en la formacién del tapdn hemostatico, ya que el colageno
expuesto en la herida genera ADP el cual promueve la agregacién plaquetaria continua, estos
trombocitos mediante la produccion del factor de crecimiento atraen a los neutréfilos y son
atrapados en este tapon (Valencia, 2010, p. 89).

Ademas, estimulan la produccion de la citoquina proinflamatoria (I1L-1) para la produccion de los
queratinocitos, en esta fase, los macréfagos desencadenan una funcion clave para establecer la
homeostasis dentro de la herida y regular el estado inflamatorio, evitando una prolongacion
patoldgica (Borréez et al., 2020, p. 43).

En la zona de la cicatriz se puede evidenciar rubor, calor, dolor y en algunas ocasiones producirse

tumores, cuanto mas prologada sea esta fase la cicatriz serd mayor y de mejor calidad, la cual
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podra recuperar el 10 % de la fuerza tensil (Andrades y Sepulveda 2011, p. 21).

= Fase proliferativa (fibroblastica)

Esta fase se extiende de 4 a 21 dias y comprende varios mecanismos como son la angiogénesis,
formacidn de tejido de granulacidn, depositos de colageno, epitelizacion y retraccion de la herida,
los cuales ocurren de forma simultanea (Borréez et al., 2020, p. 44).

Por la ruptura de los vasos sanguineos la herida se vuelve hipéxica, y esto induce a la activacion
de los fibroblastos y células endoteliales y sintesis de varios factores de crecimiento que trabajan
en combinacion con las citoquinas para desencadenar la angiogénesis (neovascularizacion y
reparacion de los vasos sanguineos dafiados) (Arenas, 2003, p. 127).

La herida en un inicio es avascular, sin embargo, como el proceso de la angiogénesis se da de
forma continua, estimula a la formacion de una red vascular de capilares a lo largo de la lesion,
estos suelen ser débiles y permeables lo que ayuda al edema de la lesion y formacion del tejido
de granulacion; posteriormente se genera la fibronectina y colageno gracias a que la herida se
vuelve rica en fibroblastos las cuales cambian a miofibroblastos y desarrollan pseudépodos que
contribuyen en la contraccion de la herida; mediante el proceso de transiciéon epitelio—
mesenquimal, las células epiteliales adquieren motilidad y viajan hasta la superficie (Salem et al.
2000, p. 91).

En las heridas cerradas esta fase puede estar completa en 24 horas no obstante en las heridas que
se dejan para cierre por segunda intencidn, el area carece de células epiteliales y favorece a que

se genere una contractura antes de que el proceso de epitelizacion termine (Salem et al. 2000, p. 91).

=  Fase de maduracion

Es la fase final de la curacién y reparacion de una herida, puede tardar hasta 2 afios, debe existir
un equilibrio entre la sintesis y la degradacidn, para recuperar una estructura semejante a la que
se ve en el tejido sano. Se ordena el colageno, se engruesa y se van los fibroblastos, va
disminuyendo poco a poco el contenido de agua (Andrades y Sepllveda, 2011, p. 22).

Las lesiones en la piel no logran el mismo nivel de resistencia que tenian antes, en promedio
alcanza el 50 %y a largo plazo hasta el 80 % de la resistencia; ademas, en el transcurso del tiempo
se evidencia un cambio en la cicatriz ya que se ablanda y aplana, desaparece el prurito y el eritema,
la coloracion cambia de rojo a rosado y finalmente toma una tonalidad gris debido a que la

vascularizacion disminuye (Borréez et al., 2020, p. 45).
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2.2.3.3. Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son proteinas (polipéptidos) que se encuentran en la sangre, imparten

un mensaje bioquimico a una célula blanco por medio de un receptor celular especifico. En la

tabla 1-2 se detalla los factores de crecimiento mas importantes del proceso de cicatrizacion.

Tabla 1-2: Factores de crecimiento.

Familia
Factor de
crecimiento

transformante

Factor de
crecimiento

fibroblastico

Factores de
crecimiento
insulinoides o

somatomedinas

Factor de
crecimiento
epidérmico

Factor de

crecimiento
plaguetario

Interferén

Factor Célula de origen
TGF-Betay Plaquetas,
BMP neutréfilos,
linfocitos,
macrofagos.
FGFy KGF Macréfagos, glia
IGF Hepatocito
EGF Plaquetas, plasma
PDGFy Plaquetas,
VEGF monolitos,
fibroblastos,
musculo liso.
IFN Linfocitos,

fibroblastos

Fuente: (Andrades y Sepulveda 2011)
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

19

Funcién
Proliferacion
fibroblastica, sintesis de
colageno, quimiotaxis,
angiogénesis, sintesis
de hueso.
Proliferacion epitelial y
fibroblastica, deposito
de matriz, contraccion y
angiogénesis.
Estimula diferenciacion
y division celular,
mediador en la accién
de la hormona de
crecimiento.
Proliferacion epitelial y
fibroblastica, formacion
de tejido de
granulacion.
Proliferacion
fibroblastica,
quimiotaxis, activacion
de neutrdfilos y
macréfagos;
angiogénesis.
Inhibicion de la sintesis
de colagenoy la
proliferacion de

fibroblastos.

Aplicacion Clinica
Su inhibicién podria
mejorar la cicatrizacion
excesiva (queloides y

cicatrices hipertréficas).

Sin estudios con

aplicacion clinica.

Sin estudios con
aplicacion clinica.

Estudios clinicos de bajo
poder como estimulador
de la epitelizacién de
heridas.
Demostrada utilidad en el
tratamiento de heridas
cronicas. Unico factor
aprobado por la FDA para

uso clinico.

Tratamiento de cicatrices
excesivas (queloides y
cicatrices hipertroficas).



2.2.3.4. Complicaciones en una cicatrizacion

Existen una serie de problemas que enfrentan los pacientes, principalmente son vulnerables a

contraer infecciones por la abertura continua de la herida.

e Infeccidn: Es la afeccion mas severa que afecta a los pacientes, consiste en la introduccién
de microorganismos patdgenos en una herida y si no es tratado a tiempo puede generar una
enfermedad crdnica, gangrena, amputaciones o inclusive la muerte (Ramirez, 2010, p. 70).

e Dehiscencia: Hace referencia a la separacién de la herida ya sea de forma parcial o total de
las capas del tejido después de haberse cerrado, esto se presenta con mayor frecuencia en
pacientes de edad avanzada o debilitada (no excluye a la edad joven). Este tipo de afeccion
puede ser causada por tension excesiva sobre el tejido recién saturado, por una mala sutura o

por el uso inadecuado del material de sutura (Ramirez, 2010, p. 70).

2.2.3.5. Factores que influyen en la cicatrizacion

Existen varios factores que afectan a la cicatrizacion de heridas, en la tabla 2-2 se indica los
factores generales, enfermedades, tratamientos farmacoldgicos y factores locales que influyen en

el proceso de cicatrizacién:

Tabla 2-2: Factores que influyen en la cicatrizacion
Factores Generales Edad, nutricion, estrés, peso, habito de fumar y bebidas
alcohdlicas.
Enfermedades Diabetes, alteraciones cutaneas, hipertiroidismo, hipotiroidismo,
arteriosclerosis, hipovolemia, anemia, vasculopatia periférica.
Tratamientos Compuestos antiinflamatorios, vitaminas (A, C, zinc), hierro,
farmacoldgicos cobre adrenalina, algunas hormonas (estrdgenos y progesterona),
corticoides, quimioterdpicos e inmunosupresores, povidona
yodada y agua oxigenada.
Factores Locales Contaminacion critica, cuerpos extrafios, tejido necrotico, edema,
isquemia, hematoma, infeccién, temperatura y deshidratacion de

la herida.

Fuente: (Fernandez et al., 2008, p. 14)
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

2.2.4.Fitoterapia

La fitoterapia o conocida también como medicina herbaria, es la ciencia que estudia el uso de
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productos de origen vegetal, es decir, hierbas medicinales, con el objetivo de prevenir, mitigar o
curar alguna enfermedad (Vickers et al., 2001, p. 125).

El uso de las plantas medicinales es tan antiguo como la humanidad, el afio 1 865, cuando el Dr.
Auguste Soins define con el término fitoterapia “la terapia que utiliza las plantas medicinales” ,
el término fitoterapia deriva del griego "Phuton”, planta, y de "Therapeia”, tratamiento, e incluye
también otras terapias especiales como la aromaterapia (con aceites esenciales) y la gemoterapia
(con yemas de tejidos vegetales) y, el Dr. Henri Leclerc, el maestro de la escuela de fitoterapia
francesa, quien realmente popularizé el término a principios del siglo XX (Berdonces, 2003, pp. 142—
143).

Este tipo de medicina utiliza matrices vegetales complejas, plantas enteras o partes de ella como
hojas, raices, flores o semillas, y para que facilite su administracion se realiza tratamientos
directos mediante la preparacion de extractos con algin disolvente o medio que se concentre los
compuestos afines, los cuales son denominados técnicamente metabolitos secundarios, entre estos
compuestos podemos encontrar flavonoides, taninos, saponinas y aceites esenciales, alcaloides,

esteroides como cardiotonicos y fitohormonas, y polimeros como las gomas y mucilagos (Avello y
Cisternas, 2010, p. 1289).
La OMS ha implementado una estrategia sobre la medicina tradicional en respuesta a la resolucion

de la Asamblea Mundial de la Salud sobre medicina tradicional (WHAG62.13) con la finalidad de
integrar este tipo de medicina a los sistemas nacionales de salud, promover seguridad, eficacia y
calidad de este tratamiento mediante la ampliacion de la base de conocimientos y la prestacion de
asesoramiento sobre normas reglamentarias, garantizar el acceso de la medicina tradicional
especialmente a las personas de bajos recursos y promover el uso terapéutico racional de la

fitoterapia entre los profesionales de salud y los usuarios (OMS, 2014, p. 12).

2.2.4.1. Fitoterapia de la piel

Esta medicina herbaria se basa en la utilizacion de plantas medicinales para el tratamiento de
diferentes afecciones en la piel. En la actualidad, gracias a los avances cientificos se puede
conocer la composicion quimica, obteniendo asi mejores resultados, lo que ha beneficiado el
desarrollo de fitocosméticos (Berdonces, 2003, p. 144).

2.2.5.Metabolitos secundarios que contribuyen a la cicatrizacién

2.2.5.1. Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos amarillos naturales presentes en los vegetales y que protegen al

organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, la polucién
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ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos, etc. Este tipo de metabolito se
encuentran como O- glicésidos o C-glicésidos. Tienen un origen biosintético comun y, por ese
motivo, poséen un mismo elemento estructural basico, pero con diferentes grados de oxidacion,

dando lugar a las distintas familias estructurales que se indican en la ilustracion 3-2 (Quifiones et al.,

2012, p. 81).
| Flavonoles Flavonas Flavanonas
R\ R| R\
R, R, R,
OH o R, OH o R, OH o R,
OH -
OH 0 OH 0 OH [
R =R,=0H;R =H Quercetina R =R,=0H Luteolina R,=0H; R, = OCH, Hesperatina
R,=0H:R =R, =H Kenferol R =H;R,=0H Apigenina R =H;R,=0H Naringenina
| PR
| Isoflavonas I Antocianidinas Flavanoles
R, R,
oH R,
OH
g OH 0 R, OH d R,
OH OH
R
e OH OH OH
R =0H Genisteina R, =R,=0H Delfinidina R =R,=0H;R,=H Catequina
R =H Daidzeina R =OH;R,=H Cianidina R =R,=R,=0H Gelocatequina

llustracion 3-2: Ndcleo estructural de los principales grupos de flavonoides.
Fuente: (Quifiones, 2012, p. 79)

Se identifican aproximadamente 900 flavonoides naturales (libres o como glicdsidos), los cuales
se encuentran ampliamente distribuidos entre las plantas; los que tienen mayor interés
farmacolégico son las flavonas, flavonoles y flavononas (Quifiones et al., 2012, p. 80).

Se ha determinado que los flavonoides de origen vegetal generan un aumento en la sintesis de
fibronectina extracelular y coldgeno; son sustanciales para la salud de los vasos sanguineos debido
a gque incrementan la fuerza de los vasos capilares, ayudando a su facil cierre y que no se rompan,
previenen el sangrado, ya que algunos flavonoides tienen una accion farmacoldgica anéloga a la
vitamina C. Los flavonoides con mejores resultados en este campo son la hesperidina, la rutina y
la quercetina (Quifiones et al., 2012, p. 81).

Los flavonoides como la quercetina y kaempferol, promueven la produccion de fibroblastos de la
piel en presencia de vitamina C, lo que genera un aumento en la sintesis de colageno y fibronectina
extracelular. Las antocianidinas favorecen a la expresién del factor de crecimiento endotelial en

los queratinocitos, por lo que ayuda a la angiogénesis en el proceso de cicatrizacion, ya que acelera
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la contraccién de la herida y su cierre, debido a que aumenta la expresion del factor de crecimiento
endotelial en el tejido del borde de la lesion (Cartaya y Reynaldo 2001, p. 10).
Ademés, a estos metabolitos se les atribuyd accion antiinflamatoria, debido a sus efectos

antioxidantes y al actuar contra las histaminas, prostaglandinas y los leucotrienos (Cartaya y
Reynaldo 2001, p. 10).

2.2.5.2. Taninos

Son compuestos fendlicos hidrosolubles que poseen un alto nimero de grupos hidroxilos y
funcionales, se pueden acoplar a proteinas y otras macromoléculas. Se clasifican en dos grupos:
taninos condensables y taninos hidrolizables, el principal es el acido galico y los monémeros de
flavonoides (Garcia et al. 2002, p. 215).

En el cuidado de la piel y la curacién de heridas, los taninos aceleran la cicatrizacion y hemostasia,
al unirse las proteinas con estos metabolitos creando un medio seco, generando asi la formacion
de costras. Actlan de igual forma en la constriccion de los vasos sanguineos en la coagulacién de
la sangre contribuyendo a la pronta curacion de heridas. Igualmente tienen propiedades
antiinflamatorias, antibacterianas y antioxidantes, contribuyendo en el tratamiento de heridas y
Ilagas de piel. Ademas, se ha evidenciado el uso topico y oral de preparados con plantas ricas en

taninos para tratar problemas vasculares, como varices y hemorroides (Garcia et al. 2002, p. 215).

2.2.5.3. Mucilagos

Tienen propiedades hidratantes y protectoras de la piel, favoreciendo la aplicacion de cataplasma,
como un buen protector sobre heridas, llagas, cortes y quemaduras (Villa et al., 2020, p. 510).

2.2.6.Kalanchoe pinnata (dulcamara)

llustracion 4-2: Planta K.pinnata.

Fuente: (Majaz, 2011, p. 1478)
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Conocida también por los nombres botanicos actuales y validados por el Cédigo Internacional de
Nomenclatura Botanica (ICBN) son: Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken y Kalanchoe pinnata
(Lam.) Pers., sin embargo, en algunos paises esta planta es conocida con méas sinébnimos como
Cotyledon pinnata Lam., Bryophyllum calycinum Salisb., Bryophyllum pinnatum (Lam.) Kurz,
Crassula pinnata L. f. y Verea pinnata (Lam.) Spreng. (Bhavsar et al., 20184, p. 1519). En la tabla 3-2

se detalla su taxonomia.

Tabla 3-2: Clasificacion taxondmica de K. pinnata.

Reino Plantae

Clase Equisetopsida C.

Orden Myrothamnanae Takht

Familia Crasuléceas J

Género Kalanchoe Adans

Especie Kalanchoe pinnata (Lam.) Kurz

Fuente: Tropicos.org. Jardin Botanico de Missouri.

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

2.2.6.1. Nombres comunes

Se conoce cominmente como dulcamara, planta de vida, planta de aire, planta del amor, hierva

de bruja, hoja de bruja, siempreviva, campanas de Canterbury y campanas de catedral. (Bhavsar et
al., 2018a, p. 1519).

2.2.6.2. Descripcidn botanica

Kalanchoe pinnata (Lam.) es una planta suculenta perenne y ornamental, que puede crecer en
casas y jardines, en la figura 4-2 se puede observar sus caracteristicas macromorfoldgicas. Crece
de 30 a 150 cm de altura, con tallos huecos angulados y hojas carnosas de tamafio variable, las
hojas inferiores suelen ser simples y las superiores suelen ser pecioladas largas (unidas por una
cresta alrededor del tallo), son de color verde oscuro y adornadas con rojo los bordes (Bhavsar et
al., 2018a, p. 1519; Matthew et al. 2013b, p. 23).

Sus flores se encuentran agrupadas de forma colgante en peliculas terminales, pedicelos delgados,
su caliz de 2.5 a 3.8 cm de largo, la corola es campanulada y pdrpura rojiza, con cuatro lébulos

triangulares, con estambres en dos series de cuatro semillas numerosas (Bhavsar et al., 2018a, p. 1519;
Matthew et al. 2013b, p. 23).
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2.2.6.3. Habitat y Distribucidon

Kalanchoe pinnata es de origen africano, se encontrd por primera vez en la isla de Madagascar,
por su capacidad de adaptacion a los distintos climas, fue introducida y naturalizada en distintas
partes del mundo. En la actualidad se encuentra presente en Asia, India tropical, Africa, China,

Australia, Polinesia, Hawai y Ameérica tropical; y se usa en la medicina tradicional (Bhavsar et al.,
2018a, p. 1519).
En Ecuador, K. pinnata se ha naturalizado apropiadamente, por primera vez fue encontrada en la

region insular Galépagos, sin embargo, crece en las cuatro regiones del pais, pero con mayor
frecuencia se encuentra en la zona de la Amazonia, desde afios atras y hasta la actualidad es muy
utilizadas por los distintos grupos indigenas (Jara et al. 2016, p. 91).

Se adapta rapidamente a cualquier clima por ser una planta suculenta, en el pais es una de las
especies mas propagadoras, de preferencia se desarrolla con gran facilidad en un clima himedo-
templado, también en climas frios, pero en menor cantidad y se encuentra en todas las épocas del

afo.

2.2.6.4. Composicion quimica

Kalanchoe pinnata en su composicion quimica presenta una gran variedad de metabolitos
secundarios entre los cuales encontramos alcaloides, fendlicos, taninos, macroelementos
(magnesio, calcio, potasio, fésforo, sodio), microelementos (hierro, zinc), vitaminas (acido
ascorbico, riboflavina, tiamina, niacina). En la figura 5-2 se detalla la estructura de cada uno de

los componentes de la planta K. pinnata (Bhavsar et al., 2018a, p. 1520).

kaemferol

y-sitosterol

HO'
estigmasterol

lHustracion 5-2: Composicion quimica de K. pinnata.

Fuente: (Majaz, 2011, p. 1483)
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La parte mas estudiada de la planta han sido las hojas, las cuales contienen flavonoides como
astragalina, rutina, kaempferol, quercetina, luteonina y rutina. Incluso en la hoja fresca contiene

tres nuevos componentes, briofilol, briofolona y briofollenona (Matthew et al., 2013b, p. 24).

= Quercetina

Es un buen antioxidante y uno de los flavonoides méas conocidos a nivel terapéutico. Actlia en la
inflamacion inhibido las enzimas productoras de citoquinas inflamatorias como la ciclooxigenasa
o lalipoxigenasa. Ademas, inhabilita la produccion de histamina por los mastocitos y los basofilos

(Majaz, 2011, p. 1480).

= Rutina

Es un flavonoide inhibidor del metabolismo del acido araquidénico y un buen antioxidante (Majaz,
2011, p. 1480).

= oyfi—amirina

Son triterpenos que contienen el ciclopentano-perhidrofenantreno en su interior, actGan

inhibiendo las citocinas inflamatorias de la COX-2 (Majaz, 2011, p. 1480).

= p-sitoesterol

Fitoesterol que actua directamente en la herida regenerando el tejido e hidratando para acelerar la

cicatrizacion (Matthew et al., 2013b, p. 24).

2.2.6.5. Usos comunes

En los usos tradicionales se utiliza con mayor frecuencia las hojas. Por ejemplo, en Suramérica a
partir de estas se prepara una bebida diurética y sirve para tratar resfriados, tos, bronquitis,
sarampion, huesos rotos y contusiones internas. Por otro lado, se cocinan las hojas y son colocadas
en forma de cataplasmas en erisipela, heridas, forinculos, quemaduras, Ulceras, laceraciones e
inflamaciones de la piel y algunas tribus Amazonicas mezclan el zumo de la hojas con la leche
de las madres lactantes (Wet et al., 2012, p. 13).

En México, Brasil, Perd y Nicaragua emplean el zumo de las hojas para tratar calculos renales,
Ulceras gastricas, artritis reumatoide, alergias de las vias respiratorias, dolores de cabeza, de muela
y de oido, infecciones de los 0jos, picaduras de insectos, promover la menstruacién y asistir el
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parto; ademas, en otras regiones la raiz es preparada como infusion y es utilizada para la epilepsia
(Matthew et al. 2013b, p. 25).

En Ecuador, los indigenas Sionas que viven a las orillas del rio Putumayo calientan las hojas y
las colocan sobre las quemaduras, Ulceras, laceraciones o golpes, los nativos que habitan cerca
del rio Pastaza utilizan una infusion de hoja para huesos rotos y contusiones internas, otras tribus

en el Amazonas mezclan el zumo de las hojas con la leche de las madres lactantes (Villamizar et al.,
2014, pp. 5).

2.2.7.Extractos de plantas

En general, se denomina extraccion sélido-liquido al procedimiento que consistente en colocar
un solido tinturado (material vegetal) con un liquido (disolvente de extraccidn éter, etanol o agua)
en el que son solubles algunas de las sustancias que incorpora el slido en su composicion. Del
proceso se obtiene un sélido apoyado y un extracto formado por el disolvente y las sustancias

disueltas en él (Ortufio, 20086, p. 223).

2.2.7.1. Tintura alcohélica, tintura madre, tintura o extracto Hidroalcohdlico

Todas las denominaciones de productos comerciales relacionadas con las palabras tinturas y
extracto hacen referencia a: tintura alcohélica, tintura madre, tintura o extracto alcohdlico. Se
opera por extraccion de la planta (generalmente seca) con una disolucion de alcohol en agua del
25,50 0 70 % (Ortufio, 2006, p. 224).

Las tinturas o soluciones extractivas de sustancias de origen vegetal, se obtiene mediante la
actuacion de solventes alcohdlicos, hidroalcohdlicos o eteroalcoholicos sobre ellas. Para preparar
los extractos, previamente el vegetal debera ser finamente triturado o hecho polvo, para facilitar

la accion del liquido extractivo (Ortufio, 2006, p. 224).

2.2.8.Modelos animales

Un animal de laboratorio es un ser vivo no humano, vertebrado o invertebrado, usado para la
experimentacién y otros fines cientificos por la analogia fisiologica con la especie humana; entre

los animales utilizados con mayor frecuencia son las ratas, ratones, conejos y cobayos (Romero
et al. 2016, p. 289).
En los estudios de cicatrizacion se emplean animales de experimentacion para controlar los

factores que difieren a las heridas como la longitud y ancho, profundidad, ubicacion,
vascularizacion, tiempo, causas, tratamientos previos, estado nutricional y el uso de otros

medicamentos (Gonzalez, 2002, p. 190).
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Existen varios modelos experimentales que permiten evaluar la actividad cicatrizante de un
principio activo como los curieles por quemadura inducida, heridas asépticas en cerdos y
cicatrizacion por segunda intencion en ratas, sin embargo, también se emplea los Mus musculus

(ratones albinos) por su facil manejo (Gonzélez, 2002, p. 190).

2.2.8.1. Ventajas de utilizar modelos animales en la evaluacién de la actividad cicatrizante

En la cicatrizacién de heridas implica varios mecanismos complejos como reparacion, emigracion
y proliferacion de las células parenquimatosas y conjuntivas, sintesis de proteinas de la matriz
extracelular, remodelacion del tejido conjuntivo y elementos parenquimatosos, y aumento de la
resistencia de la cicatriz.

En un estudio bibliografico sobre “Cicatrizacion: Proceso de Reparacion Tisular -
Aproximaciones Terapéuticas” se evidencia que la ventaja del uso de modelos animales (ratas y
ratones) permitieron conocer el proceso de cicatrizacion en heridas incisionales y excisionales,
las cuales presenta un nivel de evidencia elevado, porque los ensayos son aleatorizados y
homogéneos, por lo que la actividad de los extractos in vivo garantiza la calidad de la evidencia
cientifica, directamente aplicada en seres vivos (Veterinario et al., 2010, p. 5).

Ademas, al estudiarse los principios a activos de plantas se debe someter a rigurosas pruebas en
animales para evaluar mas a fondo su toxicidad, metabolismo y eficacia general. Los modelos
animales vertebrados como roedores, primates, perros y conejos se utilizan comiunmente para
estudios preclinicos in vivo. Los ratones son las especies de vertebrados mas utilizadas debido a
una combinacion de factores como el tamafio, la facilidad de manejo, la reproduccion rapiday el
bajo costo. Los ratones también comparten el 95% de sus genes con los humanos lo que los
convierte en modelos muy atractivos para el estudio de enfermedades humanas. Estos factores
contribuyen a su utilidad a la hora de evaluar la seguridad y eficacia en un estudio de

experimentacién (Pennacchio, 2003).

2.2.8.2. Mus musculus

Los ratones laboratorio se definen como “reactivo bioldgico cuya pureza deber ser vigilada,
controlada y contrastada al igual que cualquier otro reactivo sin olvidar su posible
contaminacion bidtica”. El raton de laboratorio es un roedor, usualmente de la especie Mus
musculus, se utiliza para realizar investigacion cientifica. Su cariotipo estd compuesto por 40
cromosomas Y suelen ser albinos. En la figura 6-2 se identifica sus caracteristicas fisicas y en la

tabla 4-2 se detalla su taxonomia (Fuentes et al., 2008, p. 7).
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lHustracion 6-2: Mus musculus.
Fuente: (Flor Fuentes et al. 2008, p. 3)

=  Taxonomia

Tabla 4-2: Taxonomia Mus musculus.

Clase Mammalia
Familia Muridae
Género Mus
Especie Mus musculus

Fuente: (Flor Fuentes et al. 2008, p. 7)
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

= Descripcion

Los roedores Mus musculus es una especie que se adapta tanto zonas frias o climas tropicales. Su
comportamiento en general se encuentra mediado por feromonas y todos sus habitos suelen ser
nocturnos (en el dia duermen). Estas especies carecen de una buena vision, pero el sentido del
olfato, gusto y tacto es muy desarrollado. Ademas, presenta una audicién muy sensible por lo que
suelen alterarse y estresarse con facilidad por los ruidos (Fuentes et al., 2008).

Su tamafio en su edad adulta suele variar, no superan los 20 cm desde la nariz hasta la punta de la
cola y presentan un peso aproximado de 12 a 40 g. Presentan una gran agilidad por trepar por

superficies verticales (Fuentes et al., 2008).

= Ventajas y Desventajas de su uso como animal de laboratorio.

Existe una serie de ventajas y desventajas de la utilizacion de los roedores Mus musculus, que se

indica en la tabla 5-2.
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Tabla 5-2: Ventajas y desventajas de su uso como animal de laboratorio.

Ventajas
De féacil cuidado y mantenimiento, por su pequefio
tamafio.
Bajos costo de manutencion.
Cepa definida.
Diversidad de caracteristicas especificas que sirven
como modelo.
Eficiencia reproductiva.
Por su vida relativamente corta es excelente para su
uso en ensayos cronicos de toxicologia,
microbiologia, virologia, farmacologia, etc.

Corto tiempo de generacion.

Fuente: (Fuentes et al. 2008, p. 7-8)
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.
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Desventajas
Dificultad en la recoleccion de material
biologico.
Dificultad la administracion de drogas.

Dificultad en las técnicas quirdrgicas.



CAPITULO 1l

3. MARCO METODOLOGICO

IDENTIFICACION Y RECOLECCION
DEL MATERIAL VEGETAL
Kalmchoe pinnaia
¥
SELECCION DE LAS HOJAS DE
Ealanchoe pinnaia

[ MOLIENDA ]

¥
[ HOJAS DE Ealanchoe pinnata MOLIDAS ]

c ™
Cif];}fi? ;];_D f " IDENTIFICACION .
) PL‘-!.}'T Az ) CUALITATIVADE LOS OBTENCION DEL
Ensar T METABOLITOS EXTRACTO
- Ensayos organolépticos. SECUNDARIOS HIDROALCOHOLICO
- Ensayos botinicos. Tamiza o
_[Bremme o - -Tamizaje fitoquimico
nzayos fizsicoquimicos. Y,
- Enzayo organoléptico
- Induccion de la herida en los ratones ¥ P Ir.)ujtlce de Ie_ﬁ_a‘:;“inH
— m_":m‘lm )- i - Control de calidad del extracto I De;sﬁaﬂﬁl?;iv: -
- Tratarmento mediante la preparacion T
de un gel con el extracto a distintaz ‘L - Schdos totales
concentraciones (23 ppm, 100 ppm v - Control microbiclogico
300 ppm). ’ <—|—{ ACTIVIDAD CICATRIZANTE ]
Recoleccion de datos ¢
i : . [ Analisis estadistico ]
-Tiempo de formacion ¥ desprendimiento
de costa. ¢
- Longitud de la henida
T i [ Obtencion e interpretacion de }
- Tiempo de cicatrizacidn. resultados

llustracion 1-3: Metodologia de la evaluacién de la actividad cicatrizante de la planta K. pinnata.
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.
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3.1. Lugar de investigacién

La investigacion fue realizada en la Escuela de Bioquimicay Farmacia perteneciente a la Facultad
de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, en los siguientes laboratorios:

e Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica y Productos Naturales

e Laboratorio de Quimica Analitica e Investigacion

e Laboratorio de Andlisis Clinicos y Bacterioldgicos.

¢ Bioterio de la Facultad de Ciencias - Escuela de Bioguimica y Farmacia.

3.2. Tipoy disefio de investigacion

3.2.1.Tipo de investigacion

El tipo de investigacion fue experimental de tipo cuantitativa, debido a que se realiz6 una
valoracidn terapéutica mediante un ensayo de mediciones constantes que permitio determinar la
actividad cicatrizante en ratones, al realizarles una escision en el lomo y colocarles un gel
realizado con el extracto etandlico de Kalanchoe pinnata a distintas concentraciones. Por lo que
se manejaron variables como:

o Variable dependiente: Actividad cicatrizante en ratones Mus musculus.

e Variable independiente: Concentraciones del extracto etanolico de Kalanchoe pinnata (25

ppm, 100 ppm y 300 ppm).

3.2.2.Disefio de la investigacion

Se utilizé un disefio cuasiexperimental, ya que en la evaluacién de la actividad cicatrizante se
utilizé un gel realizado a base del extracto etandlico a distintas concentraciones, en 6 grupos de
ratones, valorando la disminucion de longitud y ancho de la herida, la formacién y
desprendimiento de la costra y el tiempo de cicatrizacion.

Se emplearon 30 animales de experimentacion Mus musculus separados en grupos de 6 ratones.
A estos se les denomind unidades experimentales, mismos que cumplieron con distintos criterios

de inclusién de modo que la muestra fuera lo mas homogénea posible.

3.3. Lugar de recoleccion del material vegetal

Kalanchoe pinnata fue recolectada en la provincia de Tungurahua, en la ciudad de Pelileo, en el

barrio Pelileo Viejo en el mes de febrero del 2022, ver en ilustracién 2-3.
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llustracion 2-3: Lugar de recoleccion de K. pinnata.

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

Altitud: 2.464,6083282 m.s.n.m.
Latitud: -1,3297761
Longitud: -78,5263591

3.4. Poblacién de estudio

Para evaluar la actividad cicatrizante del extracto etanélico, se emplearon ratones albinos Mus

musculus del Bioterio de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo, los cuales cumplieron con los siguientes criterios de inclusion:

Numero de ratones: 30

Edad: 2 a 3 meses de edad

Sexo: Hembras

Peso: 25-30 g

Alimentacion: 3 gramos de balanceado por cada raton y agua
Cama: Tamo de arroz previamente esterilizado

lluminacién: 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

3.5. Técnica de recoleccion de datos

Para la evaluacién de la actividad cicatrizante de Kalanchoe pinnata, se recogieron los datos de

forma manual; midiendo diariamente la longitud y ancho de la herida, de la formacién y

desprendimiento de la costra y contando los dias de cicatrizacion. Por otro lado, se realizacion
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ensayos organolépticos, botanicos, fisicoquimicos y microbioldgicos para verificar la calidad de

la droga vegetal cruda y del extracto etandlico.

3.6. Equipos, materiales y reactivos

3.6.1.Equipos

Tabla 1-3: Equipos utilizados en la investigacion.

Balanza analitica Estufa Memmert SNB400

Mufla Vulcan A-550 Sonicador BRANSON 2510
Estufa Memmert SNB400 pH metro Accumet XL 150
Refrigerador Rotavapor RE100 - PRO

Bomba de vacio Microscopio

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

3.6.2.Materiales

3.6.2.1. Material de laboratorio

Tabla 2-3: Materiales del laboratorio.

Cépsulas Crisoles de porcelana
Embudo simple Papel filtro
Pinzas para cépsulas Espétula
Vasos de precipitacion 50, Vidrios reloj

100, 250, 500 y 1000 ml.
Gradilla Pinzas para tubos de ensayo

Pipetas pasteur Tubos de ensayo

Piseta Balon esmerilado de 1000 ml
Balones de aforo de 25, 50 y Cron6metro
100 ml
Cajas de plastico Rejillas Hisopos
Matraz Erlenmeyer Parafilm

Bisturies

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

34

Molino Arthur H. Thomas
Sorbona
Refractémetro Kem BA620

Vortex

Desecador

Papel periddico
Reverbero

Frascos ambar de 50, 100,
250, 500 y 1000 ml
Pipetasde 1,5y 10 ml

Picnometro

Papel aluminio

Bebederos

Kitasato

Placas porta y cubre objetos



3.6.2.2. Material vegetal

Tabla 3-3: Material vegetal
Hojas de K. pinnata Extracto etéreo de K. pinnata Extracto alcoholico de K. pinnata
Extracto acuoso de ~ Extracto etandlico de Kalanchoe = Extracto etanélico concentrado de

Kalanchoe pinnata pinnata K.pinnata.

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

3.6.3.Reactivos

Tabla 4-3: Reactivos

Agua destilada Acido clorhidrico al 1y 10 % Nitrato de plata 0.1 M
Acido sulfarico concentrado  Acido clorhidrico concentrado Alcohol amilico
Carbonato de sodio Cinta de magnesio metalico Cloroformo
Cloruro de sodio Cloruro Férrico Etanol
Eter etilico Hidroxido de sodio al 5 % Reactivo de Baljet
Reactivo de Borntrager Reactivo de Catequinas Reactivo de Dragendorff
Reactivo de FeCls Reactivo de Fehling Ay B Reactivo de Mayer
Reactivo de Sudan 111 Reactivo de Wagner Alcohol etilico al 70 %
Suero fisioldgico Azul de metileno Lugol

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

3.7. Técnicas y métodos

3.7.1.Recoleccion vegetal

En la seleccion de las muestras vegetales se realizd al azar, de manera que se cortd en la parte
proximal del tallo, tomando varias muestras de diferentes plantas que se colocaron en fundas
ziploc para su transporte hasta la ciudad de Riobamba, en donde se procedio a utilizar Gnicamente
las hojas de Kalanchoe pinnata.

3.7.2.Ensayos botanicos

3.7.2.1. Identificacion botanica

Una vez que la especie vegetal fue selecciona y recolectada, se procedié a identificarla

botanicamente para determinar su nombre cientifico, lo cual se llevd a cabo gracias a la
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colaboracién del Ing. Jorge Caranqui, botanico responsable del Herbario de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo. Para su identificacion, se compararon las estructuras de la planta junto

con las especies documentadas en el lugar.

3.7.2.2. Analisis macromorfol6gico de la planta de Kalanchoe pinnata

El analisis macromorfolégico o conocido también como anélisis macroscopico se realizo
identificando las caracteristicas de cada parte de la planta como: forma, color, tamafio y textura
entre otras, lo que se puede percibir a simple vista. Estas caracteristicas son importantes al
momento de identificar la procedencia de la droga, se realiz6 una comparacion con una muestra
comprobada con anterioridad al fin de tener un grado de seguridad mas efectivo del anélisis

realizado.

3.7.2.3. Analisis micromorfoldgico de la planta de Kalanchoe pinnata

El andlisis micromorfoldgico se realizé mediante cortes longitudinales y transversales muy finos
de las hojas y tallo de K. pinnata., a los cuales se colocaron en portaobjetos con suero fisiologico
y azul de metileno por separado, posteriormente se observé en el microscopio con los distintos

lentes para identificar sus estructuras (ver figura 3-3).

ANALISIS MICROMORFOL()GICOJ
o

Y

Recoleccion del material vegetal fresco ( Dulcamara).

Y

Lavado del material vegetal fresco. 7 Agua embotellada

Y

Realizar cortes transversales y longitudinales de los
diferentes tejidos v ponerlos en un porta-objetos.

Y
Tefiir con suero, azul de metileno o sudan segun Azul de metileno: Corte de hojas y flores.
corresponda y poner ¢l cubre-objetos. Suero: Corte de hojas y flores.

Observar en microscopio a diferentes aumentos.

llustracién 3-3: Diagrama de andlisis micromorfol6gico
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

36



3.7.2.4. Obtencidn de la muestra seca de Kalanchoe pinnata

Después de recolectar la muestra vegetal fresca de Kalanchoe pinnata, se procedi6 a lavarlay a
seleccionar las hojas en buen estado. Se picaron las hojas finamente para colocarlas en la estufa
durante 48 horas a 25 °C para secarlas, con el objetivo de moler la materia seca y obtener la

muestra, como se indica en la figura 4-3:

[OBTENCION DE MUESTRA SECA]

l

Recoleceion del material vegetal fresco ( Dulcamara).

|

Lavado del material vegetal fresco. Agua tesalia

|

Scleeeion de las hojas adecuadas.

|

Realizacion de cortes finos de las hojas.

|

Secado del material vegetal.

|

Molienda del material vegetal seco.

Durante 48 horas
a25°C

llustracion 4-3: Diagrama de la obtencion de la muestra seca.
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

3.7.3.Analisis fisicogquimico

Los ensayos fueron realizados por duplicado, con el fin de obtener resultados mas fiables.
3.7.3.1. Determinacion de humedad

La determinacién de humedad se realizé en el Analizador de Humedad PMC 50/NH (termo
balanza), instrumento de medicién utilizado para determinar la humedad relativa en pequefias

muestras de diferentes materiales (Bracka, 2012, pp. 46-48). VVer el procedimiento en la ilustracion 5-
3.
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DETERMINACION DE HUMEDAD

|

Tarar la termobalanza

|

Colocar un plato de aluminio descartable

|

Tarar el plato

|

Depositar sobre el plato tarado 5g de muestra seca y
esparcir por todo el plato.

|

Cerrar la termobalanza y esperar el resultado de

i

onfigurar el criterio de estabilidad, temperatura de 500 °C y
unidad de respuesta (%).

|

Platos de aluminio de un solo uso, mantenerlos
dentro del desecador.

I

Azul de metileno: Corte de hojas y flores.
Suero: Corte de hojas y flores.

1\

humedad.

llustracion 5-3: Diagrama de la determinacion de humedad

Fuente: (Bracka 2012, pp. 46-48)
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

3.7.3.2. Determinacion de cenizas totales

Para determinacion de cenizas totales, se tar el crisol y posterior a eso se peso de 2 a 3 gramos
de muestra seca ya molida. Luego se coloc6 la muestra en el crisol, para carbonizarla en un
reverbero. Después, el crisol se llevé al horno mufla durante dos horas a una temperatura de 700
a 750 °C y pasado ese tiempo al crisol se coloc6 en el desecador por 15 minutos, y se peso su
contenido. Nuevamente se coloc6 en la muflay se repite el proceso en un intervalo de 30 minutos,
hasta obtener un valor de masa constante, para finalmente aplicar una formula (Miranda, 2002, p.14).

Como se indica en la ilustracién 6-3:
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DETERMINACION DE CENIZAS
TOTALES

|

Tarar el crisol.

|

Anadir de 2 a 3 g de material vegetal molido al crisol
tarado.

|

Carbonizar la muestra en el reverbero.

Transferir el crisol con la muestra carbonizada al horno Durante 2 horas
mutla. a 700 - 750 °C

-y Nuevamente colocamos en el horno
mufla durante 30 minutos.

Y

Colocar en el desecador. »/ Durante 15 min/

|

........... Pesar.

v

Repetir hasta obtener un peso constante.

lHustracion 6-3: Diagrama de la determinacion de cenizas totales.

Fuente: (Miranda, 2002, p.14)
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

Para la expresion de los resultados, se utilizé la siguiente formula:

m —m
C=———x100

m, —m

e C = Porcentaje de cenizas

e m = masa del crisol vacio (g)

e m: = masa del crisol con la muestra incinerada (g)

e My =masa del crisol con la muestra (g)

e 100 = factor matematico

3.7.3.3. Determinacidn de cenizas solubles en agua

Para la determinacion de cenizas solubles en agua, se utilizaron las cenizas totales a las cuales se
afiadieron de 15 a 20 ml de agua destilada. Consecutivamente, al crisol fue tapado con un vidrio
reloj y se hirvié a bafio maria aproximadamente 5 minutos, luego se filtré la solucidn a través de
papel filtro libre de cenizas. El papel filtro con el residuo se traslad6 al crisol inicial para

carbonizarlos en el reverbero e inmediatamente colocar en la mufla durante 2 horas a 700 — 750
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°C. Finalmente, se coloc6 en el desecador durante 15 min para después pesar la muestra (Miranda,

2002, p.15). Repetir hasta obtener un peso constante (ver ilustracion 7-3).

SOLUBLES EN AGUA

v

Al crisol con las cenizas totales afiadir de 15 a 20 ml de
agua destilada.

v

Tapar el crisol con un vidrio reloj y hacer hervir a baio
maria.

v

Filtrar el residuo con un papel filtro.

v

Colocar ¢l papel filtro con ¢l residuo en el erisol inicial

[ DETERMINACION DE CENIZAS

7 Durante 5 minutos

e incinerar en un reverbero.

I'ransferir el erisol al horno mufla.

ante 2 hors
«/ Durante 2 horas

7 a 700 - 750 °C

> Nuevamente colocamos en ¢l horno
mufla durante 30 minutos.

Y
‘ Colocar en el desecador.

1

i
[ << Pesar. ‘

|
¥

Repetir hasta obtener un peso constante.

lHustracion 7-3: Diagrama de la determinacion de cenizas solubles en agua

Fuente: (Miranda, 2002, p.15)
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

Para la expresion de los resultados, se utilizé la siguiente formula:

m, —m
Ca= —=—2 x100
m, —m
Donde:
e Ca = Porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada

m = masa del crisol vacio (g)

m; = masa del crisol con la muestra de ensayo (g)

m = masa del crisol con las cenizas totales (g)

M, = masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)

100 = factor matematico

3.7.3.4. Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

Para la determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico se tomaron las cenizas totales y

se afiadieron de 2 a 3 ml de &cido clorhidrico al 10 %, a continuacion, se cubrié con vidrio reloj
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y se calent6 a bafio maria por 10 minutos. Luego, se lavé el vidrio reloj con 5 ml de agua caliente
y se transfiri6 el contenido al crisol del inicio. Se filtr6 con ayuda de papel filtro, se lav6 con agua
caliente y se acidulé con 1 o 2 gotas de nitrato de plata 0.1 M. El papel filtro con el residuo se
transfirid al crisol para ser carbonizado y se colocé en la mufla a una temperatura de 700 a 750°C
durante 2 horas. Finalmente, se coloc6 en el desecador durante 15 minutos y se pesé la muestra.

Repetir hasta obtener un peso constante (Miranda, 2002, p.15). Ver ilustracién 8-3.

DETERMINACION DE CENIZAS
INSOLUBLES EN HCL

v

Al crisol con las cenizas totales afiadir de 2 a 3 ml de HCL al 10%.

Tapar el crisol con un vidrio relo] ¥ hacer hervir a bafio maria. 474ummv 10 minutos,

Lavar el vidrio reloj con 5 ml de agua caliente y colocar en el erisol.

v

Filtrar el residuo con un papel filtro ¥ agua caliente

v

Acidular el filtrado con 1 - 2 gotas de nitrato de plata 0.1M

v

Desecar ¢l papel filtro y el residuo 7 A 100 - 105 °C

v

Transferir al erisol inicial ¢ incincrar en un reverbero.

|

‘ Colocar el crisol al horno nufla.

_____ > Nucvamentc colocamos cn ¢l horno
1 mufla durante 30 minutos,

‘ Colocar en ¢l desceador.
__________ + Pesar.
[

v

Repetir hasta abtener un peso constante.

:
|

lustracion 8-3: Diagrama de la determinacion de cenizas insolubles en HCI

Fuente: (Miranda, 2002, p.15)
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

Para la expresion de los resultados, se utilizo la siguiente formula:

m, —m
B=—2—"21 x100
m

Donde:

e Ca = Porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico en base hidratada
e m = muestra utilizada (g)

e m; = masa del crisol con la muestra de ensayo (g)

e m; =masa del crisol con las cenizas insolubles en acido clorhidrico (g)
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e 100 = factor matematico
3.7.4. Tamizaje o screening fitoquimico

El tamizaje fitoquimico permitio identificar de forma cualitativa los principales metabolitos que
estan presentes en las hojas de K. pinnata. Este método se lo realizé por medio de la extraccién
de los compuestos a diferentes solventes tales como éter etilico, etanol al 96 % y agua. Después
se realizo la lectura de cada ensayo observando las distintas reacciones de color, precipitacion y

aspecto.
3.7.4.1. Procedimiento general para el desarrollo del tamizaje fitoquimico

Se pesaron 50 g del material seco molido (Kalanchoe pinnata) y se someti6 a tres extracciones
sucesivas, iniciando con éter etilico durante 48 horas, seguido de etanol al 96 % durante 48 horas

y finalmente con agua destilada durante 24 horas (ver ilustracién 9-3).

ELABORACION DE EXTRACTOS PARA
EL TAMIZAJE FITOQUIMICO

v

Pesar 50 g de material vegetal molido

|

Extracr con 150 ml de éter etilico por maceracion
durante 48 horas a temperatura ambiente.

| EXTRACTO ETEREO ® RESIDUO SOLIDO

Medir volumen
Secar y pesar el residuo

Extraer con 3 veces el peso del residuo en volumen con
etanol al 96% por maceracion durante 48 horas a
temperatura ambiente.

RESIDUO SOLIDO EXTRACTO ALCOHOLICO ‘

Medir volumen

Secar y pesar el residuo

Extraer con 3 veces el pesa del residuo en volumen con
agua destilada por maceracion durante 48 horas a
temperatura ambiente.

’ EXTRACTO ACUOSO @ RESIDUO SOLIDO

Medir volumen
| Secar, pesar y desechar el residuo I

llustracién 9-3: Diagrama de la elaboracion de extractos para el tamizaje fitoquimico.

Fuente: (Miranda, 2002, p.17)
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.
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Ya obtenidos los extractos respectivamente se realizaron todos los ensayos indicados para cada

solvente, como se indican a continuacion:

EXTRACTO ETEREO

v v v v

Sml 15 ml (Dividir en 3 ‘ Sml | I Sml |
porciones) |

|

Ensayos de:
Dragendorfl, Mayer y
Wagner

Ensayo de Liebermann-
Buchard
(LACTONAS Y COUMARINAS) {TRITERPENOS-ESTEROTDES)

Ensayo de Sudan Ensayo de Baljet

(ACEITES Y GRASAS)
(ALCALOIDES)

lustracion 10-3: Diagrama de los ensayos del extracto etéreo.

Fuente: (Miranda, 2002, p.18)
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

EXTRACTO ALCOHOLICO ]

Dividir en fracciones

I ml 2ml 2ml 2ml 2 ml 2ml 2ml

Ensayo de Ensayo de Ensayo de Ensayo Ensayo de Ensayo Ensayo de
Catequinas Fehling Licbermann-Buchard de ClzFe Shinoda de Dragendorff Mayer
(AZ REDUCTORES) (TRITERPENOS- (FENOLES Y TANINOS) (FLAVONOIDES) (ALCALOIDES) (ALCALOIDES)
ESTEROIDES)
Y Y Y Y Y A
2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml
Ensayo de Ensayo Ensayo de Ensayo de Ensayo de Ensayo de
Resinas de Baljet Espuma Borntrager Antocianidina Wagner
(LACTONAS) (SAPONINAS) (QUINONAS) (ALCALOIDES)

llustracion 11-3: Diagrama de los ensayos del extracto alcohélico.

Fuente: (Miranda, 2002, p.18)
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

| EXTRACTO ACUOSO ]

Dividir en fracciones

10 ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml
| I [ I [ [ |
Ensayo de Ensayo de Ensayo de Ensayo Ensayo de Ensayo Ensayo de
Mucilagos Fehling Espuma de Cl3Fe Shinoda de Dragendorff Mayer
(AZ. REDUCTORES) (SAPONINAS) (TANINOS) (TLAVONOIDES) (ALCALOIDES) (ALCALOIDES)
Y A
102 gotas 2ml
Ensayo de Principios Ensayo de
Amargos Wagner
(ALCALOIDES)

llustracién 12-3: Diagrama de los ensayos del extracto acuoso

Fuente: (Miranda, 2002, p.18)
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.
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= Identificacion de aceites y grasas (ensayo de Sudan)

Para la identificacion de aceites y grasas se procedié a tomar 1 alicuota del extracto etéreo y se
afiadié 1 ml de una solucion diluida en agua del colorante Sudan Il o Sudan 1V, y se calenté en
bafio maria hasta evaporar todo el solvente. La presencia de compuestos grasos se considera
positiva si aparecen gotas o una pelicula coloreada de rojo en el seno del liquido o en las paredes

del tubo de ensayos respectivamente (ver ilustracion 13-3).

LREATO LD S0 Tomar una alicuota del ngii:m L{m:ijf iiil (el BEbl mretiy Posiri\]'i"si[jz{;:?i:i(:mo de
Identificacion de aceites y —» R T - —»  hastacvaporarel  —» - S
extracto etéreo colorante de Sudan 11l o o gotas o pelicula coloreada
grasas. , solvente . o
Y de rojo en el tubo de ensayos

llustracion 13-3: Diagrama para la identificacion de aceites y grasas.
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

= Identificacion de alcaloides (Ensayos de Dragendorff, Mayer y Wagner)

Para realizar estos ensayos se debe tomar en cuenta lo siguiente, en la alicuota del extracto etéreo

y alcoholico se evapord en bafio de agua y el residuo se disolvié en 1 ml de acido clorhidrico al 1

% en agua. En cambio, en la alicuota del extracto es acuoso se le afiadi6 1 gota de acido clorhidrico

concentrado, (calentar suavemente y dejar enfriar hasta acidez).

e Ensayo de Dragendorff: En solucion &cida se realizd el ensayo, afiadiendo 3 gotas del reactivo
de Dragendorff, para proceder a observar los resultados (ver ilustracion 14-3).

e Ensayo de Mayer: Se afiadié una pizca de cloruro de sodio en polvo, se agit6 y filtrd. Luego
se agregd 2 o 3 gotas de la solucidn reactiva de Mayer (ver ilustracion 14-3).

e Ensayo de Wagner: Se parte de la solucién acida, se afiadi6 2 o 3 gotas del reactivo,

clasificando los resultados de la misma forma (ver ilustracion 14-3).
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DETERMINACION DE ALCALOIDES
|

Extracto alcoholico

Extracto etéreo

Extracto alcohélico

Tomar tres alicuotas del Tomar tres alicuotas del Tomar tres alicuotas del
extracto etéreo extracto alcohélico extracto acuoso
Dejar evaporar el Dejar evaporar el Anadir 1 gota de HCI
solvente a bafio maria solvente a baiio maria concentrado
Al residuo de cada Al residuo de cada Calentar suavemente
extracto disolver en 1 extracto disolver en 1 y dejar enfriar hasta
ml de HCl al 1 %. ml de HCl al 1 %. acidez

A partir de tener la solucion dcida se procede a realizar los 3 ensayos en los 3 extractos.

Solucién Acida Solucién Acida Solucion Acida

Ensayo de Mayer

Ensayo de Dragendorff Ensayo de Wagner

Afadir de 2 - 3 gotas del Afiadir de 1 pizca de sal Afadir 2 - 3 gotas del
reactivo de Dragendorff yodada reactivo de Wagner

v

Afadir 2 - 3 gotas del
reactivo de Mayer

A4
RESULTADOS

|

Opalescencia: +
Turbidez definida: ++
Precipitado coposo: +++

lustracion 14-3: Diagrama para la determinacion de alcaloides.
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

= |dentificacién de lactonas y cumarinas (ensayo de Baljet)

En la identificacion de lactonas y cumarinas se procedi6 a tomar 1 alicuota del extracto etéreo y
se evaporo el solvente en bafio de agua y redisolvi6 en la menor cantidad de alcohol (1 ml) se
afadio 1 ml del reactivo Baljet. En cambio, en la alicuota del extracto alcoholico se adiciond
directamente 1 ml del reactivo Baljet y para la interpretacion ver figura 15-3.

° Calentar a bafio maria . :
Tomar una alicuota : e o El residuo disolver

. > hasta evaporar el
del extracto etéreo en | ml de alcohol
solvente

ENSAYO DE BALJET
Identificacién de lactonas y v

cumarinas. T
Adfiadir 1 ml del RESULTADO

Tomar una alicuota > reactivo de Baljet CO].OY rojo: *T
del extracto Precipitado Rojo: +++

alcohélico

Y

llustracion 15-3: Diagrama para la identificacion de lactonas y cumarinas.
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.
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= Identificacion de triterpenos y esteroides (ensayo de Liebermann — Burchard)

Nota: Si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse el solvente en
bafio de agua y el residuo disolver en 1 ml de cloroformo.

Se tomé 1 alicuota del extracto etéreo y una alicuota del extracto etandlico se dejé evaporar en
bafio maria y se redisolvieron en 1 ml de cloroformo cada alicuota, luego se afiadié 1 ml de
anhidrido acético. Se mezclé el contenido y por las paredes del tubo de ensayo se afiadié de 2 a 3
gotas de acido sulfarico concentrado teniendo la precaucion de no agitar, la interpretacion de

resultados ver ilustracion 16-3.

¢ Afiadir por las paredes
del tubo 2 - 3 gotas Ac.
Sulflirico concentrado

Tomar una alicuota

del extracto etéreo (NO AGITAR)
ENSAYO DE LIEBERMANN -
BURCHARD Evaporar el solvente Anadir 1 ml de
Identificacion de triterpenos y en bafio maria. anhidrido acético
esteroides

Tomar unra alicuota RESULTADO
del extracto

Positivo ante un cambio répido de coloracion.

alcoholico

T Rosado-azul muy rapido
Verde intenso-visible aunque rapido.
Verde oscuro-negro-final de la reaccion.

O en algunas ocasiones existe formacion de 2 fases.

lustracion 16-3: Diagrama para la identificacion de triterpenos y esteroides.
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

= |dentificacién de catequinas (ensayo de catequinas)

Con la ayuda de un capilar se tom6 1 gota de extracto etanolico y se aplicé sobre papel filtro,
después se aplicé 1 gota de solucién de carbonato de sodio y en caso de obtener una mancha verde

carmelita ante la luz UV, era un resultado positivo (ver figura 17-3).

ENSAYO DE Tomar una eota dol Aplicar la gota sobre En la mancha del RESULTADO
CATEQUINAS —> Pl —»{ P S »extracto aplicar solucion| Positivo: Mancha verde
A extracto alcohélico. papel filtro. . - o

Identificacion de catequinas de carbonato de calcio. carmelita ante la luz UV,

llustracion 17-3: Diagrama para la identificacion de catequinas.
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

= Identificacion de resinas (ensayo de resinas)

Se tomd una alicuota del extracto etandlico o y se afiadio 10 ml de agua destilada, de modo que,

la aparicion de precipitado era un resultado positivo (ver ilustracion 18-3).
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RESULTADO
—> Positivo: Aparicion de
precipitado

ENSAYOQO DE RESINAS Tomar 2 ml del Afiadir 10 ml de agua
Identiticacion de resinas extracto alcohdlico. destilada

llustracion 18-3: Diagrama para la identificacion de resinas
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

= Identificacion de azucares reductores (ensayo de Fehling)

Se tomo 1 alicuota de extracto alcoh6lico y se evaporo el solvente a bafio maria hasta obtener un
residuo y al cual se disolvié con 2 ml de agua destilada, y después afiadir 2 ml de reactivo de
Fehling. En cambio, en el la alicuota del extracto acuoso se afiade directamente el reactivo.
Seguidamente se calent6 a bafio maria durante 5 a 10 minutos y en caso de coloracion rojo o

precipitado rojo se podia evidenciar un resultado positivo (ver ilustracién 19-3).

Tomar una alicuota Evanorar el solvente Su residuo disolver en
del extracto = al apore . N ,t' S 1-2mlde agua
o en bafio maria.
alcoholico destilada
ENSAYO DE FEHLING
Identificacion de azicares
reductores v

Afiadir 2 ml del reactivo de
Fehling (1 ml del Fehling A +
1 ml del Fehling B)

RESULTADO
Positivo: Coloracion roja o

precipitado rojo.

Tomar una alicuota o | Calentar a bafio maria

de 5 - 10 min

Y

del extracto acuoso

lustracion 19-3: Diagrama para la identificaron de azucares redactores.
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

= Identificacion de saponinas (ensayo de espumas)

Se tomo 1 alicuota de extracto etandlico y se diluyo 5 veces su volumen en agua destilada para

agitar durante 5 a 10 minutos y observar si hubo o no formacién de espuma.

Tomar una alicuota Diluir 5 veces su
del extracto »| volumen en agua
alcohdlico destilada.
ENSAYO DE ESPUMA
Identificacion de saponinas y
Tomar 10 ml del Agitar de 5 a 10 - .. RTRUILLA .
> ) » Positivo: Espuma en la superficie mayor a
extracto acuoso. min . .
2 mm de altura y persistente por 2 min.

T

llustracion 20-3: Diagrama para la identificaron de saponinas.

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

47



= Identificacion de compuestos fenélicos y taninos (ensayo de FeCl3)

Se tomo 1 alicuota de extracto etandlico y se afiadieron 3 gotas de cloruro férrico al 5 %, en la
alicuota de extracto acuoso, para neutralizarle se afiadié acetato de sodio y 3 gotas de una solucién

de tricloruro férrico al 5 %. Para identificar sus resultados ver ilustracion 21-3.

ymar una alicuota e . -
TPsee i st | Afadir 3 gotas de ClzFeal 5-5
del extracto >
allea iR en solucion salina.
ENSAYO DE clgFe )
Idcntiﬁcaciép de fenoles y RESULTADO
taninos.
T licuot Afiadir acetato de Una coloracion rojo-vino, compuestos
d nlmm una:l llcn(\ Ay sodio para fendlicos en general.
S UCIOECUREO) neutralizar. Una coloracién verde intensa, taninos del
tipo pirocatecolicos.
T Una coloracién azul, taninos del tipo
pirogalotanicos

lHustracion 21-3: Diagrama para la identificacion de fenoles y taninos.

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

= |dentificacién de quinonas (ensayo de Borntrager)

Para la identificacion de quinonas se tomo 1 alicuota de extracto alcohdlico y se evaporo en bafio
maria, para después afiadir 1 ml de cloroformo y 1 ml de hidroxido de sodio al 5 %. Se agito y

mezcl6 hasta observar la separacion de fases, su interpretacion se observa en la ilustracion 22-3.

ENSAYO DE Tomar una alicuota Evaporar el Adiadir 1 ml de Adiadir 1 ml de Observar la
BORNTRAGER —> del extracto —» solvenle en bafio — A, > © .., [ separacion de
e . L. . cloroformo. NaOH al 5% 5
Identificacion de quinonas alcoholico maria. fases

|

RESULTADO
Positivo: Si la fase superior (acuosa
alcalinas) es roja o rosada.
Coloracion rosada + +
Coloracion roja ++ +

llustracion 22-3: Diagrama para la identificacion de quinonas.

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

= Identificacion de flavonoides (ensayo de Shinoda)

Se tom¢ 1 alicuota de extracto alcohdlico y 1 alicuota de extracto acuoso, a cada alicuota
respectivamente se diluyé con 1 ml de HCI concentrado y se afiadié 1 pedazo de magnesio
metalico, de modo que se espero la reaccion durante 5 minutos y se afiadié 1 ml de alcohol amilico

y se dejo reposar hasta obtener la separacion de fases (ver ilustracién 23-3).
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v

Tomar una alicuota
del extracto
aleoholico

ENSAYO DE SHINODA
Identificacion de
flavonoides

Diluir con 1 ml de Anadir | pedacito de Esperar la reaccion Afiadir | ml de

HCI concentrado cinta de Mg metalico. durante 5 min alcohol amilico.

Tomar una alicuota ¢
del extracto acuoso. RESULTADO
Positivo: Fase de alcohol amilico de e L Dl elbe
S| V0. Fas a T 1¢0 . - .
- ’ . €— separacion de [€— fases y dejar
color intenso amarillo, rojo, naranja o X -
. fases Teposar
carmelita.

lustracion 23-3: Diagrama para la identificacion de flavonoides

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

= |dentificacion de antocianos (ensayo de antocianidinas)

Se tomaron 2 ml de extracto alcohélico y se afiadié 1 ml de HCI, para después calentar la mezcla
por 10 minutos, se dejo enfriar y se afiadié 1 ml de agua'y 2 ml de alcohol amilico. Se agit6 y dejo

reposar para observar la separacion de fases e interpretar resultados (ver figura 24-3).

Enlfiiar y afiadir 1
—» mlde agua + 2 ml —»
de aleohol amilico

Tomar una alicuota
del extracto >
alcoholico

ENSAYO DE
ANTOCTANIDINA
Ldentificacion de antocianos

Afiadir 1 ml de HCI
concentrado

Agitar y dejar
separar las fases.

|

RESULTADO
Positivo: Fase de alcohol
amilico de color rojo a
marron.

Calentar por 10
min la mezela

—>

lHustracion 24-3: Diagrama para la identificacion de antocianos.

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

= Identificacion de mucilagos (ensayo de mucilagos)

Se tomo 1 alicuota de extracto acuoso y se dejo enfriar a 0-5 °C (ver ilustracion 25-3).

ENSAYO DE MUCILAGOS
Identificacion de mucilagos

Tomar una alicuota
del extracto acuoso

Enfriar o llevar la
alicuota a una
temperatura de 0-5 °C

—

Esperar

RESULTADO
Positivo: Consistencia
gelatinosa

lustracion 25-3: Diagrama para la identificacion de mucilagos.

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

= |dentificacién de principios amargos y astringentes

Se tomo 1 alicuota de extracto etandlico y se evapor6 el solvente en bafio maria, para diluir el
residuo en agua destilada y proceder a saborear para reconocer el sabor de los principios amargos

(ver ilustracion 26-3).
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IDENTIFICACION DE Tomar una alicuota Saborear unas gotas Resaiass ¢l (AN EIED
PRINCIPIOS AMARGOSY —>» del e‘xn“v;: acu “; —» dt‘l‘EXU“; t: —»  sabor de los »{ Sabor amargo indica presencia de
ASTRINGENTES acto acuose ¢ principios principios amargos y astringentes

llustracion 26-3: Diagrama para la identificacion de principios amargos y astringentes.
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

3.7.5.0btencidn del extracto etandlico de Kalanchoe pinnata (dulcamara)

Para la preparacion de los extractos etandlico, se pesaron 50 g del material vegetal seco y molido,
posteriormente, se coloco en un frasco &mbar y se adicionaron 500 ml de etanol al 70 %. Se dejé
macerar por 72 horas a temperatura ambiente con agitacién constante. Se coloco en el sonicador
por 20 minutos, finalmente, se procedié a filtrar y colocar en un frasco &mbar para su
conservacion.

La solucion obtenida fue utilizada para realizar su control de calidad y posteriormente, se procedid
a concentrarlo en el rotavapor para su congelacion con nitrogeno y liofilizacion (ver ilustracion
27-3).

HIDROALCOHOLICO

¥

‘ Pesar 50 g de material vegetal molido ‘

[ OBTENCION DEL EXTRACTO }

Colocar cn un frasco ambar y afiadir 500 ml de ctanol
al 70%

Dejar en maceracion durante 72 horas a temperatura
ambiente.

.

Filtrar

SOLUCION
OBTENIDA

CONCENTRACION EN
ROTAVAPOR

CONTROL DE CALIDAD

Congelacién con
nitrégeno

4

Liofilizado

lustracién 27-3: Diagrama de la obtencion del extracto etandlico.

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.
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3.7.6.Control de calidad del extracto etandlico.

3.7.6.1. Requisitos organolépticos

Para la determinacion de las caracteristicas organolépticas se utiliz6 los sentidos de la vista, el

olfato y el gusto, con el fin de establecer el color, olor, sabor y aspecto que presento el extracto.

3.7.6.2. indice de refraccién

Para este ensayo se empled un refractdmetro automatico digital, se coloco dos gotas de la muestra

sobre el prisma y se automatizo el equipo para la obtencién del resultado.

3.7.6.3. Medicion de pH

Para la obtencion del resultado, se emple6d un pHmetro digital.

3.7.6.4. Determinacion de densidad relativa

Para este ensayo se emplearon picnémetros, en primer lugar, se pesé el picnémetro vacio,

seguidamente, se llend con el extracto y se mantuvo a 25 °C por 15 minutos, se peso y se repitid

el proceso con agua destilada a la misma temperatura (ver ilustracion 28-3).

DETERMINACION DE DENSIDAD
RELATIVA

!

| Pesar el picnémetro vacio. |

(_

| Llenar el picnémetro con el extracto, |

«—

| Mantener a 25%¢ por 15 minutos. |

—

| Llenar el picnédmetro con agua destilada. |

«—

| Mantener a 25 por 15 minutos. |

]

| Pesar. |

llustracién 28-3: Diagrama de la determinacion de

densidad relativa.
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.
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Para la expresion de los resultados, se utiliz6 la siguiente formula:
D= m;—m

m, —m

D = densidad relativa (g/ml)

m = peso del picnémetro vacio (g)

m1 = peso del picnébmetro con la muestra del extracto (g)

m; = peso del picnémetro con agua destilada

3.7.6.5. Determinacion de solidos totales

En una cépsula previamente tarada se colocaron 5 ml del extracto y se evaporé el solvente en
bafio maria hasta que la muestra se encuentre aparentemente seca. Posteriormente, se transfirié a
la estufa a una temperatura de 105 °C durante 3 horas, se coloco en el desecador y se pesé la

muestra hasta obtener un peso constante (ver ilustracion 29-3).

DETERMINACION DE SOLIDOS
TOTALES

!

‘ Tarar el crisol. ‘

!

‘ Afadir 5 ml del extracto ‘

7
Transferir ¢l crisol con la muestra carbonizada al horno Durante 3 horas
mufla / a 105°C

Nuevamente colocamos en el horno

mufla durante 30 minutos.

L 7
/
Colocar en el desecador »/ Durante 15 min /
/

s { ¢ |

‘ Repetir hasta obtencr un peso constante ‘

lustracion 29-3: Diagrama de la determinacion de sélidos totales.
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

Para la expresion de los resultados, se utilizo la siguiente formula:

st=""" 100
= v X

S = porcentaje de solidos totales en la muestra
Pr = masa de la capsula con el residuo (g)
P = masa de la cépsula vacia tarada (g)

V = volumen de la alicuota (ml)

52



100 = factor matematico

3.7.7.Control microbiol6gico

Por lo general las drogas vegetales son contaminadas por microorganismos que se encuentran en
el ambiente y en la tierra. Sin embargo, la contaminacion inicial de la planta disminuye en el
proceso de secado, pero en los procesos de manipulacion, trituracion, almacenaje puede aumentar
la contaminacion.

El control microbioldgico se realizé en los geles preparados a distintas concentraciones (25 ppm,
100 ppm y 300 ppm) del extracto alcohdlico de las hojas de Kalanchoe pinnata basandose en las
técnicas de las Normas NTE INEN 1529-5, 1529-7, 1529-10. Cada ensayo se realizO por
duplicado.

3.7.8.Actividad cicatrizante del extracto etanodlico de las hojas de Kalanchoe pinnata

(dulcamara)

3.7.8.1. Fase de aclimatacion de los modelos experimentales

Tabla 5-3: Fase de aclimatacion de los modelos experimentales.
El proceso de ambientacion de los animales experimentales se
Descripcion realizd, por transcurso de 21 dias, segin la técnica utilizada
mediante manipulacién y adaptacion.

Descripcion de los Peso: 25-30 g

animales de Edad: 2-3 meses
experimentacion Sexo: Hembras
Lugar de crianza: Bioterio ESPOCH.
Condiciones Humedad Relativa: 40-70 %
ambientales Temperatura: 22 °C £ 2

Fotoluminiscencia: 12 horas de luz y 12 horas de obscuridad.
Cama: viruta de madera seca y limpia Alimento: Balanceado para

roedor en forma de pellets y agua Ad libitum. Ruido: Ausente

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

3.7.8.2. Preparacion de geles

Se prepararon tres geles experimentales a distintas concentraciones del extracto etandlico, para

gue tenga mejor absorcion al momento de colocar en la cicatriz del raton.
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El extracto liofilizado de Kalanchoe pinnata (dulcamara) fue diluido en 1 ml de alcohol al 50%,
de lo cual se obtuvo las concentraciones de 25 ppm, 100 ppm y 300 ppm.

Procedimiento: Se prepar6 una suspension coloidal de carbopol, previamente hidratada (24
horas), posteriormente se agrego el extracto a las concentraciones definidas, se adicion6 unas
pocas gotas de propilenglicol y trietanolamina y se homogeniz6. Finalmente se adicionaron unas

gotas de metil y propilparabeno, se mezclo; obteniendo el gel respectivo de cada concentracion.

3.7.8.3. Fase de induccion de la lesion en los modelos experimentales

Se aplico crema depilatoria Veet en la zona a depilar durante 5 minutos y con ayuda de una gasa
humeda se procedié a retirar la crema. Se procedié a poner un ratdn en cada jaula y se dejo en
observacion durante 24 horas, con el propdsito de destacar reacciones alérgicas.

Transcurrido el tiempo se desinfectd la zona depilara y se anestesio al raton por via topica
empleando Lidocaina base al 10 % (Roxicaina), se sefialé la zona de incisién y con ayuda de un

bisturi se realizo el corte con una longitud de 1.5 cm y profundidad de 0.2 cm

3.7.8.4. Fase de aplicacion de los tratamientos a los modelos experimentales

Se utiliz6 un total de 30 modelos experimentales divididos en grupos de 5 cada uno

respectivamente. En el cual cada grupo fue asignado de la siguiente manera:

Tabla 6-3: Grupo experimental de ratones hembra.
Tratamientos Grupos de estudio Modelos

experimentales

Blanco Grupo 1 Al A2 A3 A4 A5
Control negativo Grupo 2 Bl B2 B3 B4 B5
Control positivo Grupo 3 Cl C2 C3 C4 Ch
Concentracion del extracto 25 ppm Grupo 4 D1 D2 D3 D4 D5
Concentracion del extracto 100 ppm Grupo 5 El E2 E3 E4 E5
Concentracion del extracto 300 ppm Grupo 6 F1 F2 F3 F4 F5

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

Donde:

e A: Control blanco (Animales sin tratamiento)

e B: Control negativo (Animales tratados con el gel base)

e C: Control positivo (Animales con el ungiiento herbal MEBO (0.25 % [B-sitoesterol))

e D: Animales tratados con extracto de 25 ppm.
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e E: Animales tratados con extracto de 100 ppm.
e F: Animales tratados con extracto de 300 ppm.
Posteriormente, con la ayuda de un hisopo estéril se aplico el gel correspondiente a cada uno de
los grupos cada 12 horas y por el tiempo necesario hasta que se cicatrice completamente la herida.
A continuacion, se realiz6 las mediciones y observaciones diarias, desde cuando se formé y se
desprendio la costra de cicatrizacion, tomando en cuenta el tiempo de la cicatrizacion, la longitud

y ancho de la herida.
3.7.8.5. Anélisis estadistico
Los resultados de esta investigacion fueron registrados en el programa estadistico Minitab, los

cuales fueron analizados por la prueba ANOVA de un factor y test de Tukey para la determinacion

de la actividad cicatrizante.
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CAPITULO IV
4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
4.1. Ensayos boténicos
4.1.1. ldentificacion botanica
La identificacion botanica se realiz6 con ayuda del Ing. Jorge Caranqui, botanico responsable del
Herbario de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, observandose los resultados en la

tabla 1-4 y su certificado de identificacion corresponde al ANEXO A.

Tabla 1-4: Identificacion botanica de la planta.

TAXONOMIA DULCAMARA
Familia Crasulaceas J
Género Kalanchoe Adans
Especie Kalanchoe pinnata (Lam.) Kurz

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

4.1.2.Analisis macro-morfoldgico

Kalanchoe pinnata conocida también con su sinénimo Bryophyllum pinnatum (dulcamara) es una
planta suculenta y perenne que mide aproximadamente de 0.3 a 1.5 m de altura, se reproduce
mediante semillas o de forma vegetativa a partir de los bulbos de las hojas (Kumar et al. 2020, p. 002).
En la tabla 2-4 se puede observar, en el grafico (A) las hojas son gruesas, carnosas, de color verde
oscuro, y distintivamente festoneada, su disposicion es opuesta y decusada, en la parte inferior de
la planta estan de forma simple, mientras que la parte superior tiene de tres a siete foliolos con un
peciolo largo. Se caracteriza por ser una hoja suculenta, la cual almacena grandes cantidades de
agua, ademas tienen la capacidad de generar yemas que actlan como organos de reproduccion
asexual que se conoce como bulbillos, que al caer al suelo se enraizan y originan una nueva planta.
Todo lo mencionado es frecuente en las Crasulaceas, en el género Kalanchoe (Troiani et al. 2017,
pp. 105-106).

El grafico (B) corresponde a las flores, que tienen forma de campana y estan colgadas en paniculas
grandes y extendidas con fuertes ramas opuestas donde los pedicelos son delgados. El caliz mide
de 2.5-3.8 cm de longitud, tiene un estriado de color rosado, verde en la base, verde palido en la

parte superior y posee dientes triangulares; la corola es abombada y octogonal en la base. En el
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gréafico (C) se observa una pequefia porcién del tallo con unas pequefias hendiduras y la raiz, la

cual es fasciculada (Kumar et al. 2020, p. 002).

Tabla 2-4: Anélisis Macro-morfoldgico de Kalanchoe pinnata.

TR

Gréfico (C) Tallo y Raiz de K. pinnata Gréfico (D) Planta de K. pinnata seca del herbario
ESPOCH
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

4.1.3.Analisis micro-morfolégico de Kalanchoe pinnata

4.1.3.1. Corte transversal de la hoja

En la tabla 3-4, tanto en el gréafico (A) como en el (B) se puede observar una nervadura central,
es decir tejidos conductores de la hoja, que se encargan de distribuir agua y nutrientes. En el
gréafico (C) se observa parénquima acuifero el cual estd compuesto por células parenquimaticas
grandes que almacenan agua, poseen paredes delegas y grandes vacuolas que también acumulan

agua, caracteristicas propias de plantas suculentas (Troiani et al. 2017, pp. 105).
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Tabla 3-4: Corte transversal de la hoja de K. pinnata

,, o ¢ K

Gréfico (A) Tejido conductor. Gréfico (B) Tejido conductor. Gréfico (C) Parénquima
acuifero.

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

4.1.3.2. Corte longitudinal de la hoja

Tabla 4-4: Corte longitudinal de la hoja de K. pinnata

Gréfico (B) Cristales de oxalato de

Gréfico (A) Parénquima

calcio incrustados. Gréafico (C) Estomas anisociticos.

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

En la tabla 4-4 se observa el corte longitudinal de la hoja, en el grafico (A) se puede distinguir la
cuticula, epidermis, parénquima clorofilico en empalizada (méas expuesta al sol y realiza la
fotosintesis) y un parénquima clorofilico lagunar (parte mas sombria y realiza el intercambio de
gases y agua con la atmosfera), contienen clorofila y cloroplastos. Por otro lado, en el gréafico (B)
se identificaron cristales de oxalato de calcio incrustado en las células parenquimatosas y

anulares; ademas, se identificaron estomas en forma anisocitica como se observa en el grafico (C)
(Bhavsar et al. 2018, p. 1522).

4.1.3.3. Corte microscopico del tallo de K. pinnata

La estructura microscopica del tallo de K. pinnata se detalla en la tabla 5-4, en la cual se observan
tejidos conductores xilema y floema. En el grafico (A) se pueden observar las tragueas que son
las principales estructuras del xilema acompafiadas de células parenquimaticas. La funcion del

xilema es la conduccion de sabia bruta, es decir agua y minerales absorbidos en las raices.
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En el gréafico (B) se identificaron tubos cribosos, los cuales se encuentran delimitados por células
acompafiantes. La funcidn del floema es la conduccién de sabia elaborada, es decir agua y
sustancias organicas generadas en la fotosintesis.

El gréfico (C) corresponde a un corte transversal en el cual se identifica el xilema y floema
intercalados (Troiani et al. 2017, pp. 84-85).

Tabla 5-4: Corte microscopico del tallo de K. pinnata

% .‘ ', “ I 3 .A‘:
Mg NN G ey
Gréfico (A) Tejido conductor de Grafico (B) Tejido conductor de tipo Gréfico (C) Corte transversal
tipo xilema: traqueas floema: tubos cribosos del tallo (xilema y floema)

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

4.1.3.4. Corte microscopico de la raiz

Los cortes de la raiz se observan en la tabla 6-4, de manera que en el grafico (A) se identificd
rizodermis (epidermis propia de la raiz), la corteza o cortex que es el conjunto de células
parenquimaticas de almacenamiento de sustancias de reserva. Ademas, se observo la endodermis
una banda células de forma compacta rodeando el tejido vascular, su funcién es regular la entrada
de agua y minerales al tejido vascular (Gonzales, 2013, p. 5).

Por otra parte, en el gréafico (B) se observd el cilindro vascular (estructura interna de la raiz) consta
de xilema y floema. Finalmente, el grafico (C) muestra los pelos absorbentes de la raiz que

contribuyen a una absorcion mas eficiente de agua y nutrientes del suelo (Gonzales, 2013, p. 6).
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Tabla 6-4: Corte microscopico de la raiz de K. pinnata

EleermIs Y - ‘

Endodermis

l ) & | : Cortga o.gortex ‘
Gréfico (A) Corte transversal de la Graéfico (B) Estructura interna de la Gréfico (C)

raiz. raiz (Cilindro vascular) Pelos absorbentes de la raiz.

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

4.2. Anédlisis Organoléptico de la droga pulverizada de las hojas de K. pinnata

El andlisis organoléptico se realizé mediante los sentidos, los resultados se pueden observar en la
tabla 7-4.

Tabla 7-4: Resultados del analisis organoléptico.

Color Sabor Olor

Verde parduzco Sabor neutro Ligeramente aromatico

Realizado por: Bayas, Martha, 2022

El color verde parduzco es debido a la presencia de clorofila en sus hojas, el sabor es neutro y el

olor aromaético indica la presencia de aceite esencial en K. pinnata (Rahman et al. 2019, p. 6).
4.3. Control de calidad de la droga vegetal cruda

Los resultados pertenecientes al control de calidad de la droga vegetal cruda se obtuvieron por

duplicado, como se indica a continuacién:
4.3.1.Analisis fisicoquimico
4.3.1.1. Determinacién de humedad

En la tabla 8-4 se presentan los resultados del porcentaje de humedad de las hojas secas de

Kalanchoe pinnata, obteniendo un porcentaje de 9.205 %. Se puede observar que el valor
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promedio se encuentra dentro del rango de referencia establecido en Norma Técnica Ecuatoria
INEN 2 392:2017 y en la Farmacopea de los Estados Unidos USP #35.

Tabla 8-4: Resultados de humedad de la droga vegetal cruda de K.pinnata.

Muestra vegetal Muestra Muestra Promedio NTE INEN 2  Valor de referencia
No.1(%) No.1 (%) 392:2017 USP 35
Kalanchoe pinnata 8.813 9.597 9.205 + 0.392 12% 7-14%

Realizado por: Bayas, Martha,2022

El porcentaje de humedad depende directamente del secado al cual ha sido sometido la materia
prima. El valor obtenido se encuentra dentro del rango de referencia, indicando las adecuadas
condiciones de almacenamiento y conservacion; el contenido de humedad permite conocer la
estabilidad de la materia prima, mientras menor sea la cantidad de agua remanente se evitara la
proliferacion bacteriana y micotica (Yela, 2021, p. 52).

En el estudio que realiz6 Cucuri (2017, p.33) el porcentaje de humedad fue de 10.676 % y en
comparacién con el valor obtenido en esta investigacion de 9.205 %, solo difiere en un 1 %
aproximadamente, por lo tanto, se deduce que el material vegetal fue secado en condiciones

similares.

4.3.1.2. Determinacion de cenizas

En la tabla 9-4, se observan los resultados obtenidos de cenizas totales de 10.818 %, cenizas
solubles en agua de 5.099 % y cenizas insolubles en HCI de 2,456 %, valores que se encuentran

dentro de los establecidos por la USP # 35.

Tabla 9-4: Resultados de cenizas de la droga vegetal cruda de K. pinnata.

Parametro Muestra Muestra Muestra Promedio Valor de
vegetal No. 1 (%) No. 2 (%) referencia USP 35
Cenizas totales Kalanchoe 10.156 11.479 10.818+ Hasta 12 %
pinnata 0.66

Cenizas solubles en Kalanchoe 4.850 5347  5.099+ 0.25 Hasta 7 %
agua pinnata

Cenizas insolubles en Kalanchoe 2.035 2.816  2.456+0.39 Hasta 5 %
HCI pinnata

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

La determinacion de cenizas totales hace referencia al contenido de materia remanente posterior

ala ignicion (sales minerales) como “cenizas fisioldgicas” que podrian ser derivados de los tejidos
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vegetales, con potencial actividad bioldgica y “cenizas no fisioldgicas”, residuo de la materia
extrafia (polvo, arena, tierra, etc.) (Miranda, 2002, p.8).

En el andlisis, las cenizas solubles en agua indican si las cenizas totales se encuentran compuestas
en mayor parte por metales pesados y las cenizas insolubles en HCI miden la presencia de
minerales que son responsables de algunas acciones farmacoldgicas (Miranda, 2002, pp.9-10).
Mediante estos resultados obtenidos, se puede determinar que la droga vegetal cruda de
Kalanchoe pinnata cumple con todos los pardmetros de control de calidad establecidos por las
distintas normas y por lo tanto son aptas para el uso en la investigacion, ademas concuerda con el
estudio de Bhavsar et al. (2018, p. 1523), en el cual la ceniza total obtenida fue de 9.5 %, siendo el

0.5 % ceniza insoluble en &cido y 2.25 % soluble en agua.

4.4. Tamizaje fitoguimico de las hojas de dulcamara (Kalanchoe pinnata)

El andlisis del tamizaje fitoquimico permite reconocer de forma cualitativa los metabolitos
secundarios que posee la planta. Se utilizd éter etilico, etanol y agua como solventes, con el fin
de extraer e identificar los compuestos en base a su polaridad, solubilidad y su prevalencia en
cada extracto. Se puede observar en la Tabla 10-4, los resultados de metabolitos secundarios

presentes en las hojas de Kalanchoe pinnata en los distintos solventes:

Tabla 10-4: Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos de las hojas de K. pinnata.

Metabolito Ensayo Extracto etéreo Extracto etandlico Extracto acuoso
investigado al 70 %
Compuestos grasos Sudan Positivo NA NA
+++
Alcaloides Dragendorff Positivo Positivo Positivo
++ ++ +
Mayer Positivo Positivo Positivo
++ ++ +
Wagner Positivo Positivo Positivo
+ ++ +
Triterpenos y esteroides Liberman- Positivo Positivo NA
Burchard
Catequinas Catequinas NA Positivo NA
Resinas Resinas NA Negativo NA
AzUcares reductores Fehling NA Positivo Positivo
Lactonas y cumarinas Baljet NA Negativo NA
Saponinas Espuma NA Negativo Negativo
Compuestos fenélicosy = Tricloruro férrico NA Positivo Positivo
taninos (Compuestos (Compuestos
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taninos taninos

pirocatecolicos) pirocatecolicos)
Quinonas Borntrager NA Negativo NA
Flavonoides Shinoda NA Positivo Positivo
Antocianos Antocianidinas NA Positivo NA
Mucilagos Mucilagos NA NA Negativo
Principios amargos y Amargos y NA NA Amargo

astringentes astringentes
*(NA) No Aplica.
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

El tamizaje fitoquimico es una de las etapas que permite identificar cualitativamente los
principales grupos quimicos presentes en una planta. La informacién obtenida mediante este
proceso de investigacion sobre compuestos con origen vegetal ayuda a comprender la fisiologia
y bioguimica de los organismos que producen y para lograr su mejor aprovechamiento con fines
cientificos, medicinales y econdmicos (Ortufio, 2006, p. 54).

Los resultados obtenidos en la tabla 10-4. Indican la presencia de compuestos grasos, alcaloides,
triterpenos y esteroides, catequinas, azlcares reductores, compuestos fendlicos y taninos,
flavonoides, antocianidinas y principios amargos. Sin embargo, solo en el solvente alcohdlico se
puede extraer flavonoides y terpenos conjuntamente, lo cual es importante debido a que estos dos
metabolitos son esenciales en la generacién de la actividad cicatrizante.

Mediante el ensayo de Sudan se determind la presencia de compuestos grasos con una evidencia
alta por la formacion de precipitado y pelicula de color rojo en las paredes del tubo. El ensayo de
Liberman-Burchard formo dos fases lo que significa que es positivo para terpenos y esteroides.
Lo mencionado coincide con los resultados del estudio de Majaz et al. (2011, p.1480), en donde
menciona que en las partes aéreas de la planta de Kalanchoe pinnata contiene un alto contenido
de B- sitosterol, compuesto esteroidal (fitoesterol), que presenta un efecto antioxidante,
antiinflamatorio y cicatrizante, mientras que sobre la piel puede actuar como un hidratante.

La presencia de alcaloides fue evidenciada en los tres tipos de extractos con moderadas cantidades
a través del ensayo de Dragendorff, Mayer y Wagner. Similar a lo expuesto por Okwu & Nnamdi,
(2011, pp 1459-1460), el cual menciond que las hojas poseen varios alcaloides con funciones
importantes. Por ejemplo, el alcaloide del fenantreno identificado como 1-etanamino 7 hex-1-
yne-5 ' -one aislado del extracto etandlico de las hojas de K. pinnata, el cual es un potente
antimicrobiano, inhibiendo P. aeruginosa, K. pneumonia, S. aureus, E. coli, C. albicans y A.
niger. Mediante estos resultados, se sugirié el uso de esta planta en fitomedicina para la
prevencién de enfermedades y el tratamiento de infecciones.

La actividad cicatrizante se dio gracias a la presencia de flavonoides y fenoles, que intervienen

como antioxidantes. En el extracto alcohdlico y acuoso, la prueba de cloruro férrico dio como
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resultado un verde intenso, demostrando que existe presencia de taninos y el en ensayo de Shinoda
se formaron dos fases que determina la presencia de flavonoides. Y segun lo mencionado por
Vilchez et al. (2020, p. 24) los compuestos fendlicos tales como los flavonoides, taninos y acidos
fendlicos favorecen el proceso de cicatrizacion de heridas.

El flavonoide cicatrizante principal presente en K. pinnata es la quercetina 3- O -o-L-
arabinopiranosil-(1—2)-a-L- ramnopirandsido, su funcion es la inhibicion de radicales libres,
para que facilite el cierre el diametro de la herida, amplie la génesis de nuevos capilares
sanguineos (angiogénesis) y se dé una aparicion de fibroblastos. Es decir, favorece al cierre de las
heridas por sus caracteristicas secantes y antibacterianas (Coutinho et al. 2020, p. 6037).

La presencia de taninos que son metabolitos generados por el metabolismo secundario de las
plantas posee capacidad astringente, aumentan el nimero de enlaces cruzados entre las fibras de
colageno. Se ha demostrado que estos compuestos ayudan a la vasoconstriccion, al reducir la
permeabilidad y producir una accion antinflamatoria. Del mismo modo, estimulan el crecimiento
de epidermis ayudando a la reepitelizacion y se sabe que poseen accidn antimicrobiana (Vilchez et
al. 2020, p. 25).

Por otro lado, el aceite esencial de las hojas de Kalanchoe pinnata en el estudio de Obregén et al.
(2019, p. 1) se identificaron diecinueve compuestos, formados por hidrocarburos oxigenados (19.1
%), monoterpenos oxigenados (2.1 %), sesquiterpenos (64.4 %), sesquiterpenos oxigenados (4.2
%), otros compuestos oxigenados (3.3%) y acidos grasos (2.1%). Los principales componentes
fueron a- B curcumeno (49.6 %) tiene actividad anticancerosa, principalmente frente al cancer de
piel, colon y duodeno, 1-octen-3-ol (18.1 %) es utilizado para insecticidas, y cariofileno (6.8 %)
es un terpenoide que tiene efecto antiflngico, antibacteriano, analgésico, antiinflamatorio,

ansiolitico y antioxidante. Lo cual contribuye de forma favorable al proceso de cicatrizacion (Mesa
et al., 2000, p. 310).

4.5. Control de calidad del extracto etandlico de las hojas de dulcamara (Kalanchoe pinnata)

4.5.1.Caracteristicas organolépticas

En la Tabla 11-4, se observa los resultados obtenidos en las caracteristicas organolépticas del

extracto etandlico de las hojas de dulcamara (K. pinanta).

Tabla 11-4: Caracteristicas organolépticas del extracto etanélico de las hojas de K. pinnata
CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS
Olor Herbal fuerte - Aromaético

Color Verde intenso- translucido
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Aspecto Liquido, sin presencia de particulas

Sabor Amargo

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

El extracto etandlico o presentd caracteristicas organolépticas especificas acorde al solvente
utilizado, exhibiendo un olor aromético, un color verde intenso y traslicido, con un aspecto
liquido sin la presencia de particulas y un sabor amargo, probablemente debido a los compuestos
disueltos. Estas caracteristicas mencionadas no se encuentran referenciadas para poder

compararlo ya que son propias de la planta.

4.5.2.Determinacion fisico — quimica

Tabla 12-4: Caracteristicas fisico—quimicas del extracto etandlico de K. pinnata
CARACTERISTICAS FISICO - QUIMICAS

Indice de refraccion 1.389
Grados brix 22.99
pH 5.65
Densidad relativa 0.905 g/ml
Solidos totales 2.10 %

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

La tabla 12-4 detalla las caracteristicas fisicoquimicas del extracto etandlico de las hojas de K.
pinnata. El indice de refraccion del extracto etandlico fue de 1.389, al ser un valor superior al
indice de refraccion del agua (n=1.33), se determind que existe la presencia de compuestos

disueltos en el extracto, los cuales pueden ser metabolitos activos o no activos (Rodrigues y Marin,
2008, p. 42).
Por otra parte, el pH del extracto fue acido con un valor de 5.65, lo cual se puede deber a las

caracteristicas quimicas de algunos metabolitos secundarios disueltos como, flavonoides, fenoles,
taninos, esteroides y triterpenos. En el estudio realizado por Cucuri, M. (2017, p. 29)., el valor de
pH del extracto etandlico al 96% de las hojas de K. pinnata fue de 2.55, en comparacion con el
pH obtenido en el extracto utilizado en esta investigacion es sumamente &cido, esto se debe a la
diferencia que existe entre las concentraciones.

La densidad relativa fue de 0.905 g/ml, la cual muestra un valor superior a la densidad del
solvente utilizado (alcohol etilico 70 %) el cual tiene una densidad de 0.8 g/ml. Este valor indica

gue en el extracto se encuentran sustancias disueltas provenientes de la droga cruda (Rodrigues y
Marin, 2008, p. 2).
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Finalmente, se obtuvo un valor de solidos totales de 2.10 %, lo que indica la existencia de
metabolitos disueltos, debido a que, mientras mas alto sea su valor, existe mayor probabilidad de
que presente mayor cantidad de compuestos disueltos (Rodriguez y Marin, 2008, p. 2).

4.5.3.Analisis microbioldgico

En la Tabla 13-4. se indican los resultados obtenidos en el analisis microbiolégico de los geles a

distintas concentraciones del extracto etandlico de las hojas de K. pinanta.

Tabla 13-4: Analisis microbiologico del extracto etanolico de las hojas de K. pinnata.

MICROORGANISMOS GEL CON EXTRACTO VALORES DE REFERENCIA
ETANOLICO LIMITES
25 ppm 100 300 NTE INEN USP 35
ppm ppm 2 392:2017
Aerobios Mesofilos Ausencia =~ Ausencia 10 Maéx. 1 x 107 <100
UCF/mL UFC/mL
Mohos y Levaduras Ausencia = Ausencia = Ausencia = Max. 1 x 10* <10
UFC/mL
Coliformes Fecales UFC/MI  Ausencia = Ausencia = Ausencia 1x10 Ausente

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

En el Andlisis Microbiol6gico de los geles preparados con el extracto etanélico a diferentes
concentraciones (25 ppm, 100 ppm y 300 ppm), los valores obtenidos de Aerobios Mesofilos,
Mohos y Levaduras, Coliformes Fecales se encuentran dentro de los valores de referencia
mencionado por la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2 392:2017 y segun la USP #35,
descartando asi una contaminacion microbiana, y garantizando la seguridad para la
administracion tdpica a los animales de experimentacion.

Los aerobios meséfilos indican que los recipientes de almacenamiento, su manipulacion y
ambiente de trabajo son aptos. La ausencia de coliformes fecales hace referencia de que el gel no
esta contaminado con materia fecal y finalmente la ausencia de mohos y levaduras indic6 que el

gel tiene una estabilidad adecuada al no exhibir un crecimiento flngico.

4.6. Evaluacién de la Actividad Cicatrizante del extracto etandlico de las hojas de

dulcamara (Kalanchoe pinnata)

La determinacion de la actividad cicatrizante del extracto etandlico liofilizado de las hojas de

Kalanchoe pinnata fue realizada mediante la elaboracion de un gel. La investigacion se realizé
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en 30 ratones Mus musculus, a los cuales se les dividié en 6 grupos, cada uno conformado por 5

ratones, se trabajo con grupos controles y 3 formulaciones.

El tratamiento aplicado se hizo por via tdpica cada 12 horas hasta que se cicatrice la herida,

observando la longitud y ancho de la lesion, la formacién y desprendimiento de la costra y el

tiempo de cicatrizacion.

4.6.1.Variacion del tamafio de las heridas en el proceso experimental de cicatrizacion

4.6.1.1. Longitudes de las heridas (cm) en ratones (Mus musculus)

Tabla 14-4: Promedio de las longitudes de las heridas (cm) en ratones (Mus musculus).

Dias
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18

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

GRUPO A

Blanco

15
1.5
14
1.3
12
11
11
1.0
0.8
0.7
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0

GRUPO B
Control (-)
Gel base

1.5
15
1.4
1.2
11
1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.3
0.3
0.2
0.1
0.1

GRUPO C
Control (+)

Ungiento herbal
MEBO 0.25 %
(2500 ppm) B-

sitoesterol

1.5
1.4
11
1.0
0.8
0.6
0.5
0.3
0.2
0
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GRUPO D

Gel de

extracto de

Kalanchoe
pinnata 25
ppm
15
14
1.3
1.2
11
0.9
0.8
0.7
0.6
0.4
0.3
0.2
0.1
0.1
0

GRUPO E
Gel de
extracto de
Kalanchoe
pinnata 100
ppm
15
13
11
1
0.9
0.8
0.6
0.5
0.3
0.2
0.1
0

GRUPO F
Gel de
extracto de
Kalanchoe
pinnata 300
ppm
15
1.3
11
0.9
0.6
04
0.2
0.1
0



Longitud de heridas VS Tiempo

Longitud de herida (cm)
OCO00000000 RREREE
OFRNWAUIONOORRFRNWAUIO

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Tiempo (dias)

=@—Grupo A Grupo B Grupo C
Grupo D Grupo E Grupo F

lHustracion 1-4: Longitud de herida vs Tiempo
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

Latabla 14-4, indica el promedio de las medidas longitudinales de cada herida inducida, las cuales
fueron registradas diariamente en el proceso de cicatrizacion en los Grupo (A, B, C, D, Ey F). Al
finalizar el tratamiento todos los modelos experimentales presentaron una medida de 0 cm, libre
de inflamacion o irritacion en la zona de la herida.

La ilustracién 1-4, muestra el cierre longitudinal y el tiempo que tarda el proceso de cicatrizacion,
mediante estos datos se puede establecer que el tratamiento mas efectivo fue el del Grupo F
tratado con el gel a 300 ppm del extracto de Kalanchoe pinnata, ya que emple6 un menor tiempo
en cicatrizar. Los grupos que mas tardaron en cicatrizar fueron A (control blanco) y B (control
negativo) gue no tuvieron tratamiento alguno.

En el estudio titulado “Determinacion de la actividad cicatrizante del extracto de Salvia sagittata,
mediante lesiones inducidas en ratones”, las longitudes iniciales de cada herida fueron de 1.5 cm
y el tiempo final de cierre de estas se dio en 9 dias con el tratamiento de mayor efectividad, por
lo tanto, se estima que estas dos plantas presentan resultados similares (Diaz, 2018, p. 62).

La actividad antiinflamatoria y analgésica del extracto etanélico y acuoso de K. pinnata fue
evaluada mediante un edema plantar inducido por carragenina en ratas y retorcimiento inducido
por &cido acético en ratones respectivamente. Este estudio evidencio que el extracto etandlico a
600 ppm y 300 ppm presentaron mejor efecto en estas dos actividades, favoreciendo asi que la
herida esté libre de inflamacién y sin dolor en el proceso de cicatrizacion (Matthew et al. 2013a, pp. 24—
26).
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4.6.1.2. Ancho de las heridas (cm) en ratones (Mus musculus)

Tabla 15-4: Promedio del ancho de las heridas (cm) en ratones (Mus musculus).
GRUPO D

Dias

© 0o N o o B~ W N P

e N ~ I e <
N o o b W N B O

18

GRUPO A

Blanco

0.4
0.4
0.4
0.3
0.3
0.3
0.3
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.1
0.1
0.1
0.05
0.05
0

GRUPO B
Control (-)
Gel base

0.4
0.4
0.4
0.4
0.3
0.3
0.3
0.3
0.2
0.2
0.2
0.2
0.1
0.1
0.1
0.1

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

GRUPO C
Control (+)
unguento
herbal MEBO
0.25 % (2500
ppm) p-
sitoesterol
04
0.4
0.3
0.3
0.3
0.2
0.2
0.1
0.1

0
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Gel de

extracto de

Kalanchoe

pinnata 25

ppm

0.4
0.4
0.4
0.3
0.3
0.3
0.2
0.2
0.2
0.2
0.1
0.1
0.1
0.1

GRUPO E

Gel de

extracto de

Kalanchoe

pinnata 100

ppm

0.4
0.4
0.3
0.3
0.3
0.2
0.2
0.1
0.1
0.1
0.1

GRUPO F

Gel de

extracto de

Kalanchoe

pinnata 300

Ppm

0.4
0.4
0.3
0.3
0.2
0.2
0.1
0.1
0.0



Ancho de la herida VS Tiempo
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lHustracion 2-4: Ancho de la herida VS Tiempo
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

Los periodos de cicatrizacion del ancho de las heridas tras aplicar los diferentes tratamientos se
pueden verificar en la tabla 15-4; y de la misma manera en la ilustracion 2-4. Se puede establecer
que los resultados del tiempo que tarda en cicatrizar el ancho de cada herida en los grupos
experimentales tienen concordancia con los periodos de cierre de las longitudes, por lo tanto, se
demostré que el tratamiento mas efectivo fue el gel de Kalanchoe pinnata a concentracién de 300
ppm.

En el estudio preliminar de la actividad cicatrizante de Shivananda et al. (2010, p 573) realizaron
cortes de 2.50 cm?y 0.2 cm de profundidad, probaron la efectividad del extracto etanélico de las
hojas de K. pinnata a 100 ppm y el ancho de la herida se cerr6 en el dia 15. Al comparar con este
estudio, las longitudes fueron de 1.5 cm y el cierre final se dio en 9 dias con el gel a 300 ppm y
con el gel a 100 ppm 12 dias, se considera que los resultados son semejantes, debido a que el

tamafio de la herida es mas grande y tarda en cicatrizar solo 3 dias mas.

4.6.2.Formacion y desprendimiento de la costra (cm) en ratones (Mus musculus)

Tabla 16-4: Formacion y desprendimiento de la costra (cm) en ratones (Mus musculus).

GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPO D GRUPO E GRUPO F
Dias Blanco Control (-) Control (+) Gel de Gel de Gel de
Gel base Ungliento extracto de extracto de extracto de
herbal MEBO Kalanchoe Kalanchoe Kalanchoe
0.25 % (2500 pinnata 25 pinnata 100 pinnata 300
ppm) B- ppm ppm ppm
sitoesterol
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1 0 0 0 0 0 0
2 0.1 0.1 0.4 0.2 0.3 0.5
3 0.2 0.3 0.8 0.4 0.6 0.8
4 0.5 0.4 1 0.5 0.9 11
5 0.7 0.6 1.3 0.7 1 14
6 0.8 0.7 15 0.8 1.2 1
7 0.9 0.9 1 1 1.3 0.7
8 1 11 0.6 1.3 1 0.3
9 1.2 1.2 0.2 1.5 0.6 0
10 15 14 0 1.2 0.4

11 1.3 1.2 1 0.1

12 1.2 1 0.8 0

13 1 0.9 0.5

14 0.8 0.7 0.3

15 0.7 0.4 0

16 0.4 0.1

17 0.2 0

18 0

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

Formacion y desprendimiento de la costra VS Tiempo
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lustracion 3-4: Tiempo de formacién y desprendimiento de la costra.
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

La ilustracion 3-4, presenta el proceso de formacién y desprendimiento de la costra en la
cicatrizacion de heridas. El pico maximo indica el tiempo que tarda en formarse la postilla en
funcion de los dias del tratamiento, por tanto, se observa que todos los grupos experimentales

inician la formacidn de ésta, dos dias después de la lesion, sin embargo, es desprendida segln la
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concentracion del gel. Se puede observar que el control positivo (Grupo C) tardé 6 dias en
formarse la costra 'y 10 dias en despegarse.

Mientras que, en el Grupo F (gel con el extracto a 300 ppm) la postilla se form¢ a los 5 dias y se
desprendio6 en un tiempo 6ptimo de 9 dias, los tratamientos del Grupo E (gel con el extracto a 100
ppm) y Grupo D (gel con el extracto a 25 ppm) requieren mayor tiempo para su efecto, al igual
que el Grupo Ay B.

La formacién y desprendimiento de la costra depende de varios factores. Primero, la herida debe
estar libre de microorganismos, segun el estudio de Okwu & Nnamdi, (2011, pp 1459-1460) menciona
que las hojas de K. pinnata poseen varios alcaloides con funciones importantes como por ejemplo
el fenantreno, el cual tiene un potente efecto antimicrobiano que inhibe el crecimiento de P.
aeruginosa, K. pneumonia, S. aureus, E. coli, C. albicans y A. niger.

Segundo, no debe presentar inflamacion, lo cual mediante el estudio de Matthew et al. (2013, pp. 24—
26) se comprobd que el extracto de las hojas de esta planta presenta un efecto antiinflamatorio
significante. Por lo tanto, analizando estos resultados se sugiere el uso de esta planta en

fitomedicina para la prevencion de enfermedades y el tratamiento de cicatrizacion de heridas.

4.6.3.Tiempo de cicatrizacion de las heridas (dias) en los grupos experimentales

Tabla 17-4: Tiempo de cicatrizacion de las heridas (dias) en los grupos experimentales
GRUPOA  GRUPOB GRUPO C GRUPO D GRUPOE  GRUPOF

Ratones Blanco Control (-) Control (+) Gel de Gel de Gel de
Gel base Unguiento extracto de extracto de extracto de
herbal Kalanchoe Kalanchoe Kalanchoe
MEBO 0.25 pinnata 25 pinnata 100 pinnata 300
% (2500 ppm ppm ppm
ppm) B-
sitoesterol
R1 17 16 11 16 12 10
R2 19 17 10 15 11 9
R3 18 16 9 14 11 9
R4 18 17 9 15 12 8
R5 17 18 10 15 12 10
Prom. 17.8 16.8 9.8 15 11.6 9.2
Desv. +0.84 +0.84 +0.84 +0.55 +0.55 +0.84
Estandar

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

Analizando los datos obtenidos de los dias de cicatrizacion presentes en la tabla 17-4, el

tratamiento con mayor efectividad sobre el proceso de cicatrizacion de heridas es el Grupo F,
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tratado con el gel a base del extracto de K. pinnata a 300 ppm, que llevé un promedio de 9.2 dias
para sanar la lesion inducida, seguido por el Grupo C (control positivo) que fue tratado con el
ungiiento herbal MEBO 0.25 % [-sitoesterol con un promedio de 9.8 dias, después el Grupo E
correspondiente al gel con extracto a 100 ppm tardd 11.6 dias. Al contrario, el Grupo D (gel con
extracto a 25 ppm), Grupo B (gel base) y Grupo A (sin tratamiento) que tardaron 15, 16.8y 17.6
dias respectivamente.
Se puede observar que el Grupo F tratado con el gel a base del extracto etandlico de Kalanchoe
pinnata a 300 ppm es el mas efectivo, ya que la cicatrizacién total fue en 9.2 dias, comparando
con la crema elaborada del extracto acuoso al 6 % de la hoja de K. pinnata por Soares et al. (2021,
p 6036) que presentd un periodo de cicatrizacion de 10 dias, se deduce que el tiempo de
cicatrizacion no tiene una variacion significativa.
Se ha evidenciado en un estudio que se compara tres extractos diferentes de las hojas de K. pinnata
(etéreo, alcohdlico y acuoso) que el extracto alcoholico muestra un 92 % de curacion en el dia 12
mientras que en el extracto acuoso un 90 % (Khan et al 2004, p. 45).
En otro estudio se da a conocer la toxicidad oral aguda del extracto etanolico y acuoso de las hojas
de K. pinnata, el cual fue determinado por la Directriz de la OCDE (directriz 423) que el LD50
de estos extractos era de 3000 mg/kg. Por lo tanto, el valor de ED50 es de 300 mg/kg (Matthew et
al. 2013, p. 24).
El medicamento Ungiiento herbal MEBO 0,25 % B-sitoesterol actlia directamente en las heridas
regenerando y reparando el tejido de la piel, su fase de cicatrizacion fue de 9.8 dias, su accién
cicatrizante es similar al del gel con el extracto a 300 ppm, solo se diferencia por 1 dia. Se estima
que una de las razones es que la planta estudiada también presenta fitoesteroles como el -
sitoesterol, el cual es el componente principal del ungiento y por lo tanto ayuda a cicatrizar
heridas (Majaz, 2011, p. 1480).
El gel elaborado con extracto etandlico de Kalanchoe pinnata a 100 ppm tardé en cicatrizar 11.6
dias. El cual coincide con el estudio de Shivananda et al. (2010, p. 573) , en donde se evaluo el
potencial cicatrizante del extracto etanélico de K. pinnata a la misma concentracion y se evidencio
que en el dia 11 su cicatrizacion fue de 86.3 %, siendo mas efectivo que su control positivo.
El Grupo D tratado con el gel a 25 ppm del extracto etan6lico de Kalanchoe pinnata presenté un
periodo de cicatrizacion de 15 dias, se observa que tardé més dias su tratamiento debido a la baja
concentracion del extracto utilizado.
Finalmente, el Grupo A (blanco - sin tratamiento) hace referencia a que no se aplicé ningun tipo
de tratamiento en las heridas, por lo que el tiempo de cicatrizacion fue de 17.8 dias. Por otro lado,
al Grupo B (control negativo) se traté con gel base sin extracto y se tard6 un tiempo de 16.8 dias
en curarse las heridas, solo se evidencia un dia de diferencia con el Grupo A.
La investigacion de metabolitos bioactivos presentes en la planta K. pinnata ha demostrado que
presentan ventajas excepcionales en términos de cicatrizacién rapida. Estos componentes
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fitoquimicos incluyen: flavonoides, taninos, terpenos, esteroides, alcaloides y compuestos
fenolicos, que demuestran una amplia gama de actividades: antiinflamatoria, antimicrobiana y
antioxidante (Jari¢ et al., 2018, p. 6).

Los flavonoides, terpenos, triterpenos y esteroles, promueven el proceso de cicatrizacion de
heridas. Los terpenos favorecen este proceso principalmente por su actividad astringente y
antimicrobiana, contrae la herida y genera una mayor taza de epitelizacion (Jari¢ et al. 2018, p. 7).
Los esteroles como el B-sitoesterol tiene la funcion de regenerar el epitelio rapidamente y los
flavonoides como la “quercetina” poseen actividades antioxidantes y produce la eliminacion de
radicales libres para que facilite el cierre de la herida, amplie la angiogénesis y se dé una aparicion
de fibroblastos (Coutinho et al. 2020, p. 6037).

Los taninos promueven la curacién de heridas a través de varios mecanismos celulares,
incluyendo la eliminacién de radicales libres y especies reactivas de oxigeno, promoviendo la
contraccion de la herida y la angiogénesis, ademés tienen actividad antimicrobiana que actta

contra patdgenos (Jarié et al., 2018, pp. 7-8).

4.6.4.Analisis estadistico

A los resultados obtenidos de la actividad cicatrizante de lesiones inducidas a ratones (Mus
musculus), se realizo el anlisis estadistico utilizando el test ANOVA de un factor y test Tukey,
con el proposito de hallar diferencias estadisticas entre los diferentes grupos experimentales y los
grupos controles. Ademas, se evaluo la existencia o no de la actividad farmacol6gica propuesta

para la planta de Kalanchoe pinnata.

Tabla 18-4: Analisis ANOVA unifactorial del tiempo de cicatrizacion de heridas (dias).

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO 5 336.57 67.3133 112.19 0.000
Error 24 14.40 0.6000

Total 29 350.97

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

En la tabla 18-4 se exponen los resultados obtenidos mediante el test ANOVA de un factor, en el
cual se analizaron los dias que tardé el proceso de cicatrizacion en los modelos experimentales
de cada tratamiento aplicado. Se observd que existe una diferencia entre las medias de los
diferentes grupos experimentales con un p-valor de 0.000, el cual es menor al nivel de
significancia de 0.05 %. Debido a esto se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipotesis

alternativa, la cual indica que existe diferencia significativa en el tiempo de cicatrizacion de los
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grupos experimentales. Por esta razén se realiz6 la prueba de Tukey con el mismo nivel de

confianza.

Tabla 19-4: Analisis estadistico de Tukey segun el tiempo de cicatrizacién de las heridas.

TRATAMIENTOS N Media Agrupacion
Blanco 5 17800 A
Control Negativo 5 16.800 A
Gel 25 ppm 5 15.000 B
Gel 100 ppm 5 11.600 C
Control Positivo 5 9.800 D
Gel 300 ppm 5 9.200 D

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

La tabla 19-4. indica la prueba de subconjuntos de grupos de Tukey, la cual permite comparar las
medias entre los diferentes tratamientos, y poder determinar la diferencia o similitud entre los
tiempos de cicatrizacion de cada grupo.

Por lo que se puede expresar a un nivel de confianza al 95 %, mediante la prueba de
comparaciones multiples que los tres tratamientos a distinta concentracion del extracto etandlico
de K. pinnata (25 ppm, 100 ppm y 300 ppm) si son significativamente diferentes, a excepcion del
tratamiento a 300 ppm y el tratamiento de control positivo (Ungiiento herbal MEBO 0.25 % [-
sitoesterol), ya que presentaron un tiempo de cicatrizacion similar; por ende, si se aplica
cualquiera de los dos tratamiento el resultado sera similar.

El control negativo (gel base) y control blanco (sin tratamiento) tuvieron una cicatrizacién natural
y estadisticamente presentaron el mismo tiempo de curacion de heridas, de forma que se puede
deducir que los componentes del gel base no influyen en el proceso de cicatrizacion de heridas.
En estos grupos se evidencié una fase de curacion mas prolongada en comparacién al tiempo
empleado en cada uno de los geles a distintas concentraciones del extracto etandlico de hojas de

Kalanchoe pinnata.
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Grafica de intervalos de DIAS vs. TRATAMIENTO

95% IC para la media

DIAS

Blanco Control Negativo  Control Positive  Gel 100 ppm Gel 25 ppm Gel 200 ppm
TRATAMIENTO

La desviacién esténdar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

lustracion 4-4: Intervalo de Dias vs Tiempo
Realizado por: Bayas Sanchez, Martha 2022.

La ilustracion 4-4, muestra el tiempo (dias) que tardé la cicatrizacion en las lesiones inducidas de
acuerdo con el tratamiento empleado. En este grafico de intervalos tenemos en el eje de las
abscisas (X) los tratamientos y en el eje de las ordenadas (Y) el tiempo que trascurrio en la
cicatrizacion de heridas, donde se entiende que el tratamiento con mejor resultado fue el gel de
K. pinnata a una concentracion de 300 ppm, ya que tardd en cicatrizar nueve dias. Seguido del
grupo control con aproximadamente 10 dias de tratamiento.

Por lo tanto, segun el test estadistico ANOVA y TUKEY aplicado al tiempo de cicatrizacion de
la herida, el tratamiento que obtuvo mejor resultado sobre el efecto terapéutico fue el gel a 300
ppm por su menor tiempo de cicatrizacién y su similitud con el unglento herbal MEBO 0.25 %
[-sitoesterol.

En esta investigacion experimental se ha demostrado cientificamente que las hojas de Kalanchoe
pinnata si presentan actividad cicatrizante, lo cual favorece a la curacion pronta de heridas.
Debido que posee varios metabolitos como compuestos grasos (B- sitosterol) alcaloides
(fenantreno), triterpenos y esteroides, catequinas, azucares reductores, compuestos fendlicos y
taninos, flavonoides (quercetina) y antocianidinas; que intervienen en la cicatrizacion,
disminuyendo el dolor, la inflamacion y acelerando el proceso.

Por lo tanto, se ha comprobado el uso tradicional de esta planta en las tribus antiguas (Sionas e
indigenas del oriente ecuatoriano) estas poblaciones utilizabas el zumo de las hojas para el
tratamiento de afecciones como heridas, golpes, quemaduras, dolores de cabeza, fiebre y
picaduras de insectos, calentaban las hojas y se colocaban sobre laceraciones o golpes, y

realizaban infusiones de las hojas para huesos rotos y contusiones internas (Villamizar et al., 2014, pp.

5).

76



CONCLUSIONES

El analisis macro-morfolégico permitio identificar que es una planta perenne y suculenta, con
hojas carnosas, almacenan grandes cantidades de agua y tienen reproduccion vegetativa. Las
flores tienen forma de campana, el tallo presenta unas pequefias hendiduras y la raiz es
fasciculada. En el micro-morfologico se identificé parénquima clorofilico en empalizada y
lagunar, tejido conductor tipo xilema que son las traqueas y del floema los tubos cribosos,
estomas anisociticos y cristales de oxalato de calcio.

Los resultados del control de calidad de la droga vegetal cruda y del extracto etandlico de las
hojas de Kalanchoe pinnata, cumplen con los valores de referencia establecidos en la USP
#35, por lo que se considera apta para el uso en la investigacion. En el analisis microbiol6gico
se determino crecimiento de Aerobios Mesofilos y ausencia de Coliformes totales, Mohos y
Levaduras, por lo que cumple con las especificaciones planteadas en la Norma NTE INEN
2932: 2017 y asegura la calidad del gel por sus condiciones éptimas y no muestra riesgo para
la salud.

Los metabolitos secundarios identificados a través del tamizaje fitoquimico de los extractos
etéreo, etanolico y acuoso de las hojas de Kalanchoe pinnata, fueron compuestos fenélicos,
taninos, flavonoides, alcaloides, triterpenos, esteroides y azlcares reductores. Los
flavonoides, fenoles y taninos poseen respaldo cientifico sobre su actividad cicatrizante.

Se evalué la actividad cicatrizante del extracto etandlico al 70% de las hojas de dulcamara
(Kalanchoe pinnata) sobre las heridas inducidas en ratones, correlacionandolas con el control
positivo (ungliento herbal MEBO 0.25 % pB-sitoesterol); demostrando mediante el test
ANOVA y TUKEY que el tratamiento con el gel del extracto a una concentracion de 300
ppm, tiene mayor eficacia para la cicatrizacion de heridas, ya que tiene un resultado es similar

al control positivo y el tiempo de cicatrizacion es corto a diferencia de los demas tratamientos.
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RECOMENDACIONES

e Serecomienda que la cama (cascara de arroz) utilizada para las cajas de los ratones sea limpia
y libre de heces de otros animales, para evitar posibles contaminaciones en las incisiones en
los modelos experimentales.

o Realizar estudios determinando las estructuras de los metabolitos de (Kalanchoe pinnata) con
el propdsito de determinar otras actividades farmacoldgicas.

e Se recomienda realizar estudios similares con otras plantas recolectadas en diferente época
del afio y localidad, debido a que la composicién quimica de la planta varia de acuerdo con
las condiciones geogréficas.

e Elaborar una forma farmacéutica adecuada utilizando el extracto etanélico del Kalanchoe
pinnata para asi contribuir con un fitomedicamento que permita tratar heridas y asi mejorar

la calidad de vida del paciente de forma segura
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RESPONSABLE TECNICA ;s
CONTRATO MARCO DE ACCESO A LOS RECURSOS GENETICOS

Reciba un atento y cordial saludo, por medio de |a presente certifico que dentro del Contrato Marco de
Acceso a los Recursos Genéticos asignado con el - Nro-MAE-DNB-CM-2018-0086. que la sefiorita
Bayas Sanchez Martha Guadalupe con CI: 1804985370, tesista de Bioguimica y Farmacia, se
identifico: Bryophyllum pinnatum (Lam.) Kurz. Esta especie es cultivada, se reviso en el herbario y se
archivaran en el lapso de un afo para los fines pertinentes. Es todo cuanto puedo decir en honor a la
verdad y la interesada puedo usar el presente certificado como crea conveniente

Atte. JORGE Firmado

digitalmente por

MARCELO JORGE MARCELO
CARANQUI|  CARANQUIALDAZ

Fecha: 2021.12.01
ALDAZ 11:4233 -05'00°
Ing. Jorge Caranqui Msc.
BOTANICO
HERBARIO ESPOCH



ANEXO A: RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL.




ANEXO C: MOLIENDA DEL MATERIAL VEGETAL SECO.

ANEXO D: ANALISIS MACROSCOPICO Y MICROSCOPICO DE LA PLANTA Kalanchoe

pinnata.

ANALISIS MACROSCOPICO




ANEXO E: DETERMINACION DE HUMEDAD

ANEXO F: DETERMINACION DE CENIZAS.

CENIZAS TOTALES




ANEXO G: TAMIZAJE FITOQUIMICO.

|

" 1

Extractos filtrados

YT .

Extracto etéreo

Extracto acuoso

Liebermann—Burchard
(Triterpenos y esteroides)

Tricloruro férrico
(Compuestos fendlicos y

taninos)

Sudan
(Lipidos)

Catequinas

(Catequinas)

Shinoda

(Flavonoides)

Alcaloides

(Dragendorff, Mayer, Wagner)




ANEXO H: CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO ETANOLICO.

indice de refraccion Densidad Solidos totales

ANEXO I: AMBIENTACION DE MODELOS EXPERIMENTALES.




ANEXO K: PREPARACION DE GELES.

— s 109 WS

b

nnnnn
Owiment
2g

=M 3'5‘
E
0.25% pstosterct
A

At oo use







