- Fup, 19725
&i "”a:#;: TpowedS

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS

ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

“EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CICATRIZANTE DE
EXTRACTOS DE HOJAS DE LLANTEN DE PARAMO (Plantago
australis) EN LESIONES, INDUCIDAS EN RATONES (Mus

musculus)”

Trabajo de Titulacion presentado para optar por el grado académico de:
BIOQUI'MICA FARMACEUTICA

AUTORA: SANDRA VIVIANA ASTO GUAMAN
TUTORA: DRA. ELIZABETH ESCUDERO

Riobamba- Ecuador
2015



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS

ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

El Tribunal de Titulacion certifica que el Trabajo de Titulacion: “EVALUACION DE LA
ACTIVIDAD CICATRIZANTE DE EXTRACTOS DE HOJAS DE LLANTEN DE
PARAMO (Plantago australisy EN LESIONES, INDUCIDAS EN RATONES (Mus
musculus).” De autoria de la sefiorita Sandra Viviana Asto Guaman ha sido cuidadosamente

revisado por los miembros del tribunal de titulacién quedando autorizada su presentacion.

Dra. Elizabeth Escudero

DIRECTORA DEL TRABAJO
DE TITULACION

Dr. Félix Andueza
MIEMBRO DEL TRIBUNAL

Dra. Maria Eugenia Macas.
MIEMBRO DEL TRIBUNAL

DOCUMENTALISTA
SISBIB ESPOCH




Yo, Sandra Viviana Asto Guaman, soy responsable de las ideas, doctrinas y resultados
expuestos en esta Tesis; y el patrimonio intelectual de la Tesis de Grado, pertenece a la
ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

SANDRA VIVIANA ASTO GUAMAN



DEDICATORIA

A Dios por ser la guia en mi vida. A mis padres Luis y Carmita, por darme la vida, y siempre
velar por mi bienestar y educacion dandome su apoyo incondicional y confianza. A mis hermanos
Cristian y Franz por los momentos compartidos juntos. A mis abuelitas Maria y Rosa, mis viejitas
bellas las adoro con mi vida. Para mi novio Andrés, por su amor, por estar siempre a mi lado
apoyandome, por darme animos y fuerza en momentos de declive y cansancio. A todos los amo
con mi vida.

Viviana



AGRADECIMIENTO

A Dios y a la Virgen por ayudarme a cumplir una meta més en mi vida profesional.

A la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo por permitirme estudiar y llegar a ser ahora una
profesional.

A la Dra. Elizabeth Escudero, Dr. Félix Andueza, quienes con su colaboracion, dedicacion,
orientacion y conocimientos han ayudado a que pueda culminar con éxito mi trabajo de
investigacion

A mis padres y hermanos por estar siempre junto a mi, sin importar las circunstancias, por sus

consejos y ensefianzas su apoyo y compafiia, sin ustedes no hubiera sido posible este triunfo.

A mis amigos y familiares que han formado parte de mi vida profesional les quiero agradecer por

su carifio, amistad, apoyo, consejos, &nimos en momentos dificiles.

Viviana



TABLA DE CONTENIDO

Pag.
CERTIFICACION. . tuuuueeeeeeeerttrteeieseeeeeeeessessssnssseeeeeesssssssmnsssssseseeesssnaens I
DECLARACION DE RESPONSABILIDAD.....ccvvuueteerruieeeerenneeeeessnnneeeesennes i
DEDICATORIA. . ittt recette sttt ecetecacacasasasnsncns \Y%
AGRADECIMIENTO . cutiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiacitentieieseeecacssasacncane v
TABLA DE CONTENIDOS...cuititiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieiiienetececasecacnens Vi
INDICE DE TABLAS. .ot tttiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiittiieiecetecatttaentseesecesssecann Xi
INDICE DE FIGURAS. ..ottt tiiiecectticatttenteneescasasacasans Xiii
INDICE DE GRAFICOS. ... iiitttuieeeettnueeeeertnieeseessnneseessssnesesesssnessesessnnns Xiv
INDICE DE ANEXOS...cuiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiiiienieececasasacncseseseeneens XV
RESUMEN. .. uititiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietttitittettietececesassssestcsesssscsssnes XVi
] 1LY N 2 Xvii
ICH N 200) 11100l (0. PP 1
CAPITULO |
1. MARCO TEORICO.......ccccouriiiimmriiiiinieeiiieeinnneeesnnnessssnneensne 4
1.1. Antecedentes de la Investigacion.........cccceveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn. 4
1.2. Bases TeOricas. .cooeveiuiiiiuiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiecieetaenennn 6
1.2.1. Llantén de paramo (Plantago australis)............cceevevvieiiiniiininnnninnnns 6
1.2.2. Clasificacion taXONOMICA. .......cvuevuivniiniraisaisaisssssssssssssnssassassnssnes 6
1.2.3. Caracteristicas enerales...........oevevvuevieieiiiiiiinieniaeieiieinrinciacnnn 7
1.2.3.1.  DeScripCion BOIGNICA. .. ... ... ... oeu e et et vt e et et e et e et e e 7
1.2.3.2.  Origen y DiStIIDUCION... ... ... cec ceeeee eee et e et et et et et et s e as as as es ees ns e 7
1.2.3.3.  COMPOSICION QUIMICA ... ... ... veeve it e ee aes et et ee e e et ee e eenan e vee ven een e 8
1.2.3.4. USOS . et et et e e et e et et et e e e e e e e e e e e e e e 8
1235,  Propiedades............coouieiis s iie e e e e e e e e e e e e e e e 9
1.2.4. La piel y sus Componentes de lapiel....cceveiureiuiiiiiiniieiiiniiniieninenenn 9

Vi



O Y B Vo7 1177 Tor 1o )/ PR

L1242, EDIAC IS ... ... oo ooi oot ies e e et it ee e ettt et e een et ee e te et e e ven e e e

1.2.4.3. DTS ... oo e e e e e e e e e e e et e

L1244, HIDOACTIMES ... .. oo i et et ee e et et e e et vt e ee een et e e ve een et re e 2en eae eene

1.2.5. HEFIAAS e onnnnnnniiiiiieeeeeieeteeeeestessesseessesssssssssssssssssesssessens

1251, Tipos de HErIdAS ... ... ....cc v veieeiee et it ee ee et et ee e et s vt e aen et ae e ven ees

1.2.6. (@ 1717 3 vt 16 11 ] /T PPN

1261, DEfiRiCION .. ... oottt it et et et et e et e et e et e e et e e e

1.2.6.2.  Tipos de CiCAtViZACION ... ... ... cevcuves ee e et et ee aen ettt ae e een s e e aen e es o

1.2.6.3. Fases de 1a CICAtVIZACION ... ... ... .. cee i iie e e aee e et e e e e et e e et e e

1.2.6.4.  Factores que influyen en la cicatvizaCiOn... .............c.ccooeeeevvi v ieeveee e

1.2.6.5.  COMPLICACIONES ... ... oce oo v ee aee e et et ae e e et e ee ee et e e e ees s re e aees

1.2.6.6.  Cicatrizacion PatolOgica... .............c.ccuci v i it oot et e et e,

1.2.6.7.  Células que intervienen en la CiCAtVIZACION... ... ... ... cce v cvrvueves e s e e e,

1.2.7. Metabolitos secundarios que intervienen en la cicatrizacion

1.2.8. Métodos de extraccion de metabolitos en el material vegetal

1.2.9. Medicamentos CiCATFIZANLES...........uuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeetecesesecssnsons

1.2.10. Cicatrizantes COMEICIALES . .....uuuueeieeeeeeniiieieeeeeeeeeensssseeeeseenssessenenne

1.2.10.1. Antibiéticos y quimioterdpicos para uso dermatolégico... .........................

1.2.10.2. Preparados dermatologicos con cOFtiCOIAes ... ............occuvi e vueveseee s veenn

1.2.11. Ensayos DiolOgicoS.......cvuvvuiiuiiniieiiniiiieiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeiicinciacen

1.2.11.1. Animales de Laboratorio (RAtONES)................cc.uueeveeveeiuevesveevesvesves vee venns

vii

Pag.

10
10
11
11
11
12
12
12
13
16
17
17
18
19
21
21
22
22
22
23

23



CAPITULO II

2.

2.1.

2.2.

2.3.

2.3.1.

2.3.2.

2.3.2.1.

2.3.2.2.

2.3.2.3.

2.3.3.

2.34.

2.34.1.

2.34.2.

2.3423.

2.34.4.

2.3.5.

2.3.6.

2.3.6.1.

2.3.6.2.

2.3.6.3.

2.3.7.

2.3.8.

2.3.8.1.

MARCO METODOLOGICO..............

--------------------------------------

Lugar de investigacion.......ccovvveiiiiiiiiiniiiniiiiieicinesinrcinrcentcensnnses

Materiales, equipos y reactivos.............

TECNICAS Y MELOAO0S. . cuvueneinrnrnirerereerereeasnsnsesessessesasnsnsnsesssssssnnes

Recoleccion, Seleccidén y Lavado del material vegetal..................cco v

Control de calidad del material vegetal mediante métodos fisico-

QUIIECOS o veuuveneiieniinesinresstesaresassestosstsesssssssnssessssssosssonsssesssnssns

Determinacién de cenizas totales solubles en agua e insolubles en

Jo o117 [ TR PP

Determinacion de HUumedad ... ................c.cco i ieeoee e iee et aee et et eee e

Determinacion de sustancias SOMUDIES ... .........ccovveoee e aee e ieeaes e e e

Tamizaje fitOGUIMICO..........c.cvuevneineineiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiieciiiereesrnnn

Control de calidad del extracto de Plantago australis............c..cccevuen....

Determinacion de densidad... ... .............cocooiie o oes et e et e

Determinacion de indice de refracCion... .............ccccovveevviivcneeveeee e

Determinacion de pH del extracto... .............c..cceeovviee e cevver e e e e

Determinacion de Sustancias tOTALES ... ... ... .c..ccovvoee e ieeoee e cee et eee e aaene

Preparacion de extractos............o.eeuveens

Control de calidad microbiologica...........coovuvviuiiieiiieiiieiiiieinncinnnnn

Recuento de Aerobios MeSOfilos... ... ... ..o oeeieiiie it et et e e e e

Recuento de EScherichia COli... ..........c...ooiiiiieiie e e et et e eee e e e

Recuento de Mohos y Levaduras ... .............cococe i veictviot ese e e e

Cromatografia en capa fina (flavonoides).

Cuantificacion de metabolitos secundarios

Cuantificacion de fenoles totales... ... ..........ccoccoiiv i it ieiiie s veee e

viii

26

26

26

27

27

28

28

30

30

31

35

35

36

36

37

37

37

38

38

39

39

40

40



2.3.8.2.

2.3.9.

2.3.10.

2.3.11.

Cuantificacion de flavonoides. .. ... ... oo veeoee e e e e e e e e e e

Evaluacion de la actividad cicatriz@nte.............eeeeeeeeeenneeeeeeennnnne

Exdmenes histopatologicos.............cvevveiieiieiiniieiieiiniiniieiiniininnnnnn.

ANALISIS ESTAAISTICO. terereeerneerneerneeraeesseeneessecesecsscesscesseenscsnssncone

CAPITULO III

3.

3.1.

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

3.14.

3.15.

3.15.1.

3.15.2.

3.1.6.

3.1.7.

3.1.8.

3.1.9.

3.2.

MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE

RESULTADOS...............

-------------------------------------------------------

Analisis y Discusion de Resultados........ccccovvuiviniiniiiniiieiiicineennnes

Control de calidad del material vegetal.....................cevveveeieivnennennnn.

Tamizaje fitoquimico.........

--------------------------------------------------------

Control de calidad del extracto etandlico...............ooeeeiie i,

Cromatografia en capa fina

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

Cuantificacion de metabolitos SeCURAATIOS.......ccuveeeivinieinivieiiiniironnn

Cuantificacion de fenoles totales (660 NM).............ccceev vt vt cene e,

Cuantificacion de flavonoides (415nM) ... ... ... ceeeer e ies eeece e ee e e e

Preparacion de extractos....

Control de calidad microbiolOgic@............ccuevuevieiiiiiiiiiieiieiieiieinnnn

Evaluacion de la actividad Cicatriz@nte...........oeeeeeeeenniiiieieeeeenneeneeenns

Exdamenes histopatologicos........cceoeeevveeiieiiieiiniiieiiieiiiniineiinnninnens

Comprobacion de hipotesis

Pag.

41

41

43

43

44

44

44

45

47

48

49

49

49

50

50

51

55

56



CONCLUSIONES. ...cttiiititititieiititiaritietetatactetassssacsesssssssssssassssscssssenss

RECOMENDACIONES
BIBLIOGRAFIA

ANEXOS



INDICE DE TABLAS

Tabla 1-1
Tabla 2-1
Tabla 3-1
Tabla 4-2
Tabla 5-2
Tabla 6-2
Tabla 7-3

Tabla 8-3

Tabla 9-3

Tabla 10-3

Tabla 11-3

Tabla 12-3

Tabla 13-3

Pag.
Clasificacion taxondmica del llantén de paramo.............................. 6
Diferentes tipos de extraccion de metabolitos secundarios.................. 21
Clasificacion taxondmica de los animales de experimentacion............. 24
Materiales, Reactivos y Equipos. ESPOCH. Agosto 2015.................. 26
Protocolo FarmacolOgiCo.........vvuveririiiiii e 41
Definicion de grupos experimentales............ooevvvvvreinininiiinennennnns 42

Control de Calidad de las Hojas de Llantén de Paramo (Plantago
australis). Laboratorio de Productos Naturales, Investigacion vy
Desarrollo. Facultad de Ciencias. ESPOCH. Agosto 2015.................. 44
Tamizaje Fitoquimico de Extractos de Llantén de Paramo (Plantago
australis). Laboratorio de Productos Naturales, Investigacion y
Desarrollo. Facultad de Ciencias. ESPOCH. Agosto 2015.................. 45
Control de Calidad de Extractos de Llantén de Paramo (Plantago
Australis). Laboratorio de Productos Naturales, Investigacién y
Desarrollo. Facultad De Ciencias. ESPOCH. Agosto 2015.................. 47
Rf de la muestra de Llantén De Paramo (Plantago Australis).
Laboratorio de Productos Naturales, Investigacién y Desarrollo.
Facultad de Ciencias. ESPOCH. Agosto 48

Concentracion de Fenoles Totales (% Acido Galico) del Llantén de
Paramo (Plantago australis). Laboratorio de Productos Naturales,
Investigacion y Desarrollo. Facultad de Ciencias. ESPOCH. Agosto
0 49
Concentracion de Flavonoides Totales (% Quercetina) del Llantén de
Paramo (Plantago australis). Laboratorio de Productos Naturales,
Investigacion y Desarrollo. Facultad De Ciencias. ESPOCH. Agosto
0 49
Control de Calidad Microbiolégica de Extractos de Llantén de Paramo
(Plantago australis). Laboratorio de Analisis Bioquimicos y

Bacteriologicos.  Facultad de Ciencias. ESPOCH. Agosto

Xi



Tabla 14-3

Tabla 15-3

Tabla 16-3

Tabla 17-3

Tabla 18-3

Tabla 19-3

Tiempo de Cicatrizacion de Animales de Experimentacion. Bioterio.
Facultad de Ciencias. ESPOCH. Agosto 2015............ccoovvviininnne.
Longitud de la Herida realizada en los Animales de Experimentacion.
Bioterio. Facultad De Ciencias. ESPOCH. Agosto 2015....................
Formacion y Desprendimiento de la costra realizada en los Animales de

Experimentacion. Bioterio. Facultad de Ciencias. ESPOCH. Agosto

Estudio Histopatoldgico del Tejido Regenerado de los Animales de
Experimentacion. SOLCA. Agosto 2015.... ...,
Analisis de Varianza ANOVA del efecto cicatrizante del Plantago
australis en los grupos tratados considerando los dias de cicatrizacion.
Bioterio Facultad de Ciencias. ESPOCH. 2015............cccvevviiinnnnn.
Test de Tukey Grupos homogéneos de los dias de cicatrizacién de los

grupos experimentales. Bioterio de la Facultad de Ciencias. ESPOCH.

xii

Pag.

54

55



INDICE DE FIGURAS

Figura 1-1
Figura. 2-1
Figura. 3-1
Figura. 4-1
Figura. 5-1
Figura 6-1
Figura. 7-1
Figura. 8-1
Figura 9-1
Figura. 10-1
Figura. 11-1
Figura. 12-1
Figura. 13-1
Figura. 14-1
Figura. 15-2

Figura. 16-2
Figura. 17-2
Figura. 18-2

Plantago QUSIFALIS ... ... ... ... ccc e ce s s e et e e e et e e e e s e e e

Distribucion Geografica...................

Componentes de la Piel....................

Tipos de cicatrizacion.....................

Fases de reparacion de las heridas........
Fase Inflamatoria...........................
Fase proliferativa...........................

Fase de remodelacion tisular..............

Fases de la cicatrizacion...................

Otro factores que influyen en la cicatrizacion.....................cooevuennne

Estructuras Basicas de los Flavonoides..

Estructuras del &cido gélico...............

Animales de experimentacion............

Microambiente y Macroambiente........

Esquema de extraccion sucesiva del material vegetal para aplicar las

técnicas de tamizaje fitoquimico.........

Reacciones que se va a realizar en el extracto etéreo.................oveeene

Ensayos a realizar en el extracto alcohdlico..............coovviiiiiinninn,

Ensayos a realizar en el extracto acuoso

xiii

13
14
14
15
16
16
17
19
20
23
25

31
32
32
32



INDICE DE GRAFICOS

Grafico. 1-3

Graficos 2-3

Comparacion de los diferentes grupos de tratamiento de la longitud de
laherida vs el tHemMpPO.......ooiiii e

Gréfica de formacion y desprendimiento de la costra .........................

Xiv

Pag.



INDICE DE ANEXOS

Anexo A

Anexo B

Anexos C

Anexo D

Anexo E

Anexo F

Anexo G

Anexo H

Anexo |

Anexo J

Anexo K

Anexo L

Anexo M

Anexo N
Anexo O

Anexo P
Anexo Q

Cromatografia en Capa Fina de extractos de Llantén De Paramo (Plantago
australis)

Tabla de valores y Curvas de calibracién del estandar para cuantificacion de
fenoles totales.

Tabla de valores y Curvas de calibracion del estdndar para cuantificacion
flavonoides totales

Peso de los Animales de Experimentacién al inicio del Tratamiento. Bioterio.
Facultad de Ciencias. ESPOCH. Agosto 2015

Recoleccion del material vegetal Llantén de Paramo (Plantago australis)
Planta de Llantén de Paramo (Plantago australis) seca y pulverizada

Control de Calidad del Llantén de Paramo (Plantago australis)

Tamizaje fitoquimico de los extractos de las hojas del Llantén de Paramo
(Plantago australis)

Preparacion de los extractos de las hojas del Llantén de Paramo (Plantago
australis)

Control de Calidad de los extractos de las hojas del Llantén de Paramo
(Plantago australis)

Control de Calidad Microbioldgica de los extractos de las hojas del Llantén de
Paramo (Plantago australis)

Cuantificacién de metabolitos secundarios de los extractos de las hojas del
Llantén de Paramo (Plantago australis)

Evaluacidn de la actividad cicatrizante de los extractos de las hojas del Llantén
de Paramo (Plantago australis) en ratones

Estudio histopatoldgico de la piel de los animales de experimentacion
Autorizacion de recoleccion del material vegetal del MAGAP.

Norma INEN 2 392:2007. Hierbas Aromaticas. Requisitos
Certificado de Control de Similitud.

XV



RESUMEN

En la investigacion se evalué la actividad cicatrizante de los extractos de hojas de llantén de
paramo (Plantago australis). Se efectud el control de calidad del material vegetal y extractos,
dando como resultados la densidad 0,8296 g/mL, indice de refraccion 1,344, pH 4,95 y solidos
totales 4,78 %. La cuantificacion de fenoles y flavonoides se realizé en extracto hidroalcohdlico
y etandlico, dando como resultado que los fenoles totales expresados en acido gélico fue de 2,78
y 5,06 mg/g de muestra respectivamente, los flavonoides totales expresados en quercetina fue de
1,52y 2,35 mg/g de muestra respectivamente. Se determing la calidad microbiana de los extractos
a aplicarse en las lesiones de los ratones, los resultados obtenidos indican que presenta una buena
calidad. En la evaluacion del efecto cicatrizante se usd 24 ratones con lesiones inducidas, los
resultados obtenidos de los dias de cicatrizacion se sometieron a analisis estadistico mediante el
software XLSTAT, con un intervalo de confianza del 95% se obtuvo como resultado que el
extracto al 75% y 50% de hojas de Plantago australis, presentan mayor efecto terapéutico ya que
cicatrizd la herida en 7 y 8 dias respectivamente, estos resultados se relacionaron con un
medicamento comercial de acetato de prednisolona 0,5¢g y sulfato de neomicina 0,5g que presentd
una cicatrizacion en 13 dias, con alcohol al 40% cicatriz6 en 11 dias y la cicatrizacién natural en
15 dias. En el analisis histopatolégico los resultados indicaron una buena regeneracion celular de
los tejidos. Segun los resultados se concluye que presentan mejores efectos las lesiones tratadas
con extracto al 75%, y 50% con menos tiempo de cicatrizacién y buena regeneracion celular. Se
recomienda elaborar una forma farmacéutica adecuada del extracto de Plantago australis para

una mejor administracion.

Palabras Clave: <FARMACIA>, < LLANTEN DE PARAMO [Plantago australis]>,
<RATONES (Mus musculus)>, <ACTIVIDAD CICATRIZANTE>, <EXTRACTO
ETANOLICO>, <SOFTWARE [XLSTAT]>, <LESIONES INDUCIDAS>,
<REGENERACION CELULAR>
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SUMARY

In this research the healing activity of extract from plaintain leaves (Plantago australis) in the
moors was evaluated. Quality control of plant material and extracts were made giving as results
density of 0,8296 g/mL, refractive index 1.344, pH 4,95 and 4,78% of total solids. The
quantification of phenol and flavonoids was executed in hydroalcoholic and ethanolic extract
giving as result sample total phenols revealed in gallic acide as 2,78 and 5,06 mg/g respectively,
sample total flavonoids showed in quercetin was 1,52 and 2,35 mg/g respectively. Microbial
quality of the extracts applied in mice injures was determined. That is why the obtained results
had a good quality. In the healing effect evaluation was used 24 mice with induced lesions, the
results obtained from days of healing were subjected to statistical analysis using XLSTAT
software, with a confidence interval of 95%, thus was obtained as a result that the extract of 75%
and 50% Plantago australis leaf present higher therapeutic effect as it healed wound at 7 and 8
days respectively, these results relate to a comercial drug prednisolone acetate 0,5 g and 0,5 ¢
neomycin sulfate which presented scarring in 13 days, with 40% alcohol healed in 11 days and
natural healing in 15 days. In the histopathological analysis the results showed good celular tissue
regeneration. According to the results it concluded that have better effects treated lesion with 75%
extract, and 50% less healing time and good cell regeneration. It recommeds producing a suitable
dosage form of Plantago australis extract for a better medical managment.

Keywords: <PHARMACY>, < HEATH PLANTAIN [Plantago australis]>, <MICE (Mus
musculus)>, <HEALING ACTIVITY> <ETHANOL EXTRACT>, <SOFTWARE
[XLSTAT]>, <INJURED DAMAGE>, <CELL REGENERATION>
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INTRODUCCION

Situacion Problematica

Las personas tienden a adquirir heridas con frecuencia ya sean estas por accidentes,
intervenciones quirurgicas, quemaduras u otros factores, debido a esto se necesita un tratamiento
que sea seguro y vertiginoso para cicatrizarlas, esto se ha vuelto un desafio terapéutico ya que
cada vez se busca una buena cicatrizacion en un tiempo corto. Por lo que se sigue investigando

tratamientos que sean completamente efectivos, ya que el proceso de cicatrizacion es complejo.

El uso de las plantas como medicina se da desde la antigiiedad, los primeros usos fueron por
instinto ya que no conocia sus propiedades, hoy con la ayuda de nuevos avances cientificos se
puede ir desarrollando investigaciones y asi conocer las propiedades terapéuticas presentes en las
plantas. Ecuador es un pais con una gran diversidad de flora, no existe estudios de las actividades
terapéuticas en todas las especies de plantas, principalmente de las plantas que se encuentran en
los paramos de la provincia de Chimborazo por lo que se considera de gran importancia
estudiarlas, para identificar nuevas especies con diferentes actividades farmacolégicas, las cuales

pueden ser de gran ayuda para curar enfermedades.

Para el tratamiento de heridas existe en el mercado los medicamentos cicatrizantes, los cuales
presentan compuestos antinflamatorios y antimicrobianos, pero el obtenerlos requiere un gasto
econémico. Por lo cual es beneficioso estudiar las especies vegetales y comprobar su actividad
farmacoldgica para asi proponerlos como alternativa terapéutica para tratar heridas agudas o
crénicas la cual a mas de ser efectiva va a ser segura y econdémica, para las personas que requieran

SU USO. (Soriano, 2004. Pp. 1-5.)

Una de las plantas medicinales que se encuentra en los paramos del Ecuador que es utilizada en
medicina tradicional por las comunidades aledarias a los mismos, es el Plantago australis la cual
es conocida como llantén de paramo, que segun costumbres esta planta presenta efectos
cicatrizantes. Esta especie de Plantago no se ha estudiado en nuestro medio por lo cual se planted

el estudio.

El llantén de paramo es una de las plantas que se encuentran en gran cantidad en los paramos de

nuestro pais, y no se conoce todas las propiedades que presenta. Esta investigacion es un aporte

para dar a conocer que esta especie puede ser utilizada como una planta medicinal para curar

heridas. En vista de la problematica se considerd relevante realizar un estudio fitoquimico y
1



farmacoldgico del llantén de paramo (Plantago australis), para identificar la presencia de los
metabolitos Utiles para la actividad cicatrizante y asi demostrar que esta planta puede ser utilizada

como tal. Para lo cual se utiliz6 ratones (Mus musculus), como modelos farmacoldgicos. (Soriano,
2004. Pp. 1-5.)

Justificacion de la investigacion

El estudio de las plantas es de gran interés para la salud, ya que se busca sustancias activas. Las
plantas presentan varios metabolitos los cuales han sido utilizados por el hombre histéricamente
y estan vinculados con la forma de cura ancestral para combatir diversos problemas, existen
varios estudios de plantas usadas para curar heridas. (Taylor , Riosy Ledn, 2013. Pp. 1-13). Y dada la
gran diversidad de flora existente en nuestro pais son muy pocos estudios fitoquimico y

farmacologicos realizados.

El Ecuador es un pais en donde la medicina tradicional es de gran importancia, esto es mas
evidente en los sectores rurales, ya que ahi los servicios de atencidn en salud son escasos, por esta

razon las personas utilizan sus conocimientos ancestrales en plantas y curar enfermedades.

Los paramos del Ecuador presentan un ecosistema con plantas propias de la zona, que son
utilizadas por personas nativas del lugar, es el caso del llantén de paramo el cual se utiliza para

curar heridas y ulceras de la piel, y por su accion desinflamante favorece en la cicatrizacion. (Lépez
y Pino, 2014. Pp.1-10).

Debido a que el llantén de paramo es utilizado como planta medicinal por algunos pueblos de la
Sierra del Ecuador, es necesario comprobar su actividad cicatrizante. Este estudio es de gran
importancia ya que el Plantago australis esta poco estudiado en nuestro pais, y es una planta que

tiene una amplia distribucién en el continente Americano.

Tanto el hombre como los animales estan expuestos a cortaduras ya sean estas intencionales o
accidentales, por lo hace necesario buscar un producto de origen vegetal efectivo y accesible que
ayude a una pronta y buena cicatrizacion, ya que los medicamentos comerciales tienen costos

elevados y en algunos casos no son efectivos.

Por lo tanto esta investigacion se basa en determinar la actividad cicatrizante del llantén de paramo
(Plantago australis), para que asi sus propiedades medicinales puedan ser constatadas y

comprobadas para garantizar su actividad en el tratamiento de heridas.
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Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Evaluar la actividad cicatrizante de extractos de hojas de llantén de paramo (Plantago

australis) en lesiones inducidas en ratones (Mus musculus).

Objetivos Especificos

o Realizar el control de calidad del material vegetal y extractos del Ilantén de paramo (Plantago

australis)

e Identificar mediante tamizaje fitoquimico los metabolitos secundarios presentes en los

extractos.

o Determinar mediante cromatografia en capa fina los metabolitos responsables de la actividad

cicatrizante.

e Cuantificar metabolitos secundarios (fenoles totales y flavonoides totales) presente en el

Plantago australis

o Aplicar el extracto de las hojas de Plantago australis en los ratones para evaluar la
cicatrizacion y el proceso de regeneracion celular en la cicatrizacion utilizando controles

farmacolégicos.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes de la Investigacion

La cicatrizacién ha sido un problema desde la antigiiedad, ya que no se encontraba métodos para
evitar que las heridas cicatricen rapidamente y no sean infectadas. Hace mas de un siglo, todas
las heridas eran infectadas, las cuales llevaban a elevar la tasa de mortalidad por lo que se evitaban
las intervenciones quirurgicas. Simmons y Howard indicaron que una herida infectada era aquella
donde se formaba pus, aungue no se aisla germen alguno de este liquido. Considerandose herida

una incisién en la piel y tejido celular subcutaneo. (Ramirez y Tuero, 2011. http://bvs.sld.cu/revistas).

En la era cristiana para tratar las heridas se utilizaba azlcar y miel, el azlcar crea un medio de
alta tonicidad que genera migracion de plasma y linfa hacia la solucidn de continuidad, asi inhibe
el crecimiento bacteriano, acelera el desprendimiento de tejido muerto. La miel ejerce un efecto
antibacteriano antioxidante y antiinflamatorio favoreciendo a la cicatrizacién de heridas.. El
Plantago australis es una planta herbacea de origen euroasiatico y noroafricano la cual esta
ampliamente distribuida en el mundo y es utilizada en medicina tradicional para curar diferentes

enfermedades sea interna o externamente. (Ramirez y Tuero, 2011. http://bvs.sld.cu/revistas).

En Bolivia se evalud la actividad antiviral utilizando un extracto etandlico y acuoso de las hojas
de Plantago australis, y virus de Herpes simplex tipo 1, virus de estomatitis vesicular, poliovirus
tipo 1. El extracto acuoso presento una alta actividad antiviral frente al virus de estomatitis

vesicular a concentraciones de 150-500 pg/mL, y no presento efectos citotoxicos (Abad et al, 1991.
p. 85).

Se realizd la evaluacion de la actividad citoprotectora en ratas utilizando extractos de hexano,
diclorometano, etanol y agua, se encontr6 la presencia de taninos, saponinas, flavonoides y
cumarinas. Los extractos tienen actividad quimioprotectora en el tipo de ulcera provocada con

etanol. (Gonzales et al, 2000. p.86).

En Brasil se evalud la actividad antiulcerogenica del extracto de hojas de Plantago australis sobre
diferentes tipos de ulceras gastricas inducidas con etanol, indometacina, y ayuno-choque frio. El
extracto disminuyo el indice de ulcera en concentraciones de 500-1000 mg/kg, aumento la
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produccion de mucosa. Las ulceras inducidas con indometacina no se vieron afectadas por el

extracto. (Burguer, 2002. p.86).

Realizaron una investigacion sobre las propiedades antiinflamatorias y analgésicas de los
extractos de Plantago australis. De esta manera se comprob6 que los extractos de las raices,

hojas, frutos tienen actividad antiinflamatoria y analgésica. (Palmeiro et al, 2002. Pp 1-4)

Estudiaron la toxicidad subcrénica oral del extracto crudo acuoso de las hojas del Plantago
australis, la determinacion se realizo en ratas a dosis de 8500 y 1700 mg/mL, por 60 dias. En los
resultados se encontré valores normales en los pardmetros bioquimicos y hematoldgicos a
excepcion de ALT el cual fue mayor en las ratas que recibieron los 850 mg/mL. EI anélisis

histopatoldgico no presento alteraciones, especialmente en el higado. (Palmiero et al, 2003. P.5).

Realizaron una investigacion de la actividad bactericida y fungicida de algunas plantas
medicinales utilizadas de forma tradicional en Venezuela, entre las cuales se encontré el Plantago
australis, se utiliz6 cepas microbianas como Escherichia coli enterotoxigénica, Escherichia coli
enteroinvasiva y Escherichia coli enteropatogena, Klebsiella pneunoniae, Candida krusei y
Candida albicans. Los resultados indicaron gue aungue no fue una de las plantas que presentan
mayor actividad antibacteriana y anti fangica en los ensayos realizados si mostro actividad

bactericida y fungicida para alguno de los microorganismos utilizados. (Lapenna et al, 2003. P. 6)

Evaluaron la accion antibacterial del extracto metanélico de hojas de Plantago australis frente a
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus, Bacillus subtili,
Escherichia coli y Candida albicans. Los resultados obtenidos indicaron que el extracto utilizado

era inactivo frente a las cepas valoradas. (Coelho et al, 2004. p.86).

Efectuaron un estudio sobre el uso medicinal de las plantas en la ciudad de Sao Luiz Gonzaga, se
utiliza las flores, las hojas y las raices del Plantago australis y que presentan propiedades
antiinflamatorias para la garganta, dolor dental, problemas cardiacos, infecciones, gripe,

tabaquismo, problemas de intoxicacion de acido Urico. (Francisco et al, 2007. Pp.1-11).

El uso del Plantago australis como antiinflamatorio se explica por la presencia de mucilago, el
cual es comun en las especies de este género, también indica que a esta planta se le realizaron
ensayos de toxicidad subcrénica, y se evaluaron mediante parametros sanguineos, se encontrd
una alteracion, aumento de las transaminasas alcalinas, las cuales se produjeron en dosis mucho

mas altas que las que se utilizan en humanos. (Francisco et al, 2007. Pp.1-11).
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Realizaron una investigacion de cuantificacion del contenido de fenoles y flavonoides en
extractos de las hojas de Plantago australis y se evalu6 la actividad antioxidante por el método
de DPPH. Utilizando HPLC se revel6 la presencia de compuestos de tipo neoliganano, derivados
de &cidocinadmico, flavonoides (glucdsidos de luteina) y pigmentos antocianicos. (Nemitz et al, 2010.
P.86).

1.2.Bases Teodricas

1.2.1. Llantén de paramo (Plantago australis)

Figura. 1-1 Plantago australis
Fuente: Aguilar Z, 2014.

NOMBRE COMUN: Llantén de paramo, lengua de vaca, cad-yaqui (voz guarani;seg.
Hieronymus, 1882). Castellano: Llantén peludo, Portugués: Tanchagem, tansagem, Inglés:

Plantain (Tolosa, 2014. http://florabonagerense.blogspot.com)

1.2.2. Clasificacién taxondmica

Tabla 1-1. Clasificacion taxondémica del llantén de

paramo

REINO PLANTAE
DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Lamiales
FAMILIA Plantaginaceae
GENERO Plantago
ESPECIE australis

Fuente: Ldpez, G. Pino, A. 2014.



1.2.3. Caracteristicas generales

1.2.3.1. Descripcion Botanica

Es una herbécea que puede medir entre 30 y 40 cm de alto, tiene una vida de 90 a 150 dias, las
hojas estan ubicadas en la base en roseta miden hasta 40 cm de longitud, son lanceoladas, color
verde, con tintes morados, cubiertas por vellosidades, y nervios muy notorios, las hojas tiernas se
consumen en ensaladas, cremas, tortas. Las inflorescencias son largas pueden medir hasta 40 cm,
tienen varias flores, son poco vistosas y se disponen a lo largo del eje elevado, miden 5 mm de
largo y son verdes. Las semillas que miden de 1,7 a 2,3 mm de largo, se utilizan para tratar el
estrefiimiento, o puede ser usado como antiséptico bucal. (Aguilar et al, 2001. P. 79) (Sanabria . 2008. Pp.
1-3)

1.2.3.2. Origen y Distribucién
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Figura. 2-1. Distribucion geogréafica de Plantago australis
Fuente: http://www.tropicos.org.

Tiene origen euroasiatico y noroafricano, puede crecer en linderos y zonas nitrificadas, tiene una

amplia distribucion en todo el mundo, crece en Colombia en el subparamo humedo y en la
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vegetacion de pastos en el paramo. Esta distribuida en por toda América Latina, desde el sur de
Estados Unidos y México hasta la region patagonica de Argentina. (Carrizo y Isasmendi, 1998.http://

unsa.edu.ar/biblio/herbario/flora) (Sanabria , 2008. Pp. 1-3).

En el Ecuador se encuentra en los paramos secos de la provincia de Chimborazo y Tungurahua,
también lo podemos encontrar en las provincias de Azuay, Bolivar, Cafiar, Carchi, Cotopaxi,

Imbabura, Loja, Morona-Santiago, Napo, Pastaza, Pichincha. (Cuesta et al, 2014. P.15) (Sanabria , 2008.
Pp 1-3)

1.2.3.3. Composicion quimica

Glucésidos irinoides (aucubina), mucilagos, taninos, acido-fenil-carboxilicos, cumarinas,
pectinas, sales orales, esteres osidicos, fenil propanoides y flavonoides la planta en floracion
presenta vitamina C 0,1679/100g de hojas frescas. (Sanabria , 2008. Pp. 1-3) (L6pez y Pino,2014.Pp. 4)

1.2.3.4. Usos

El Plantago australis en el Ecuador es conocido como llantén de paramo se utilizan las partes
aereas con fines medicinales esta especie es utilizada por los Kichwa de la Sierra-Loja para tratar
la inflamacion por calor (hinchazén), en Chimborazo es utilizada en infusion para tratar
problemas de inflamacion de los rifiones, en Pichincha la infusién junto con otras plantas se bebe
para dolor del higado y rifiones, en Loja se utiliza externamente para tratar ulceras y heridas, en
Loja y Morona Santiago se usa para tratar el ardor de estomago, afecciones de higado y rifiones.
En general esta planta se utiliza para limpiar y purificar la sangre, afecciones de vias urinarias,
rifiones e higado, para bajar la hinchazén, junto con el matico es utilizada para lavados femeninos,
y las hojas son utilizadas como cicatrizante de heridas de operaciones y ulceras externas, también

ayuda a recuperarse de recaidas. (Sanabria , 2008. Pp.1-3) (Aguilar et al, 2001. P. 79)

En Venezuela se utiliza las la planta por sus efectos espasmaédicos y cicatrizantes (Lapenna et al,
2003). También es usada en Colombia como: las hojas se utilizan como antifebriles en infusion,
el zumo de las hojas para curar ulceras intestinales, las semillas se utilizan en jaleas, jarabes, o

tostadas y en polvo se utiliza como laxante. (Sanabria , 2008. Pp. 1-3)



1.2.3.5. Propiedades

Presenta actividad antitumoral, antimalaria, antiinflamatoria, cicatrizante, analgeésica,

anticonceptiva, y antidematogénica. (Sanabria , 2008. Pp. 1-3)

1.2.4. La Piel y sus Componentes de la piel

Pelo
Glandula Sebacea

La Piel

Terminacion Nerviosa Libre

- Epidermis
~Nervio
- Dermis
- Hipodermis
Vasos i
C.apilares

Glandula
Sudoripara

Figura. 3-1. Componentes de la Piel
Fuente: Hidalgo, O. 2010. Instituto Politécnico Nacional

1.2.4.1. Definicion

La piel es el 6rgano més grande del cuerpo, ocupa el 20% del peso corporal. La funcion principal
es proteger los 6rganos vitales del ambiente por lo que es una barrera protectora contra rayos UV,
microrganismos, pérdida de fluidos, fuerzas mecanicas, y es un Organo sensitivo o de
comunicacion al exterior, recoge informacion a través de terminaciones nerviosas que detecta
cambios en la presion, vibracién, dolor, temperatura, para evitar o minimizar de esta manera los
peligros externos. (Hidalgo, 2010. Pp. 17-18)

La piel esta constituida por tres capas que son:

e Epidermis

e Dermis

e Hipodermis



1.2.4.2. Epidermis

Es una capa celular, no presenta nervios, estratificada verticalmente sentada sobre una membrana
basal. Sus células se multiplican diferencian y renuevan cada 28 dias. Tiene melanocitos no
pigmentados, linfocitos, células de Langerhans (células déntricas e inmunes) de Merkel
(receptores del tacto) y queratinocitos (producen queratina). (Salazar, 2014. Pp.1-2)

Los queratinocitos estan presentes en diferentes etapas de maduracion estan conformando cinco
estratos:

e Estrato espinoso con queratinocitos recién divididos con espinas proyectadas

e Estrato granuloso por su aspecto granular, estd comenzando un proceso de trasformacién
gradual.

e Estrato lucido es una capa clara de células que contiene eleidina que se convierte en queratina.

e Estrato corneo.

Funciones: Impermeabilidad relativa, proteccion contra dafio del medio, dafios mecanicos como

traumatismos. (Hidalgo, 2010, pp 17-18)

1.2.4.3. Dermis

Es una capa de tejido conectivo irregular, es tejido fibroso, presenta los anexos cutaneos (foliculos
pilosos, glandulas sebéceas y sudoriparas). Contiene proteinas dérmicas como colageno, elastina,
reticulina, fibronectina, glicosaminoglicanos y acido hialurénico que constituyen la matriz. Estos
son secretados por los fibroblastos. La elastina le da elasticidad, el colageno le da fuerza de
tension y la matriz provee de un medio semiliquido, para que se dé la colocacién de tejido
conectivo y células, favorece a la migracion celular de nutrientes y requerimientos de reparacion

de heridas. (Hidalgo, 2010. Pp. 17-18)

Funciones: Inmunoldgicas, protectoras, defensa mecanica contra traumatismos, sostén de la piel,

termorregulacion y lubricacién. (Hidalgo, 2010. Pp. 17-18)
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1.2.4.4. Hipodermis

Conocido también como tejido subcuténeo, estd bajo la dermis, sirve de sostén conecta todo lo
que esta sobre y bajo la dermis con los masculos, presenta macrofagos, fibroblastos y células

cebadas, también nervios, vasos linfaticos, y sanguineos que irrigan la piel. (Hidalgo, 2010. Pp. 17-
18)

1.2.5. Heridas

Es el &rea de la separacién de la continuidad del tejido en la cubierta cutanea, se da una pérdida
de local de sustancias, dolor con estimulos dirigidos hacia el cerebro, 6rganos endocrinos, y
liberacion de sustancias celulares hacia la circulacion la cual va a dar lugar a la respuesta
postraumatica, neuroendocrina y metabdlica para ayudar en la curacion. El proceso de reparacion
depende de la profundidad que sea la herida asi como el tiempo para reparar el dafio que puede

ser de semanas, meses 0 incluso afios. (Hidalgo, 2010, pp 17-18)

El estudio clinico de las heridas indica que existe dolor, solucion de continuidad, hemorragia,
separacion de sus bordes. (Hidalgo, 2010. Pp. 17-18)

1.2.5.1. Tipos de Heridas

e Segun la integridad de la piel

Herida abierta: Esta clase de herida presenta una solucion de continuidad de la piel y mucosas,
es causada por objetos cortopunzantes, pueden ser debido a una incision quirdrgica, venopuncion,

0 heridas con algun objeto. (Robalino, 2014. Pp. 9-10)

Heridas Cerradas: Estas no presentan solucion de continuidad en la piel, es causado por golpe
con cuerpos romo, fuerza de torsién dentro de este tipo de heridas estan fracturas 6seas, desgarros

de visceras. (Robalino, 2014. Pp. 9-10)

e Segun la gravedad de la lesion

Herida superficial: Esta afecta solo a la epidermis, por causa de una aplicacion a la superficie

cuténea, dentro de este tipo esta la abrasién o quemaduras de primer grado. (Robalino, 2014. Pp. 9-

10)
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Heridas penetrantes: Este tipo de heridas presentan una solucion de continuidad en la epidermis,
dermis, tejidos u 6rganos profundos, es causado cuando un objeto ingresa profundamente en los
tejidos del organismo. (Robalino, 2014. Pp. 9-10)

e Segun el agente que las provoca

Heridas incisas: Presentan bordes regulares y bien limitados son de continuidad nitida, se puede
distinguir dos dimensiones extension y profundidad. Dentro de este tipo de heridas se encuentra
las producidas por navaja o bisturi. (Robalino, 2014. Pp. 9-10)

Heridas contusas: Presenta bordes irregulares y desflecados es causado por objetos romos.
Heridas penetrantes: Provocadas por agentes u objetos cortopunzantes. (Robalino, 2014. Pp 9-10)
1.2.6. Cicatrizacion

1.2.6.1. Definicion

Es un proceso bioldgico mediante el cual se cura una herida a expensas del tejido conjuntivo o
por regeneracién de los tejidos afectados, la cual deja una cicatriz sea estética o no. Es un proceso
complejo ya que cierra la herida por regeneracion del epitelio y el remplazo de la dermis por un
tejido conjuntivo fibroso constituido por colageno, de caracteristicas diferentes de la piel normal.
Las nuevas fibras son mas cortas y desorganizadas por lo que la cicatriz no llega a tener la misma
fuerza tensora de la piel normal. (Orozco, 2013. Pp. 7-8)

1.2.6.2. Tipos de cicatrizacion

Por primera intencién: ES una cicatrizacion primaria se da en las heridas operatorias y las incisas,
este proceso requiere ausencia de infeccion, hemostasia perfecta, afrontamiento correcto de
bordes, ajuste por planos anatémicos de la herida en la sutura. (Jordi, 2008. Pp. 6)

Por segunda intencién: Este tipo de cicatrizacion es lento a expensas de un tejido de granulacion

bien definido, deja una cicatriz larga retraida y antiestética, se da cuando existe infeccion, no hay

un adecuado ajuste de los bordes de la herida y cuando hay pérdida de sustancia. (Jordi, 2008. Pp. 6)
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Por tercera intencion: Es cuando se retne los dos bordes de la herida, en fase de granulacion, con

sutura secundaria. (Jordi, 2008. Pp. 6)

Por cuarta intencién: Cuando se acelera la cura de una herida utilizando injertos cutaneos. (Jordi,
2008. Pp. 6)

CICATRIZACION POR PRIMERA INTENCION

Il
N

o o

CICATRIZACION POR SEGUNDA INTENCION

1 m— Direccién de

la contraccion
de la herida

/—— Direccién de la

reepitelizacion

'o.‘ \"
4""

R

[— Dermris 4]

Figura. 4-1. Tipos de cicatrizacion.
Fuente: Robalino, C.2014.Facultad de Ciencias. ESPOCH.

1.2.6.3. Fases de la cicatrizacion

Son conocidos como fases de reparacion cutanea, Utiles para restablecer la integridad del area
lesionada. Se dividen en tres fases cada una tiene periodo de tiempo, elementos celulares y

extracelulares especificos. (Jordi, 2008. Pp. 6)
Las fases son: Inflamatoria (hemostasia e inflamacion); Proliferativa (proliferacion, migracion,

epitelizacion, y angiogénesis) y Remodelacion Tisular (sintesis de colageno, matriz, contraccion

y remodelacion) (Jordi, 2008. P. 7)
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| REMODELACION |

* MINUTOS HORAS DIAS SEMANAS MESES

Figura. 5-1. Fases de reparacion de las heridas.
Fuente: Hidalgo, 0.2010. Instituto Politécnico Nacional

Fase inflamatoria (dias 1 al 5)

Es la primera fase en la cual los liquidos que contienen proteinas plasmaticas, células sanguineas,
fibrina y anticuerpos fluyen hacia la herida, para formar una costra en la superficie que va a
impedir la salida de dicho liquido y evitar que exista una contaminacion bacteriana. La
inflamacion ocurre en algunas horas, se da por el traslado de los leucocitos al area lesionada,
provocando un edema, dolor, fiebre, enrojecimiento alrededor de la herida. Los leucocitos
después se degradan para eliminar los restos celulares y asi fagocitar el material y
microorganismos extrafios. Los monocitos se convierten en macréfagos, y fagocitan los residuos
que quedan asi como también producen enzimas proteoliticas, por tltimo en los bordes de la piel,
las células basales migran para cerrar la herida, y los fibroblastos que estan en el tejido conjuntivo

empiezan la reconstitucion del tejido no epitelial. (Jordi, 2008. Pp. 7-8)

INFLAMACION

LLEGADA DE NEUTROFILOS Y MONOCITOS
*‘ MINUTOS HORAS DIAS |

Figura 6-1. Fase Inflamatoria.
Fuente: Hidalgo, 0.2010. Instituto Politécnico Nacional
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Fase proliferativa (dias 5-14)

En esta fase los fibroblastos migran hacia la herida, los cuales al unirse a las enzimas de la sangre
y células del tejido circundante forman coléageno y sustancia fundamental (fibrina, fibronectina),
las cuales son encargadas de adherir los fibroblastos al sustrato. Los fibroblastos contienen
mioblastos que contribuyen a la contraccion de la herida, el dep6sito de colageno empieza al
quinto dia y aumenta la fuerza de tensién de la herida. Las proteinas plasmaticas contribuyen en
la sintesis de tejido fibroso. Ademés reemplaza componentes dafiados del tejido conjuntivo, los
vasos linfaticos se recanalizan, los vasos sanguineos forman yemas, forma tejido de granulacion,

y capilares para nutrir los fibroblastos. (Jordi, 2008. Pp. 7-8)

FIBROPLASIA
ANGIOGENESIS

© REEPITELIZACION
* ‘ HORAS DIAS SEMANAS ‘

Figura. 7-1. Fase proliferativa.
Fuente: Hidalgo, 0.2010. Instituto Politécnico Nacional

Fase de remodelacion tisular (dia 14 en adelante)

La cicatrizacion empieza en la fase Iy va disminuyendo paulatinamente. La fuerza de tension
aumenta debido a la formacién de entrecruzamientos de fibras de colageno, la piel recupera su
fuerza original. El contenido de colageno permanece constante, se forma la cicatriz, producto del
depdsito de tejido conjuntivo fibroso y las células que ya no se requieren son removidos mediante

apoptosis. (Jordi, 2008. Pp. 7-8)
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I REMODELACION
MADURACION DE LA EPIDERMIS

CONTRACCION DE LA HERIDA

APOPTOSIS CELULAR
* DIAS SEMANAS MESES

Figura. 8-1. Fase de remodelacion tisular
Fuente: Hidalgo, 0.2010. Instituto Politécnico Nacional

Respuesta
tisular al
2 =
A diano
6 i%i 7
/ =
N |
Collagen ﬁber;‘."
Fase 1- Fase 2- Fase 3-
Respuesta inflamatoria y Formacion de Suficiente colagena
proceso de debridacion colagena (cicatriz) depositada

Figura 9-1. Fases de la cicatrizacion.
Fuente: (Jordi, 2008)

1.2.6.4. Factores que influyen en la cicatrizacion

Entre las causas principales de que no se dé una buena cicatrizacion estan la hipoxia, isquemias,
infecciones, edemas y anormalidades metabolicas. Debido a que la tension minima de oxigeno
para las heridas debe ser de 30 mmHg, por otra parte las infecciones mantienen la herida en la
fase inflamatoria y asi no se da paso a las otras fases, el edema acttia como barrera para el oxigeno
y nutrientes porque incrementa la etapa de difusion. Los trastornos metabdlicos también afectan

la cicatrizacion y depende de la anormalidad. (Hidalgo, 2010. p.11)
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A continuacion se presenta otros factores:

ACCION
_ GENERAL Hipoproteinemia
Isquemla Hipotermia y dolor
Infeccion Inadecuado
Presencia de volumen sanguineo
cuerpos extrafios Exceso de
Tension de la corticoides
herida por la Sepsis
sutura. . .
T Administracion de
Ipoxia tisular farmaco citotoxico
Curaciones Alergias
repetidas .
Diabetes
Hematomas
Fumar
Edad avanzada.

Figura. 10-1. Otro factores que influyen en la cicatrizacion

Fuente: Hidalgo, 0.2010. Instituto Politécnico Nacional

1.2.6.5. Complicaciones

Cuando se genera una herida ya sea accidentalmente o por diseccion, la persona queda vulnerable
a una infeccion y sus complicaciones. Por lo que los problemas mayores son infeccion y

separacion de la herida. (Orozco, 2013. p. 13)

Infeccion: Es una de las mas severas que afecta al paciente. Es la contaminacion de la herida por
microorganismos virulentos que si no se le da un tratamiento adecuado puede provocar efectos
graves como gangrena 0 muerte. (Orozco, 2013. p. 13)

Separacion de la herida: Llamada también dehiscencia se presenta con frecuencia en pacientes
de edad avanzada, afecta mas a los hombres que mujeres y ocurre entre los dias quinto y doceavo

después de una operacién. (Orozco, 2013. p. 13)

1.2.6.6. Cicatrizacion Patoldgica

Es aquel que no devuelve la integridad de la piel ya sea anatémica, funcional o estética y puede
darse por falta de cicatrizacion o una produccion excesiva de la cicatriz. Se puede clasificar en 2

tipos:
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Cicatrizacion insuficiente: Es aquella que forma una cicatriz inestable y heridas cronicas.

Cicatrizacion excesiva: Es aquella que general queloides los cuales son una cicatriz en la piel mas
grande que la herida, cicatrices hipertroficas, esta crece en la piel pero es muy pequefia y

contracturas. (Salem,C. 2002. Pp. 1-8)

Algunos autores dicen que los queloides son tumores benignos que se desarrollan en la piel,

compuesto de masas de tejido fibroso parte de la cual puede estar hialinizado. (Andrade; Sepulveda,
2014, p 2) (Melega, 1992.pp 9-13)

1.2.6.7. Células que intervienen en la cicatrizacién

Hematies o eritrocitos: Aportan oxigeno a la célula y elimina el CO2. (Navarro, 2005. Pp. 1-5)

Plaquetas o trombocitos: Inician el proceso de la coagulacion de la sangre. Ademas producen

importantes factores de crecimiento necesarios para la cicatrizacion. (Navarro, 2005. Pp. 1-5)

Leucocitos: Tienen como funcion fundamental la defensa inmunolégica del organismo. (Navarro,
2005. Pp. 1-5)

Granulocitos y Linfocitos: Tienen esencial importancia en el proceso de la cicatrizacion. Son
atraidos por sustancias liberadas en la multiplicacién bacteriana (quimiotaxis). Ademas, los
linfocitos segregan otras sustancias que atacan la superficie de las bacterias, preparandolas para

ser digeridas por los fagocitos. (Navarro, 2005. Pp. 1-5)
Monocitos o fagocitos: Son leucocitos especializados que ingieren y destruyen material muerto o
extrafio. Se trasforman en macréfagos, ademas de producir enzimas y factores de crecimiento.

Estos solo se encuentran en el tejido. (Navarro, 2005. Pp. 1-5)

Fibroblastos: Son células responsables de sintesis de colageno y de la contraccion del tejido

cicatricial (miofibroblastos). (Navarro, 2005. Pp. 1-5)
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1.2.7. Metabolitos secundarios que intervienen en la cicatrizacion

Compuestos fendlicos

Existe una gran cantidad de compuestos fendlicos en el reino vegetal. Que presenta en comun un

anillo bencénico. (Marcano, 2002. p. 134)

Flavonoides

Son pigmentos amarrillos presentes en los vegetales, son de bajo peso molecular comparten un
esqueleto en comun de difenilpiranos (C6-C3-C6). Se encuentran como O- glicésidos en de forma
natural, aunque también como C-glic6sidos. Poseen un origen biosintético comdn y un mismo
elemento estructural basico con diferentes grados de oxidacion, dando distintas familias
estructurales: flavonas, flavonoles, flavanonas, catequinas (o flavanoles), antocianos, isoflavonas,

chalconas y auronas (Orozco, 2013. p. 16)

2 N4 e
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FLAVONOIDE ANTOCIANIDINA

//\ A LOH

FLAVONA FLAYONOL

Figura. 11-1. Estructuras Basicas de los Flavonoides
Fuente: Hidalgo, 0.2010. Instituto Politécnico Nacional

Existen como 900 flavonoides naturales, estan distribuidos entre las plantas, libres o como
glicésidos; estos ultimos ayudan a proporcionar color a las flores, frutos y hojas. Las agliconas
son méas usuales en tejidos lefiosos. Los flavonoides exhiben todos los matices de solubilidad,
desde totalmente soluble en el agua hasta insolubles en ella, pero solubles en éter etilico, pasando

por los solubles en etanol ,son insolubles en éter de petréleo por lo que permite desengrasar un
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material antes de extraerlo. Los que tienen mayor interés farmacologico son las flavonas,

flavonoles y flavanonas. (Orozco, 2013. p. 16)

Los flavonoides que presentan actividad cicatrizante como la quercetina, kaempferol. Esta
presente en casi todas las plantas vasculares. Dandoles proteccion contra agentes ambientales y
depredadores. En presencia de vitamina C producen un aumento de la fibronectina extracelular
y colageno al producir la proliferacion de fibroblastos normales de la piel. Las antocianidinas
favorecen la angiogénesis en las heridas y su cierre. Protegen los vasos sanguineos de infecciones.
(Cabezas, 2014. p.29)

Los flavonoides tambien presentan actividad antiinflamatoria y analgesica gracias a los efectos

de los antioxidantes y a su capacidad de actuar conra la histamina y otros mediadores del proceso

inflamatorio como son las prostaglandinas y los leucotrienos. (Orozco, 2013. p.16)

Taninos

OH

OH COOH

OH ACIDO GALICO

Figura. 12-1. Estructuras del &cido galico.
Fuente: Hidalgo, 0.2010. Instituto Politécnico Nacional

Constituidos por compuestos hidrosolubles con estructuras polifenolicas que pueden precipitar a
ciertas macromoléculas de origen vegetal, presentan un peso molecular elevado, sabor astringente
acttan uniendo las proteinas de la piel y de las mucosas. No permiten la contaminacion bacteriana
en la piel y mucosas. Se oxidan con facilidad, especialmente en medio acido los taninos se
disuelven en agua formando coloides y son solubles en alcoholes y acetona. (Orozco, 2013. P.16)
(Kuklinski, 2000. Pp. 106-116)

Taninos pueden ser hidrolizables (acidos fendlicos) y taninos condensados (polimeros de
flavonoles). Favorecen a la coagulacién y la cicatrizacién de la piel acelera la curacién de las
heridas, ya que la costra se forma con la unién de las proteinas de los taninos y crea un medio

seco que impide el desarrollo de bacterias. (Cabezas, 2014. P.28)
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Glucosinolatos.

Llamados también tioglucdsidos, estan en las plantas dicotiledoneas, presentan algucén o genina
que se utiliza con carécter terapéutico. Es utilizado para tratar quemaduras de sol, para el

envejecimiento, promueve la cicatrizacion de las heridas. (Cabezas, 2014. P.30)

1.2.8. Meétodos de extraccion de metabolitos en el material vegetal.

Existen diferentes métodos de extraccién de metabolitos secundarios de las plantas utilizando
diferentes solventes. Una buena extraccion depende del tipo de solvente utilizado, la temperatura,
y agitacion. Ya que existen estudios que demuestran que al utilizar el ultrasonido en la extraccién

se obtiene resultados significativamente mas eficientes. (Martinez et al, 2011, Pp.1-6)

Tabla 2-1. Diferentes tipos de extraccion de metabolitos secundarios.

EXTRACCIONES TEMPERATURA  TIEMPO SOLVENTE
Maceracién T ambiente Horas-dias Agua
Mezclas
hidroalcoholicas
Glicerina
Digestion T >ambiente Horas-dias Agua
Mezclas
hidroalcoholicas
Glicerina
Infusion T proxima a 1-2 minutos Agua
ebullicion Hasta 30 min.
Decoccién T de ebullicion 15-30 min. Agua

Fuente: Martinez, Juan. Scientia et Techica. Afio 2011. Universidad Tecnoldgica de Pereira.

1.2.9. Medicamentos Cicatrizantes

Estos medicamentos contienen ingredientes que son capaces de disminuir la apariencia de las
cicatrices, favorece la regeneracion y reparacion de los tejidos para su cicatrizacion, ayudan en la
eliminacion de células muertas y reponen con células nuevas.

Actividad cicatrizante: La cicatrizacion de heridas involucra varias actividades como
coagulacion, inflamacion, formacion de tejido de granulacion, formacién de matrices y

remodelacion de tejidos.
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1.2.10. Cicatrizantes comerciales

Este tipo de medicamentos son los méas usados, los cicatrizantes que estan en el mercado poseen
en su formulacion un antibidtico, productos como esteroides corticoides o antimicoéticos, para
combatir las bacterias que pueden estar en la herida retrasando su cierre. El cicatrizante para el
tratamiento de heridas y ulceras asi como de quemaduras cutaneas por radioterapia esta la

trolamina. (Vademécum farmacoterapéutico, 2015. http://www.vademecum.es)

Entre los cicatrizantes comerciales mas usados esta: El acetato de prednisolona 0,5 g y sulfato de
neomicina 0,5 g, en donde el acetato de prednisolona es un dermocorticoide de forma micronizada
con efecto antialérgico y antiinflamatorio, por otro lado el sulfato de neomicina es un antibiético,

no provoca hipersensibilidad y no es inactivo por los exudados. (Vademécum farmacoterapéutico, 2015.

http://www.vademecum.es)

1.2.10.1. Antibidticos y quimioterapicos para uso dermatolégico

Antibidticos

e La Neomicina es el que mas se usa para aplicacion topica, presenta accion bactericida,
también inhibe la sintesis de proteinas bacterianas ya que se une de manera irreversible a la

subunidad 30S de las bacterias. (Robalino, 2014. P.14)

e El 4cido fusidico esta relacionado con las cefalosporinas desde el punto de vista quimico.
Inhibe la sintesis proteica mediante translocacion (paso final de la sintesis de cadena

peptidica). (Robalino, 2014. P.14)

e Sulfadiazina de plata es un anti infecciosos de uso topico, su uso es para tratar y prevenir
infecciones en heridas y quemaduras de segundo y tercer grado. Lo que se conoce de este

medicamento es que provoca la lisis de las bacterias atacando su membrana y pared celular.
(Robalino, 2014. P.14)

1.2.10.2. Preparados dermatoldgicos con corticoides

Los corticoides tdpicos derivan de la hidrocortisona y cortisol que tiene actividad

glucocorticosteroide y mineralocorticosteroide. Presenta efecto antiinflamatorio, vasoconstrictor,
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inmunosupresor y antiproliferativo sobre la piel. Dentro de este tenemos la hidrocortisona,

betametasona, prednisolona. (Robalino, 2014. P. 14)

1.2.11. Ensayos biolégicos

Este tipo de ensayos se utiliza para la evaluacion de la actividad de ciertas drogas se realizan en
seres vivos, 0rganos intactos o seccionados, y ayuda a determinar la potencia de una droga y sus
preparados. Estos ensayos son mas selectivos, y mas sensibles que los ensayos fisico-quimicos,
requieren largo tiempo para su realizacion y son menos exactos ya que Su respuesta esta
condicionada por muchos factores. Mediante este tipo de ensayos se puede comprobar la
verdadera actividad de la droga ya que en muchos casos su accion no es dada solo por el principio

activo sino que viene dada por una sinergia entre varias sustancias. (Fresno, 1993. Pp. 81-82)

El uso de ensayos bioldgicos es importante cuando se quiere introducir una nueva droga o farmaco
en terapéutica ya que ayuda a apreciar las propiedades farmacoldgicas de un nuevo farmaco en

estudio y asi conocer su actividad farmacoldgica y valor terapéutico. (Fresno, 1993. Pp. 81-82)

1.2.11.1. Animales de Laboratorio (Ratones)

El desarrollo de mejores medios para proteger la salud y bienestar del hombre y animales demanda
a recurrir al uso de animales en experimentacion. Deben ser de la especie y calidad apropiada y
en un nimero no mayor a lo que se requiera para obtener resultados validos. Los animales deben
ser tratados como individuos sensibles, deben ser bien cuidados para evitarles disconfort, diestrés,
o dolor. Todos los animales utilizados en investigacién deben ser tratados tomando en cuenta los

Principios Eticos Internacionales para Investigacion Biomédica con Animales. (CIOMS, 2014. Pp. 1-
2)

Figura. 13-1. Animales de experimentacion
Fuente: Bioterio, ESPOCH
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Miden de largo de 7 a 11 cm sin tomar en cuenta la cola, pesan alrededor de 15 a 20 g tienen una
vida media de 4-6 meses en libertad, pero en cautiverio viven algunos afios. Las hembras son
sexualmente maduras a las 5-6 semanas, los machos necesitan unos dias mas. Presentan un
sentido del olfato muy desarrollado, poca vision, y no distinguen colores. Son susceptibles a los
cambios ambientales debidos su pequefio tamafio cuando varia la temperatura en 2- 3 °C. (Cabezas,
2014. Pp. 29-32)

Se utilizan ratones debido a que son de fécil cuidado y mantenimiento, por eficacia y
reproducibilidad, costos bajos de manutencion, periodos de vida cortos que son idéneos para
estudios de investigacion. (Cabezas, 2014. Pp. 29-32)

Taxonomia

Tabla 3-1.Clasificacion taxonémica de los animales
de experimentacion

Clase Mammalia
Orden Rodentia
Familia Muridae
Genero Mus
Especie musculus

Fuente: Cabezas, G. 2014. Facultad de Ciencias. ESPOCH.

Microambiente y macroambiente

El lugar adecuado debe brindar las condiciones ambientales y de manejo adecuadas para
garantizar la salud de los animales de experimentacion y su comodidad, para que sus patrones

metabdlicos y comportamiento sean los normales y estables para obtener respuestas confiables.

Macroambiente: Es el ambiente fisico del encierro secundario, temperatura, humedad,

ventilacion, luz y calor. (Genovese, P. 2009. http://www.urbe.fmed.edu.)

Microambiente: Ambiente fisico que rodea al animal, es el encierro primario. Jaulas, alimento,
agua, cama. Debe ser un lugar fresco y seco para el desarrollo fisiolégico adecuado de los
animales, sebe ser un ambiente seguro que impida los accidentes y que se escapen y que sean se

puedan observar con facilidad. (Genovese, P. 2009. http://www.urbe.fmed.edu.)
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Figura. 14-1. Microambiente y Macroambiente.
Fuente: Cabezas, G 2014. Facultad de Ciencias. ESPOCH.

Los factores principales que afectan a los animales de experimentacién son:

e Climaticos: temperatura, humedad relativa, ventilacion, etc.

e Fisicoquimicos: iluminacion, ruido, composicién del aire, sanitizantes, cama, etc.

e Habitacionales: forma, tamafio, tipo y poblacion de las jaulas. Deben ser libres de polco,
pigmentos y sustancias toxicas.

¢ Nutricionales: dieta, agua, las cuales deben ser no contaminada y nutricionalmente adecuada.
Administradas diariamente segun los requerimientos de las especies. La alimentacién debe
ser trasportada y almacenada en las mejores condiciones. Los utensilios utilizados para la
alimentacion y agua deben ser de facil acceso y limpios.

e Microorganismos y parasitos. (Ferreira, B. 2002. Pp.1-5)
El macro y microambiente inadecuado pueden llegar a afectar la salud, el comportamiento y
bienestar de los animales de experimentacion, de esta manera influye en los resultados de la

investigacion. (Mrad, A. 2001. Pp.1-9)

El personal que va a manejar los animales de experimentacion debe portar ropa estéril, gorro,

cubre zapatos, guantes y mascarilla.
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CAPITULO 11

2. MARCO METODOLOGICO

2.1.

Lugar de investigacion

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en la ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE
CHIMBORAZO en la Facultad de Ciencias.

2.2.

Laboratorio de Andlisis Bioquimicos y Bacterioldgicos
Laboratorio de Analisis Instrumental.

Bioterio de la Facultad de Ciencias

Materiales, equipos y reactivos

Laboratorio de Productos Naturales, Investigacion y Desarrollo

Tabla 4-2. Materiales, equipos y reactivos. ESPOCH. Agosto 2015.

MATERIALES

REACTIVOS

EQUIPOS

Vasos de precipitacion de
250,100, 50 mL

Agua destilada

Rota vapor R220

Tubos de ensayo

Alcohol potable

Balanza analitica

Gradilla Agua potable Desecador

Piseta Extracto de Plantago | Refrigerador
australis

Tripode Lamoderm Refractometro

Papel filtro AICl; Estufa

Embudo Acido clorhidrico pH metro

Pipetas 1,5,10 mL Alcohol amilico Espectrofotdmetro UV-VIS

Probeta Acido sulfdrico Bomba de presion

Bal6n esmerilado Cloroformo Computadora

Matraces Reactivo de Wagner Camara digital

Reverbero Reactivo de Sudan I11 Mufla

Capsulas de porcelana Reactivo de Dragendorff Calculadora

Varilla de vidrio

Reactivo de Mayer

Balones volumétricos

Reactivo de Baljet

Puntas plasticas para
pipetear

Reactivo de Fehling

Embudo de separacion

Magnesio metalico

Guantes

Cloruro férrico
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Mascarilla Eter di etilico
Picnémetro Amonio 5%
Pera de succién Formol 10%
Espatula Quercetina
Crisol NaNO;

Papel aluminio Acetona
Pinzas para tubos Acido acético glacial
Algodon Acido formico
Bisturi Acetato de etilo
Capilares Sulfato de cerio
Fosforo

Balén de aforo

Cuba de vidrio

Realizado por: Asto V. 2015.

2.3.  Técnicas y Métodos

2.3.1. Recoleccidn, Seleccién y Lavado del material vegetal.

Se recolecto 2 Kg de hojas de Plantago australis en el parque Nacional Sangay, sector Atillo en
la Laguna Negra que pertenece a la provincia de Chimborazo, Cantén Guamote, Parroquia
Cebadas a una altitud de 3539 m.s.n.m en las coordenadas: x=777785, y=9759205. Zona 17 S.

Las muestras se colocaron en fundas plasticas para su transportacion.

Se hizo una seleccion adecuada del material vegetal, desechando las hojas dafiadas y otros
materiales extrafios. Se hizo un lavado y desinfeccion de las hojas eliminando tierra, polvo y
material extrafio, se lavo las hojas en agua 10 veces hasta que se elimind la presencia de sustancias

extrafias. (Miranda, 1991. Pp. 28-33)

Para mejorar el rendimiento de la extraccién y la reproducibilidad de las mismas se debe someter
el material vegetal a una serie de operaciones: Se debe hacer su identificacion taxondmica.
Seleccionar la parte del material a utilizar. Se debe desecar el material vegetal bajo condiciones
controladas asi evita la formacion de compuestos quimico. El proceso debe ser rapido a una
temperatura moderada y en aire caliente. Se pulverizo las hojas secas ya que muchos de los
principios activos en las plantas se encuentran en el citoplasma de la célula vegetal o formando
sales que estan incrustadas en las células. Para facilitar la extraccion la droga es sometida a un
troceado para que asi se destruyan las estructuras celulares y mejoren el rendimiento. El

almacenamiento debe ser en un lugar fresco y seco. (Fresno, 1993. P. 84)

27



2.3.2. Control de calidad del material vegetal mediante métodos fisico-quimicos

Mediante la realizacion de estas determinaciones se va a garantizar la calidad del material vegetal

gue presente las condiciones sanitarias e higiénicas adecuadas.

2.3.2.1. Determinacidn de cenizas totales, solubles en agua e insolubles en acido

Las cenizas totales es producto de la incineracion de una droga, las cenizas solubles en agua y las

cenizas solubles en acido clorhidrico se realizan a partir de las cenizas totales.

e Para la determinacion de cenizas totales se debe:

- Setard una capsula de porcelana a 105°C hasta peso constante, Aprox. 2 horas.

- Sepesd 3 g de material vegetal en polvo en la capsula de porcelana.

- Se carboniz6 la muestra en un reverbero.

- Se inciner6 la muestra en un horno mufla a 700°C por 2 horas.

- Se coloco en un desecador la muestra por 30 min y pesar las muestras hasta peso constante.
- Ladeterminacion se debe hacer por triplicado. (Miranda, 1991. Pp. 28-33)

m2—m
C=———
ml —m

x100
C: porcentaje de cenizas totales

m: masa de la capsula vacio (g)

m1: masa de la capsula con la muestra (g)

m2: masa de la capsula con las cenizas (g)

100: factor matematico para céalculos. (Miranda, 1991. Pp. 28-33)

e Para la determinacién de cenizas solubles en agua se debe:

- Para esta determinacion se debe partir de las cenizas totales.

- Seafadié 20 mL de agua destilada.

- Setapo el crisol y se somete al calor por 5 min.

- Sefiltro la solucién utilizando papel filtro cuantitativo es decir libre de cenizas

- El papel filtro con el residuo se transfiere a la capsula inicial.
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- Se carbonizo en un reverbero hasta desaparicion de humo.
- Se Transfirio la capsula a un horno mufla a 700 °C por 2 horas.
- Transcurrido el tiempo se coloca la capsula en el desecador por 30 min y se pesa

- Ladeterminacién debe realizarse por triplicado. (Miranda, 1991. Pp. 28-33)

m2 —ma
Ca =—x100
ml—m

C: porcentaje de cenizas solubles en agua.

m2: masa de la capsula con las cenizas (g)

ma: masa de la capsula con las cenizas insolubles en agua (g)
m1: masa de la capsula con la muestra (Q)

m: masa de la capsula vacia (g).

100: factor matematico para calculos. (Miranda, 1991. Pp. 28-33)

Para la determinacion de las cenizas insolubles en acido clorhidrico se debe:

- Para esta determinacion de debe partir de las cenizas totales.

- Seafiadio 3 mL de HCI al 10%.

- Se tapo la capsula con un vidrio reloj y se calienta en bafio de agua hirviente por 10 min.

- Selavo el vidrio reloj con 5 mL agua caliente y unirlo al contenido de la capsula.

- Se filtr6 la solucion utilizando papel filtro libre de cenizas.

- Se lavo el residuo hasta que el filtrado acidulado al cual se le adiciona de 1 a 2 gotas de
solucion de AgNOs 0,1 mol/L no presente cloruros.

- El papel filtro con el residuo se deseca a 105°C.

- Se transfiri6 al crisol inicial, se carboniza e incinera en horno mufla a 700°C por 2 horas.

- Después se coloca en un desecador por 30 min y se pesa. (Miranda, 1991. Pp. 28-33)

m m2

C (HCI): porcentaje de cenizas insolubles en HCI. (%)
m: masa de la capsula vacia (g)

m1: masa de la capsula con las cenizas totales (g)

m2: masa de la capsula con las cenizas finales (Q)

100: factor matematico para calculos. (Miranda, 1991. Pp. 28-33)
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2.3.2.2. Determinacion de Humedad

El contenido de agua en el material vegetal es un pardmetro de gran importancia que se debe
controlar ya que cuando se encuentra en cantidades altas puede dar lugar al crecimiento de
hongos, insectos, y de esta manera se deteriora la droga. (Miranda, 1991. Pp. 28-33)

Método gravimetro. Pérdida por desecacion.

- Setard la cépsula de porcelana por 1 hora a 105°C.

- Sepesd 2 g de muestra y transferir a la capsula de porcelana tarada.

- Se colocd la capsula en la estufa a 105°C por 3 h.

- Se transfirio6 la capsula al desecador, se deja 15 min y se pesa

- Nuevamente se coloca en la estufa la capsula por 1 hora se transfiere al desecador se deja 15
min y se pesa hasta tener un peso constante. (Miranda, 1991. Pp. 28-33)

m2-ml

%H = x100

m2—-m

%H: perdida en peso por desecacién

m: masa de la capsula vacia (g)v

m1: masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (Q)
m2: masa de la capsula con la muestra de ensayo (g)

100: factor matematico para calculos (Miranda, 1991. Pp. 28-33)

2.3.2.3. Determinacion de sustancias solubles

Se basa en la extraccion de las sustancias solubles, utilizando algln solvente que puede ser agua,
alcohol 0 mezclas de estos, mediante métodos de extraccion como maceracion y evaporacion de

una alicuota de extracto.

- Setard una capsula de porcelana.

- Sepesd 5 gramos de material vegetal en polvo y se coloca en un Erlenmeyer de 250 mL.
- Se Afiadi6 100 mL del disolvente en este caso alcohol al 96°.

- Setap0y agito por 6 horas, luego se deja reposar hasta el dia siguiente.

- Se agit6 por 30 min y dejar reposar por el mismo tiempo.
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- Se filtro utilizando papel filtro.

- Del sobrenadante se tom6 una cantidad de 20 mL y se colocé en la capsula tarada.

- Se evaporo en bafio de agua caliente hasta sequedad y se colocé en estufa de aire caliente por
3 horas a 105°C.

- Se enfrié en un desecador por 15 minutos y se pesa. (Miranda, 1991. Pp. 28-33)

SS:r*SOO*lOO
m(10 — H

Ss: Solidos Solubles. (%)

H: Humedad (%)

500 y 100: factor matematico para calculos

r: residuo de la muestra (g)

m: masa de la muestra (g) (Miranda, 1991. Pp. 28-33)
2.3.3. Tamizaje fitoquimico

Mediante ensayos fitoquimico se identificd cualitativamente los metabolitos que se encuentran
presentes en el Plantago australis. Para lo cual es necesario que el material vegetal a utilizar sea
seco Yy pulverizado y asi someter a pruebas de coloracidn y precipitacion.

Se realiza extracciones sucesivas con solventes de polaridad creciente para obtener los extractos

a utilizar para el “screening” (tamizaje). (Miranda, 1991. Pp. 34-39)

30 g de vegetal afiadir &ter

de petroleo
l Macerar por 48 h v filirar
EXTRACTO ETEREOQ RESIDUO SOLIDO
Secar, pasar y afiadir etanol.
¢ Macerar por 48 h y filtrar
RESIDUO SOLIDO EXTRACTO ALCOHOLICO

Secar, pesar y afladir agua

¢ Macerar por 48 h v filtrar

v v

RESIDUO SOLIDO EXTRACTO ACUOSO
Secary pesar

Figura. 15-2. Esquema de extraccion sucesiva del material vegetal para aplicar las

técnicas de tamizaje fitoquimico
Fuente: Drogas, crudas extractos y tinturas. Normas ramales.1992
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Luego de obtener cada extracto por separado se realizd los siguientes ensayos por separado.
(Ramales, 1992).

EXTRACTO ETEREDQ

|
DIVIDIR EM FRACCIONES
|

5 il
EMZAY O DE BALJET
E{L\ICSEArF(ECE]. ‘PGREEESD‘N {LACTONAS ¥ COUMARINAS)

B {dvidiren 3 pOrCionssl EnsAYO DE LIEBERMANN-BUCHARI
] ERY WACNER {(TRITERPENCOS-ESTEROIDES)

[ALCALOIDEE)

=
=<

Figura. 16-2. Reacciones que se va a realizar en el extracto etéreo
Fuente: Drogas, crudas extractos y tinturas. Normas ramales.1992

EXTRACTD ALODHOLICO
|
DIVIDIR. EN FRACCIONES
|
iml Zml ‘ T i Zm
ENSAYODE | ENSAYDDE s ENSAYD DE ZmL | ENSAYDDE i :
CATEQUINAS FEHLING  Fs EMSAYD DE KEDCE BML en 3 porciones
(42 REAICTD RS LlEﬂimm%MM- 3 _ BORNTRAGER] icsmo=uaL00s) ENSAYOS DE DRAGEMNDORFF
S TR e s EaTe o e ) h’A?:E&Y?ﬁGNER
- ALALDED
ENSAYD OE 2
RESIMAS 2 ENSAYD [E Zml
£ MIMHICRIN ENSAYO DE
ENSAYD DE BALJET [AMBDACIDOS) ANTOCIANIDINA
[LACTOMAS)
‘e
ENSAYD ESFLIMA Im
IEARCNAE] ENSAYODE
SHINODA,
(FLAVDMD IDES)
Figura. 17-2. Ensayos a realizar en el extracto alcohélico.
Fuente: Drogas, crudas extractos y tinturas. Normas ramales.1992
EXTRACTO ACUOSO
DIVIDIR EN FRACCIONES
6 ML en 3 porciones
JENSAYOS DE DRAGENDORFF 10 mL
MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES) %/I’\IIJSCAI'LYAOGgES
2 mL
ENSAYO DE SHINODA .
(FLAVONOIDES) 10 2 GOTAS
ENSAYO DE
2 mL PRINCIPIOS AMARGOS|
ENSAYO DE FEHLING
(AZ. REDUCTORES)
2 mL
ENSAYO DE CLORURO 2 mL
FERRICO ENSAYO DE ESPUMA
(TANINOS) (SAPONINAS)

Figura.18.2. Ensayos a realizar en el extracto acuoso.
Fuente: Drogas, crudas extractos y tinturas. Normas ramales.1991
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Ensayo de Sudan: (COMPUESTOS GRASOS).

A una alicuota de extracto se afiadié 1 mL de colorante de Sudan 11l o Sudan IV y se calent6 a
bafio de agua hasta evaporacion.

Resultado: Es positivo si presenta compuestos grasos o una pelicula color rojo. (Miranda, 1991. Pp.
34-39)

Ensayo de Dragendorff: (ALCALOIDES)

Se tomd una alicuota de extracto, si esta disuelta en solvente organico debe evaporarse y el residuo
redisolverlo en 1 mL de HCI conc. Si se utilizé agua como disolvente se debe afiadir 1 gota de
HCL conc. Calentar y dejar enfriar. Luego de preparar la muestra se afiadio 3 gotas de reactivo
de Drangendorff.

Resultado: opalescencia (+), turbidez definida (++), precipitado (+++). (Miranda, 1991. Pp. 34-39)

Ensayo de Mayer: (ALCALOIDES).
Se prepar6 la muestra de la misma forma descrita anteriormente, afiadir una pizca de NaCl en
polvo, se agitd y filtr6. Se afiadio 3 gotas de solucion de Mayer.

Resultados: opalescencia (+), turbidez definida (++), precipitado coposo (+++). (Miranda, 1991. Pp.
34-39)

Ensayo de Wagner: (ALCALOIDES).
Se prepard la muestra igual que los casos anteriormente descritos, luego se afiade 3 gotas de

reactivo. Los resultados se clasifican de la misma forma. (Miranda, 1991. Pp. 34-39)

Ensayo de Baljet: (COMPUESTOS LACTONICOS, CUMARINAS).

Para esta prueba si no se encuentra la alicuota en alcohol se evapord y redisolvi6 en el mismo. Y
afiadir 1 mL de reactivo.

Resultado: color rojo (++), precipitado rojo (+++). (Miranda, 1991. Pp. 34-39)

g

Ensayo de Borntrager: (QUINONAS).

La alicuota de extracto debe estar disuelta en cloroformo. Se afiadié 1 mL de Na(OH) al 5% en
agua. Se agitd y se dejé reposar hasta que haya separacion.

Resultado: fase superior color rosado (++), rojo (+++). (Miranda, 1991. Pp. 34-39)

Ensayo de Liebermann-Buchard: (TRITERPENOS, ESTERIODES).
La alicuota de extracto debe ser disuelta en cloroformo, se afiadié 1mL de anhidrido acético y se

mezclé. Colocar 3 gotas de H,SO4 conc. No agitar.
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Resultados: son positivos cuando presentan un color rosado-azul muy répido, verde intenso-

visible aunque rapido, verde oscuro-negro-final de la reaccion. (Miranda, 1991. Pp. 34-39)

Ensayo de Catequinas:

Se tomd una gota de extracto alcohdlico y se aplica en un papel filtro, se afiadio solucion de
carbonato de sodio y observé en el UV.

Resultado: coloracion verde carmelita (+). (Miranda, 1991. Pp. 34-39)

Ensayo de Resinas:
En 2 mL de solucién alcohdlica se adiciond 10 mL de agua destilada.
Resultado: presencia de precipitado (+). (Miranda, 1991. Pp. 34-39)

Ensayo de Fehling: (AZUCARES REDUCTORES).
La alicuota de extracto debe estar disuelta en agua, luego se adiciond 2 mL de reactivo y se
calent6 en bafio de agua por 10 min.

Resultado: aparicion de coloracion o precipitado rojo (+). (Miranda, 1991. Pp. 34-39)

Ensayo de Espuma: (SAPONINAS).
Se Tomé una alicuota de extracto acuoso y se afiadio 5 veces el volumen en agua y se agité la
muestra por 10 min.

Resultados: la aparicion de espuma en la superficie de mas de 2 mm por 2 min es positivo. (Miranda,
1991. Pp. 34-39)

Ensayo de Cloruro Férrico: (COMPUESTOS FENOLICOS Y TANINOS).

En un extracto alcohdlico se determina fenoles y taninos, se le adiciond 3 gotas de una solucién
de tricloruro férrico al 5%. EIl extracto acuoso es para taninos, a una alicuota se afiadié acetato
de sodio para neutralizar y 3 gotas de la solucion al 5% de tricloruro férrico.

Resultados: es positivo si presenta una coloracion rojo vino (compuestos fendélicos en general),
coloracion verde intensa (taninos del tipo pirocatecélicos), color azul (taninos tipo

pirogalotanicos). (Miranda, 1991. Pp. 34-39)

Ensayo de Shinoda: (FLAVONOIDES).
En una alicuota de extracto alcoholico y acuoso se coloco 1 mL de HCI conc. Y pedacitos de
cinta de magnesio metalico, se esper6 5 min y se adiciond 1 mL de alcohol amilico esperar que

se separe en 2 fases.
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Resultado: positivo cuando el alcohol amilico se colorea de amarrilo, naranja, carmelita o rojo

intensos. (Miranda, 1991. Pp. 34-39)

Ensayo de Antocianidinas: (Ce-C3-Cs¢ DEL GRUPO DE FLAVONOIDES).
Se toma 2 mL de extracto etandlico y afiadir 1 mL de HCI conc. Se calent6 por 10 min. Se dejo
enfriar y se afladié 1 mL de agua 'y 2 mL de alcohol amilico. Se agitd y se dejo6 separar en 2 fases.

Resultado: color rojo 0 marrén en la fase amilica es positivo. (Miranda, 1991. Pp. 34-39)

Ensayo de Mucilagos: (POLISACARIDOS).
A una alicuota de extracto en agua se enfrio a 0-5 °C.
Resultado: positivo cuando presenta consistencia gelatinosa. (Miranda, 1991. Pp. 34-39)

Ensayo de Principios Amargos y Astringentes:
Se sabore6 una gota de extracto acuoso y reconocer sabores. (Miranda, 1991. Pp. 34-39)

2.3.4. Control de calidad del extracto de Plantago australis
2.3.4.1. Determinacion de densidad

La densidad relativa es la relacién que existe entre la masa y volumen de la sustancia a una

temperatura de 25°C, y la masa de un volumen igual de agua. Esta determinacion se realiza:

- Se pes6 un picnémetro vacio
- Se coloc6 agua destilada a 25°C en el picnémetro y se pesa.

- Se secd el picnémetro y se afiade el extracto y se pesa. (Miranda, 1991. Pp. 50-53)

ml—m
D25 = —
m2 —m

D2s: peso del picndmetro con el extracto (g)
m2: peso del picnémetro con el agua destilada (g)

m: peso del picnémetro vacio (g) (Miranda, 1991. Pp. 50-53)
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2.3.4.2. Determinacion de indice de refraccion

Para esta determinacion se utilizé un refractdmetro Abbé, El indice de refraccion es la relacion
entre el seno del &ngulo de incidencia de la luz y el seno del &ngulo de refraccion cuando la luz
oblicua para por el medio.

Seni

Senr

- Se coloc6 una gota de agua destilada sobre la prima de medicién.

- Se ajustd el equipo seleccionando la zona del espectro visible que aparece en la linea limite
del campo visible.

- Semovid el compensador cromatico y colocar la interseccion del reticulo sobre la linea limite
de los campos claros y oscuros.

- Luego se coloco una gota de extracto sobre la prima de medicion.

- Se cerré el termoprisma y se enfoco la luz por el espejo y se procede de la misma manera que
el agua.

- Las lecturas se debe hacer por triplicado. (Miranda, 1991. Pp. 50-53)

Si los resultados se obtienen a una temperatura diferente a la de referencia por lo que se emplea
la formula siguiente:
Ng®® =Ng' +0.00044 (t-25)

Nq%: indice de refraccion a 25°C
N4 valor leido en la escala del equipo a una temperatura t.

t: valor de la temperatura a la cual se hizo la medicion(°C) (Miranda, 1991. Pp. 50-53)

2.3.4.3. Determinacion de pH del extracto

Esta determinacion se realiza para determinar el grado de acidez de una sustancia.
- Se pesd 10 gramos de material vegetal seco y pulverizado

- Seafiadi6o 100 mL alcohol potable.

- Seultrasond por 30 min y se filtra

- Se utiliz6 un potenciémetro para medir el pH. (Miranda, 1991. Pp. 50-53)
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2.3.4.4, Determinacion de sustancias totales

Mediante esta determinacion se conoce la variacion de masa después de que la muestra ha sido
sometida a un proceso como el calor en donde puede darse la pérdida de sustancias volatiles.

- Setard una cépsula de porcelana.

- Setomd 5 mL de extracto y se colocd en la capsula de porcelana

- Se evaporo en bafio de agua hasta sequedad y se coloc6 en estufa de aire caliente por 3 horas
a105°C

- Seenfri6 en un desecador por 15 minutos y se pesa. (Miranda, 1991. Pp. 50-53)

_Pr—P

Ss = x100

Ss: sustancias solubles (%)

Pr: masa de la capsula mas el residuo (g)

P: masa de la capsula vacia ()

V: Volumen de la porcion de ensayo (mL)

500 y 100: factor matematico para calculos. (Miranda, 1991. Pp. 50-53)

2.3.5. Preparacion de extractos

- Para la preparacion de extractos se utilizo etanol al 96%.
- Se pes6 100 g de muestra, y se colocd 300 mL de etanol.

- Se ultrasond por 1 hora y se filtrd. (Miranda, 1991. Pp. 50-53)

0 .. cantidad real de extracto i
Yo rendimiento = —— x100 (Miranda, 1991. Pp. 50-53)
cantidad ideal de extracto

2.3.6. Control de calidad microbioldgica.

Las drogas vegetales son contaminadas por los microorganismaos que se encentran presentes en el
ambiente y en la tierra y varia entre 10%y 10° microorganismos por gramo de planta. Por lo general
la contaminacién inicial de la planta disminuye en el proceso de secado. Pero en los procesos de

manipulacion, trituracion, almacenaje pueden aumentan la contaminacion. (Fresno, 1993, Pp.74-75).
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Por lo cual el control de calidad microbiol6gica nos ayuda a verificar la ausencia de cualquier tipo
de alteracion causada por los microorganismos. El recuento microbiologico se realizd en los

extractos a utilizar en la evaluacion In Vivo, al 25%, 50% y 75%. (Fresno, 1993, Pp.74-75).

2.3.6.1. Recuento de Aerobios mesofilos por el método de extension en placa

Dentro de este tipo de microorganismos se encuentras bacterias y hongos que pueden desarrollarse
a una temperatura de 30°C. Mediante este recuento se establece la calidad sanitaria, condiciones

higiénicas y de manipulacion de la muestra.

- Se Prepar0 las cajas Petri con agar PCA y codificar

- Se tomé 10 mL de cada muestra y se colocO por separado en 90 mL de agua estéril dejar
reposar por 30 min.

- Se tomd 100 pL de cada dilucion y se coloc en las cajas Petri, respectivamente.

- Con el asa de platino estéril se extendié la muestra por toda la placa.

- Seincubd en una estufa por 48 a 72h atemperatura de 30°C.

- Se reportd los resultados en UFC/mL. (Cano, 2010. Pp. 12-29)

c=nx*10=«f

c: UFC de microorganismos aerobios mesofilos/g o mL.
n: nimero de UFC contadas en la caja Petri.
10: factor para convertir el inoculo sembrado a 1 mL.

f: factor de dilucién. (Cano, 2010. Pp. 12-29)

2.3.6.2. Recuento de Escherichia coli por el método vertido en placa

Se realizd este conteo para determinar si existe presencia de contaminacion fecal en la muestra

- Se preparé las muestras las cuales puede diluirse en el caso de ser necesario.

- Serotuld las placas Compact Dry.

- Con una pipeta automatica y puntas estériles se colocé 1 mL de cada muestra en las placa
compact Dry.

- Para eso se debe abrir la cubierta de la placa y colocar el 1mL en el centro de la misma.

- La muestra se dispersa sobre la ld&mina seca y se vuelve un gel cuando la muestra esta
homogénea sobre la placa.

- Se Colocd la cubierta nuevamente en la placa.
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- Se Introdujo la placa en la estufa a 35°C por 24 h

- Al dia siguiente se realizo el reporte de resultados en el caso de observarse colonias color
moradas en la placa indica presencia de coliformes totales y la presencia de colonias color
azul indica presencia de E. coli. (Cano, 2010. Pp. 12-29) (HyServe, 2015. Pp. 1-8)

2.3.6.3. Recuento de Mohos y Levaduras por el método extensién en placa

Es importante determinar este microorganismo ya que su presencia puede ser indicador de

descomposicion de la muestra.

- Se preparé las cajas Petri con agar Sabouraud con cloranfenicol y se codificd

- Setomo 10 mL de cada muestra y se colocd cada una en 90 mL de agua estéril se dejo6 reposar
por 30 min.

- Setomd 100 pL de las diluciones y se colocd en los medios de cultivo.

- Con el asa de platino estéril se extendid la muestra por toda la placa.

- Sesell6 y dejo6 incubar a la temperatura ambiente por 5 dias.

- Serealizo el conteo y reportar los resultados en UFC/mL (Cano, 2010. Pp. 12-29) (HyServe, 2015.
Pp. 1-8)

2.3.7. Cromatografia en capa fina (flavonoides)

Este método de separacién es empleado para toda clase de sustancias de productos naturales y es
reconocida como una técnica analitica importante en las modernas farmacopeas. Para el analisis
se utiliz6 cromatofolios de aluminio de Merck. Se prepar6 un solvente para el corrido, se colocd
el extracto con capilares sobre la placa cromatogréfica, se introdujo la placa en la cuba
cromatografica, hasta que el solvente recorra las % partes de la placa, secar la placa, revelarla, y

observar los resultados. (Cabezas, 2014. Pp.47-48)
- Fase estacionaria: cromatofolio de aluminio.
- Fase movil: acetato de etilo- acido féormico y agua. (65:20:15)

- Revelador. Vapores de amonico.

Distancia recorrida por la muestra

~ Distancia recorrida por el solvente
(Cabezas, 2014, pp 47-48)
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2.3.8. Cuantificacion de metabolitos secundarios

La determinacion de los metabolitos secundarios se realizd por espectroscopia UV-Visible, este
método se aplica a la mayoria de principios activos, su fundamento se basa en la absorcion
energética que presentan las moléculas analizadas al ser expuestas a una determinada intensidad
de energia a una longitud de onda determinada. Asi la concentracion de una muestra problema
depende Unicamente de la absorcion de la energia radiante por el sistema a esta se le denomina
absorbancia o densidad 6ptica (A). (Fresno, 1993, Pp. 79-80)

El andlisis de los maximos de absorcién que presenta los componentes de una droga a
determinadas longitudes de onda del espectro UV-Visible permite la cuantificacion, para esta
valoracion se prepara una curva patron utilizando para la medicién un compuesto puro, a una
longitud de onda a la cual el compuesto de su maxima absorcién. Esta curva ayuda a determinar

la concentracion de una muestra. (Fresno, 1993, Pp. 79-80)

La cuantificaciéon de los metabolitos secundarios se realizd en el extracto alcohdlico e
hidroalcohdlico, para de esta manera determinar cual de los dos extractos presenta mayor

concentracion de metabolitos. (Fresno, 1993, Pp. 79-80)

2.3.8.1. Cuantificacion de fenoles totales.

- Se pes6 1 g de material vegetal seca y pulverizada se afiadié 25 mL de etanol al 96%. Para
hacer el extracto alcohdlico y etanol al 80% para hacer el extracto hidroalcohdlico

- Se dejo reposar por 24 h 'y se adicion6 25 mL de etanol para extracto alcohélico y alcohol
al 80%, para hacer el extracto hidroalcohdlico. se centrifugé a 2000 rpm.

- Setomd 0,5 mL de cada extracto y se adicion6 10 mL de Na,COzal 10% y se dej6 incubar
a 38°C por 15 min.

- Se tomd una alicuota de 1 mL y se afiadié 3mL de agua y 1mL de Reactivo de Folin-
Ciocalteu, se dejo6 en reposo por 15 min en oscuridad.

- Se leyo las absorbancias a 660 nm.
La concentracion de compuestos fendlicos se establecio con una curva de calibracion, se utiliz6

acido galico como estandar, para eso se preparé soluciones de 100 pL, 125 pL, 150 uL, 175 pL,

200 pL se prepard de la mismas manera que la muestra. (Barrén, 2011, Pp. 1-7) 50
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2.3.8.2.

Cuantificacion de flavonoides.

- Sepesd 1 g de material vegetal seca y pulverizada se afiadié 25 mL de etanol al 96%. Para

hacer el extracto alcohdlico y etanol al 80% para hacer el extracto hidroalcohélico

- Se dejo reposar por 24 h 'y se adicion6 25 mL de etanol para extracto alcohdlico y alcohol al

80%, para hacer el extracto hidroalcohdlico. se centrifug6 a 2000 rpm.
- Setomd 0,5 mL del extracto y se afiadio 1,5 mL de etanol al 96%, 0,1 mL de AICI3 al 10%,
0,1 mL de acetato de potasio y 2,8 mL de agua destilada.

Se dejo incubar por 30 min a 38°C y se procedio a leer a 415 nm. (Barrén, 2011, Pp. 1-7)

La concentracion de flavonoides se establecid con una curva de calibracion, se utilizé quercetina

como estandar, para eso se preparé soluciones de 700 pL, 350 pL, 175 uL y 100 pL se preparo

de la mismas manera que la muestra. (Barrén, 2011, Pp. 1-7)

2.3.9.

Evaluacion de la actividad cicatrizante

Tabla 5-2. Protocolo Farmacoldgico a aplicarse en los animales de experimentacion.

FASE DE
ACLIMATACION

Se ambientd a los
animales de
experimentacion por
20 dias tanto al
investigador como a
la manipulacion y
adaptacion,
verificando
condiciones
establecidas.

las

Descripcion de los
animales de
experimentacion

Condiciones
Ambientales

Peso: 30-40 g

Edad: 2 meses

Sexo: machos/hembras
Lugar de nacimiento:
Bioterio ESPOCH.

Humedad relativa: 40-60 %
Temperatura: 21 °C £2

Periodo: 12 horas luz, 12 oscuridad
Ruido: ausente

Ropa de cama: viruta de madera seca y
limpia con cambios cada 48 horas
Alimento: Balanceado para roedor en
forma de pellets y agua Ad libitum.

FASE DE
TRATAMIENTO

Definicion de grupos
Tabla 6-3

Se realizd diluciones del extracto madre
para obtener las concentraciones C1, C2,
C3, y se identifico cudl de las 3 presenta
mayor actividad cicatrizante, se utilizo
alcohol al 40% para las diluciones y se
administro via tdpica a cada ratén cada 12
horas con un hisopo estéril.
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1. Al control negativo no se le aplico
tratamiento

2. Alos controles positivos se les aplico
alcohol al 40% y El acetato de
prednisolona 0,5 g, sulfato de
neomicina 0,5 g

3. Alos grupos en estudio se les aplico
extractos en concentraciones de 25%,
50% y 75% cada 12 horas

FASE DE
INDUCCION DE
LA HERIDA

Se humedecid con agua tibia la zona a depilar.

Se realiz6 la depilacion de la zona dorsal de cada raton con crema
de depilar Veet en 5 min, y se retira con gasas humedas.

Se dejo pasar 24 horas para descartar reacciones alérgicas.

Se desinfect6 la zona depilada y se coloca anestesia lidocaina al
10% (roxicaina en spray) de 1 a 2 aplicaciones dejar 3 min.

Se marco6 2 cm de longitud perpendicular al eje longitudinal del
raton.

Se realiz6 el corte con el bisturi en la zona con una profundidad
de 2 mm

FASE DE
EVALUACION

Tiempo de cicatrizacién
Longitud de la herida
Formacion y desprendimiento de la costra

Realizado por: Asto. V; Toapanta. G. 2015. Facultad de Ciencias. ESPOCH.

Tabla 6-2. Definicion de grupos experimentales

Control (-) Control (+) Extracto C1 | Extracto C2 Extracto C3
Al Bl C1 D1 El F1
A2 B2 C2 D2 E2 F2
A3 B3 C3 D3 E3 F3
Ad B4 C3 D4 E4 F4

Realizado por: Asto, V. Toapanta, G. 2015. Facultad de Ciencias. ESPOCH

A: grupo heridos sin tratamiento

B: grupo heridos tratados con alcohol 40%

C: grupo heridos tratados con El acetato de prednisolona 0,5 g, sulfato de neomicina 0,5 g

D: grupo heridos tratados con extracto C1

E: grupo heridos tratados con extracto C2

F: grupo heridos tratados con extracto C3
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2.3.10. Ex&menes histopatoldgicos

Para realizar este estudid se sacrificé a los ratones utilizando una cdmara de éter de petroleo. Se
muestred la zona de cicatrizacion y se realizéd un corte de 1cm de largo y 1 cm de ancho. Se
colocé y codificd la muestra en canastillas y se introdujo en frascos estériles con formol al 10%
y se realiza placas para observacion en el microscopio, a 10x y 40x asi se evalUa el porcentaje
de regeneracion celular de los diferentes tratamientos. (Cabezas , 2014. Pp. 29-32)

2.3.11. Andlisis estadistico

El estudio se realizd con 4 repeticiones para asi obtener resultados més confiables. A los cuales
se les aplico el Test de Anova el cual nos va a permitir medir la igualdad de las medias de los
datos obtenidos en el estudio experimental y el Test de Tukey el cual ayuda a comparar los
tratamientos e identificar las diferencias entre las medias. Para el estudio estadistico se utilizo el
programa XLSTAT 2015. (XLSTAT, 2015. http://www.xIstat.com)
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1.  Analisis y discusion de resultados.

3.1.1. Control de calidad del material vegetal

En la tabla 7-3 se muestran los resultados del control de calidad en el material vegetal, cuyos
ensayos fueron realizados en planta seca y triturada, luego se compar6 los datos obtenidos con
la Norma Ramal del MINSAP (NRSP 303) por pertenecer a la familia de las Plantaginaceae,
Guia para el Control de Calidad de Plantas Medicinales de la OMS.

Tabla 7-3. Control de Calidad de las Hojas de Llantén de Paramo (Plantago australis).
Laboratorio de Productos Naturales, Investigacion y Desarrollo. Facultad de Ciencias. ESPOCH.
Agosto 2015.

PARAMETROS VALOR OBTENIDO VALOR DE REFERENCIA
(%) (%)
Cenizas totales 11,58 Max 16
Cenizas solubles en agua 38,7 Min 35
Cenizas insolubles en HCI 1,168 Max 2
Humedad 6,06 Max 14
Sustancias solubles. 74,96 Min 30

Realizado por: Asto. V. 2015. Valores de referencia de Normas Ramales (NRSP 303) y GMP-OMS, 2007.

Los valores obtenidos se encuentran dentro de los pardmetros establecidos como referencia
indicados en la tabla anterior. Por lo que se garantiza una buena calidad en el material vegetal,
indicando que se ha dado una correcta seleccion y lavado de las hojas, eliminacion de tierra, arena,

al igual que un adecuado proceso de secado y almacenamiento de las hojas del Plantago australis.

Debido a que no existen estudios previos sobre la calidad del Plantago australis los datos
obtenidos en nuestro estudio se compararon con datos obtenidos por Carballo et al, en Plantago
lanceolata el cual indica que tiene Humedad 9,27, Cenizas Totales 17,94, Sustancias solubles en

agua 36,29, sustancias solubles 32,02, se puede observar existe variaciones entre ellos, puede ser
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porque son especies diferentes, o por el habitat en el cual se desarrollan es diferente. (Carballo et al,

2002, http://scielo.sld.cu/scielo)

También se comparo6 los resultados obtenidos con un estudio realizado por Carpio y Ramén en

las hojas del Plantago major en donde indica humedad 5.2%, cenizas totales 11,27 y sustancias

solubles 52,3% estos valores obtenidos en el estudio son casi similares a los nuestros. (Carpio,

Ramon. 2009. p. 61)

3.1.2. Tamizaje fitoquimico

Tabla 8-3. Tamizaje Fitoquimico de Extractos de Llantén de Paramo (Plantago australis).

Laboratorio de Productos Naturales, Investigacion y Desarrollo. Facultad de Ciencias. ESPOCH.

Agosto 2015.

P. amargos

METABOLITO DETERMINACIONES | EXTRACTO | EXTRACTO EXTRACTO
ETEREO ETANOLICO | ACUOSO
Compuestos Sudan +
grasos
Compuestos Baljet - + -
lactdnicos
(cumarinas)
Dragendorff + ++ ++
Alcaloides Mayer + ++ ++
Wagner + +++ +++
Triterpenos, Liebermann-Buchard + +
esteriodes
Catequinas Catequinas +
Resinas Resinas
Azlcares Fehling + +
reductores
Saponinas Espuma - -
Quinonas Borntrager - -
Flavonoides Shinoda ++ +
C6-C3-Cs del Antocianidina +
grupo de
flavonoides
Compuestos Fecl3 ++ +
fendlicos y taninos
Polisacaridos Mucilagos -
Principios amargos +

Realizado por: Asto, V.2015

- (-) No presenta metabolito;




- (+) Cantidad de metabolito baja;
- (++) Cantidad de metabolito considerable

- (+++) Cantidad de metabolito alta.

El tamizaje fitoquimico tiene como propoésito la identificacién cualitativa de metabolitos
secundarios mediante cambios de coloracion y formacién de precipitados en los extractos etéreo,

etanolico, y acuoso de las hojas del Plantago australis.

Se realiz6 utilizando tres extractos con solventes de diferente polaridad ya que de esta manera se
va a extraer los metabolitos afines a cada solvente utilizado. Segun los resultados obtenidos en
el cuadro indica la presencia de compuestos grasos, cumarinas, alcaloides, triterpenos, catequinas,

resinas, azucares reductores, flavonoides, antocianidinas, fenoles y taninos, y principios amargos.

Al comparar los datos obtenidos con bibliografia de referencia sobre Plantago australis. Se
encontrd la presencia de taninos, flavonoides y cumarinas y en nuestro estudio existe la presencia

de estos metabolitos. (Gonzales et al. 2000. Pp. 1-4)

Los resultados obtenidos se compar6 con un estudio realizado por Pinto y Bustamante en las hojas
de Plantago major el cual indica la presencia de taninos, flavonoides, saponinas y alcaloides.
(Pinto, J. 2008. p. 5). Y en un estudio realizado por Plantago lanceolata presenta catalpina,
mucilagos, carotenoides, taninos, saponina, alcaloides, pectina, flavonoides, glucosinolatos y se

observa que en las tres especies existe la presencia de taninos, flavonoides, alcaloides. (plantas

medicinales, http://www.espiritugaia)
Los metabolitos que intervienen en la cicatrizacion son los fenoles, taninos y flavonoides, ayudan

en la coagulacion de la sangre, curacion de la herida, regeneracion de los tejidos y evitando

procesos de inflamacion e infeccidn durante la cicatrizacion.
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3.1.3. Control de calidad del extracto etandlico.

Tabla 9-3. Control de Calidad de Extractos de Llantén de Paramo (Plantago Australis).
Laboratorio de Productos Naturales, Investigacion y Desarrollo. Facultad De Ciencias.
ESPOCH. Agosto 2015.

PARAMETRO VALOR OBTENIDO
Densidad 0,829 g/mL
indice de refraccion 1,344
pH 4,950
Sélidos totales 4,780 ¢

Realizado por: Asto,V. 2015

El extracto del llantén de paramo es menos denso que el agua esto indica que los componentes
del extracto tienen menor pesadez que los del agua. El indice de refraccion indica la presencia de
sustancias disueltas y al compararlo con el de agua 1,333 g/mL el extracto tiene mayor indice de
refraccién por lo tanto mayor cantidad de sustancias disueltas. ElI pH del extracto es 4,95 es
decir acido, puede deberse a la presencia sustancias como acido fenil carboxilico y vitamina C
encontrados en bibliografia, el extracto puede utilizarse en la piel ya que el rango de pH en la piel
humana es 4,7 a 6, segin un estudio publicado en International Journal of Cosmetic Science
realizado por Lambers, por lo tanto no va a ocasionar irritaciones ni dafios. Los solidos totales se

presentan en 4,78g esto indica sustancias suspendidas en el extracto y que pueden ser filtrables.

Al comparar los valores obtenidos con un estudio realizado por Redroban en Plantago major
indica la densidad 0,910, indice de refraccion, 1,374, pH 5,13, sélidos solubles 6,025, indica que

existe diferencia entre los resultados obtenidos en nuestro estudio. (Redrobén, 2012, p.60).

También se compar6 los resultados con un estudio realizado por Vizoso et al, en Plantago
lanceolata en donde presenta los siguientes resultados: sélidos totales 23,8%, pH 4,6, densidad
1,085 en donde indica que los valores de densidad y solidos totales son superiores a los resultados

de nuestro estudio. (Vizoso, A et al. 2000. http://www.bvs.sld.cu/revistas.)
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3.1.4. Cromatografia en capa fina

Tabla.10-3. Rf de la muestra de Llantén De Paramo (Plantago Australis). Laboratorio de
Productos Naturales, Investigacion y Desarrollo. Facultad de Ciencias. ESPOCH. Agosto 2015.
MANCHAS CALCULO DE RF | COLOR
OBSERVADAS

1 0,7/7=0,1 | Taninos

2 2/7= 0,28 | Catalpol

3 2,5/7=0,36 | Acido clorogenico
4 2,7/7=0,38 | Rutina
5

6

4,2/7=0,6 | 7-O- Glucosido de Luteolina (Cinardsido)
4,8/7= 0,68 | Hiperosido
7 5,9/7=0,84 | Carotenoides

Realizado por: Asto V. 2015

Los resultados obtenidos de la cromatografia indicando los posibles compuestos quimicos
presentes en el Plantago australis. Los Rf calculados se compararon con bibliografia obtenida
de Wagner H y Bladt S, asi se indica la presencia de taninos con rf de 0,1; catalpol con Rf 0,28;
acido clorogenico con Rf 0,36; rutina con Rf de 0,38; hiperosido (3-O- galact6sido de quercetina)
con Rf 0,68; 7-O- Glucésido de Luteolina (Cinarésido) con Rf 0,6 y carotenoides con Rf 0,84.

Segun un estudio realizado por Nemitz, et al. Se indicé la presencia de 7-O- Glucésido de

Luteolina (Cinardsido), en el Plantago australis. (Wagner H y Bladt S, 1996. p.25)

En los estudios realizados por Blanco et al, para el Plantago major se obtuvo rutina, aucubina y
catalpol en la cromatografia en capa fina, de estos metabolitos identificados la rutina y el catalpol

se encuentran presentes en el Plantago australis. (Redroban, 2012, p.58)
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3.1.5. Cuantificacion de metabolitos secundarios

3.1.5.1.

Cuantificacion de fenoles totales (660 nm)

Tabla 11-3. Concentracion de Fenoles Totales (% Acido Galico) del Llantén de Paramo

(Plantago australis). Laboratorio de Productos Naturales, Investigacion y Desarrollo. Facultad de
Ciencias. ESPOCH. Agosto 2015.

Extractos

Absorbancias

Concentracion en ppm

(ug de &cido galico/ mL

Contenido de fenoles
en mg de acido géalico/

de extracto) g muestra
Hidroalcohdlico 0,156 111,29+ 1,39 2,78
Alcohélico 0,293 202,4+ 0,67 5,06

Realizado por: Asto V. 2015

Para obtener la concentracion de fenoles totales se realizdé una curva de calibracién utilizando
acido galico como estandar. Los resultados expresados en la tabla anterior nos indican que el
contenido de fenoles totales (% acido galico) es mayor en el extracto alcohélico con 5,06 mg/g
indicando que este extracto es el adecuado para la determinacion de la actividad cicatrizante.
3.1.5.2. Cuantificacion de flavonoides (415nm)

Tabla 12-3. Concentracion de Flavonoides Totales (% Quercetina) del Llantén de Paramo

(Plantago australis). Laboratorio de Productos Naturales, Investigacion y Desarrollo. Facultad
De Ciencias. ESPOCH. Agosto 2015.

Extractos

Absorbancias

Concentracion en

ppm (Hg de
guercetina/ mL de

Contenido de
flavonoides en mg

de quercetina/ g de

extracto) extracto
Hidroalcoholico 0,081 60,53+ 2,55 1,52
Alcoholico 0,121 93,86+1,27 2,35

Realizado por: Asto V. 2015

Para la cuantificacion de flavonoides totales se utilizd como estdndar la quercetina. En los
resultados se puede diferenciar que el mayor contenido de flavonoides presenta en el extracto
alcohdlico con 2,37 mg/g de muestra. De esta manera se considera que el extracto que se debe

utilizar para la evaluacion cicatrizante es el extracto alcohdlico.
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Se comparo los resultados obtenidos con un estudio realizado por Redroban del Plantago major
en donde indica que se obtuvo 1,02 mg/g de flavonoides, este estudio se realiz en extracto
hidroalcoholico al compararlo con nuestro resultado de extracto hidroalcohdlico los datos no

presenta mucha diferencia, en comparacion con el extracto alcohdlico. (Redrobén, 2012, p.58)

3.1.6. Preparacion de extractos

Se realizo la preparacion del extracto etandlicos para la aplicacion en las lesiones de los ratones
y se obtuvo porcentaje de rendimiento en la obtencion de extracto es del 60,67%, posteriormente
se hizo las diluciones para los diferentes tratamientos con alcohol al 40%.

3.1.7. Control de calidad microbioldgica.

Tabla 13-3. Control de Calidad Microbioldgica de Extractos de Llantén de Paramo (Plantago
australis). Laboratorio de Andlisis Bioquimicos y Bacterioldgicos. Facultad de Ciencias.
ESPOCH. Agosto 2015.

PARAMETROS VALORES OBTENIDOS
Extracto Extracto Extracto VALORES

25% 50% 75% | REFERENCIALES
Recuento de Aerobios 30 25 10 1x10” UFC/mL
mesofilos UFC/mL UFC/mL UFC/mL
Recuento de Escherichia Ausencia Ausencia Ausencia 1x10' UFC/mL
coli
Recuento de Mohos y Ausencia Ausencia Ausencia 1x10* UPC/mL
Levaduras

Realizado por: Asto V. 2015

Mediante el recuento bacteriano se va a determinar la calidad e inocuidad del extracto para ser
utilizado en la evaluacion de la actividad cicatrizante con los animales de experimentacion. Los
resultados obtenidos, se encuentra dentro de los requisitos indicados en la Norma Técnica
Ecuatoriana NTE INEN 2 392:2007.

La presencia de aerobios mesofilos es de 30 UFC/mL en el extracto al 25%, 25 UFC/mL en el

extracto al 50%, 10 UFC/mL en el extracto al 75%, existe menos UFC en el extracto al 75%, los
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valores se encuentran dentro de los parametros establecidos en la norma asi indica ambiente de

trabajo, recipientes de almacenaje, manipulacion adecuados.

La ausencia de Escherichia coli indica que en el extracto no existe presencia de contaminacion
con material fecal, lo cual es evidente ya que se hizo una seleccion exhaustiva de las hojas a
utilizar en la investigacion. La ausencia de mohos y levaduras indica que la estabilidad del
extracto es adecuada ya que no presenta crecimiento flngico, ademéas indica que las hojas

utilizadas para el extracto tenian un correcto secado y almacenado antes de ser utilizadas.

3.1.8. Evaluacion de la actividad cicatrizante

La evaluacion de la actividad cicatrizante del extracto de hojas Plantago australis, se realizé en
24 ratones (Mus musculus), a los cuales se les dividié en 6 grupos, cada uno formado por 4 ratones,
las especies se distribuyeron aleatoriamente en cada grupo, se trabajo con grupos controles y 3
formulaciones: SN: grupo Control (-), es decir al cual no se le aplic6 ningun tratamiento, C(+)A
y C(+)B, son los grupos controles positivos, medicamentos comercial (acetato de prednisolona
0,5 g y sulfato de neomicina 0,5 g) y alcohol al 40% respectivamente. Los grupos de tratamientos
son T1 tratamiento al 25%, T2 tratamiento al 50%, T3 tratamiento al 75%. La aplicacion del
tratamiento se hizo via topica cada 12 horas hasta que se cure la herida, observandose el tiempo

de cicatrizacion, Longitud de la herida, formacion y desprendimiento de la costra.

Tabla 14-3. Tiempo de Cicatrizacién de Animales de Experimentacion. Bioterio. Facultad de
Ciencias. ESPOCH. Agosto 2015.

TIEMPO DE CICATRIZACION (dia)
Tratamiento R1 R2 R3 R4 media Desv.st.
Sin tratamiento 14 16 14 15 15 0,96
El acetato de 13 12 13 12 13 0,58
prednisolona 0,5
g, sulfato de
neomicina 0,5 g
Alcohol 12 11 10 11 11 0,82
Extracto 25% 8 9 9 10 9 0,82
Extracto 50% 7 8 8 8 8 0,50
Extracto 75% 6 7 6 7 7 0,58

Realizado por: Asto V. 2015

Los tiempos de cicatrizacion de las heridas en los animales de experimentacion, se puede observar

que los valores de las medias entre los grupos son diferentes, la desviacion estandar nos indica
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que existe una dispersion entre datos, esto se da porque debido a que los dias de cicatrizacion son

diferentes.

Estos valores se compararon con el estudio realizado por Redroban, en mezclas de extractos de
Plantago major y Nasturtium officinal, se obtuvo mejores resultados con el tratamiento 50/50 en
7 dias, que es igual a nuestro tratamiento 75% de extracto de Plantago australis (Redroban, 2012,
p.64)

Cabezas, en un estudio de los extractos de Tropaeolum maju en la evaluacién de su actividad
cicatrizante presentd mejores resultados a los 10 dias, y en comparacion con el Plantago australis

podemos decir que presenta mejor actividad cicatrizante ya que cicatrizo en 7 dias.
(Cabezas.2014.p82)

Segun Licuy en su investigacion sobre actividad cicatrizante de Tradescantia zanonia indico que
el extracto con mayor efectividad tuvo un tiempo de cicatrizacion de 8 dias, al comparar con
nuestro estudio podemos ver que nuestro extracto tiene mejores resultados en tiempo de

cicatrizacion. (Licuy. 2013. p. 76)

Tabla 15-3. Longitud de la Herida realizada en los Animales de Experimentacion. Bioterio.
Facultad De Ciencias. ESPOCH. Agosto 2015.

LONGITUD DE LA HERIDA EN cm.
Dia | Control | Control | Control | Extracto | Extracto | Extracto
(-) (+) (+) A 25% 50% 75%
1 2 2 2 2 2 2
2 2 19 1,8 1,8 1,8 1,6
3 1.8 1,7 1,8 15 1,7 1,1
4 1.7 1,6 1,6 15 1,2 0,6
5 1,6 1,3 1,6 1 0,8 0,3
6 15 1 14 0,8 0,5 0,1
7 14 0,8 1,2 0,5 0,3 0
8 1 0,8 0,9 0,3 0
9 0.8 0,5 0,6 0,1
10 0,7 0,5 0,3 0
11 0,6 0,3 0,3
12 0,4 0,2 0
13 0,2 0
14 0,2
15 0,1
16 0

Realizado por: Asto V. 2015
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Longitud de la Herida vs Tiempo
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Gréfico. 1-3. Comparacion de los diferentes grupos de tratamiento de la

longitud de la herida vs el tiempo.
Realizado por: Asto V. 2015

En la tabla y figura anterior se observa las longitudes de las heridas desde su induccion hasta el
cierre observandose el proceso de cicatrizacion de cada herida y el tiempo que transcurre durante
la curacion, mediante estos datos se puede establecer que el tratamiento mas efectivo por menor
tiempo de cicatrizacion es con extracto al 75%. Y el que mas demoro en cicatrizar es el grupo

que no tuvo tratamiento alguno.

En el estudio de la actividad cicatrizante de Redroban, en mezclas de extractos de Plantago major
y Nasturtium officinal, las longitudes de las heridas iniciales fueron en 1,5 y el tiempo final de
cierre de estas se dio en 7 dias con el tratamiento de mayor efectividad, al compararlo con nuestro
estudio las longitudes iniciales de herida fueron de 2 cmy el cierre final se dio en 7 dias lo cual

segun estos valores podemos decir que el Plantago australis presenta mejores resultados.
(Redroban, 2012, p.95)
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Tabla 16-3. Formacion y Desprendimiento de la costra realizada en los Animales

de Experimentacion. Bioterio. Facultad de Ciencias. ESPOCH. Agosto 2015.

Dia | Control | Control | Control | Extracto | Extracto Extracto
) (+)B (A 25% 50% 75%
1 0 0 0 0 0 0
2 0,3 0,3 0,4 0,5 0,4 0,6
3 0,5 0,6 0,6 1,2 1 1
4 0,7 1 1 1,4 1,4 15
5 1 1,3 1,7 1,6 2 2
6 1,2 15 2 2 1,6 1
7 15 2 1,8 0,8 0,7 0
8 18 1,8 15 0,3 0
9 2 15 0,5 0
10 1,7 0,8 0,2
11 14 0,5 0
12 1 0,3
13 0,7 0
14 0,4
15 0

Realizado por: Asto V. 2015

FORMACION Y DESPRENDIMIENTO DE LA COSTRA
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Gréficos. 2-3. Grafica de la formacion y desprendimiento de la costra
Realizado por: Asto V. 2015

La formacion y desprendimiento de la costra, se produce en todas las heridas se aplique o0 no un
tratamiento médico, el grupo que presenta mejores resultados es tratamiento con extracto al 75%
al cicatrizar en 6 dias y caida de costra de 11 dias, es debido al mayor contenido de los compuestos

quimicos también acorta el tiempo de caida de la costra ya que la piel se regenera rapidamente, al
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grupo que se no se le aplico tratamiento es el que mas demoro en formarse y desprenderse la

costra, la formacion de la costra se dio en el dia 15 y el desprendimiento se dio en 19 dias.

En el estudio de la actividad cicatrizante de Redroban, en mezclas de extractos de Plantago major

y Nasturtium officinal, se puede observar que el desprendimiento de la costra en los ratones

tratados con los extractos se dio en 14, 12 y 10 dias, en comparacion con los resultados de nuestro

estudio fue de 7,8,9 dias. (Redroban, 2012, p.97)

3.1.9. Ex&menes histopatoldgicos

Tabla 17-3. Estudio Histopatolégico del Tejido Regenerado de los Animales de
Experimentacion. SOLCA. Agosto 2015.

GRUPOS RESULTADOS DEL ESTUDIO MICROSCOPICO
Edema | PMN Tejido | Epitelizacion | Linfocitos |  Anexo
Conectivo Piloso
Control Negativo ++4+ + + 40% -+ ++
Control Positivo de ++ - ++ 100% + 4+
Lamoderm
Control Positivo de ++ + + 60% + ++
Alcohol
Tratamiento al 25% + + ++ 100% + F+
Tratamiento al 50% + - +++ 100% - 4+
Tratamiento al 75% + + +++ 100% - 4+

RESULTADOS DEL ESTUDIO MACROSCOPICO

Control Negativo

Tamario: 1,8; Color: rosado palido; Aspecto: liso, herida superficial

Control Positivo de

Lamoderm

Tamafo: 1,7; Color: rosado palido; Aspecto: liso herida superficial

Control Positivo de
Alcohol

Tamafio: 1,7; Color: rosado palido; Aspecto: liso, herida superficial

Tratamiento al 25%

Tamafo: 1,4; Color: rosado palido; Aspecto: liso, herida superficial

Tratamiento al 50%

Tamafo: 1,4; Color: rosado palido; Aspecto: liso, herida superficial

Tratamiento al 75%

Tamafo: 1,2; Color: rosado palido; Aspecto: liso, herida superficial

Realizado por: Asto V. 2015
(+): Leve
(++): Moderado

(+++): Abundante
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Podemos observar los parametros que se valor6 en el estudio histopatologico del tejido
regenerado, tenemos edema que este indica la presencia de hinchazén en la herida durante el
proceso de cicatrizacion, PNM son los Polimorfonucleares los cuales se encuentran en gran
cantidad cuando existen infecciones agudas, los linfocitos los cuales se presentan cuando existen
infecciones cronicas, la presencia de tejido conectivo indica que se dio un proceso de cicatrizacion
con fibrosis, la epitelizacion indica la regeneracion de la epidermis en el tejido lesionado, y los

anexos pilosos indican la regeneracion de la dermis.

Segun los resultados obtenidos se puede indicar que existe regeneracion celular al 100% de los
tejidos de los grupos controles positivos y tratamientos, el control negativo presento 40 % de
regeneracién celular, y aunque la herida ha cerrado externamente con este analisis se identifica

gue histoldgicamente aun no esta completamente cicatrizada.

En los andlisis histopatoldgicos de los tejidos lesionados y tratados con Tropaeolum maju la
regeneracion celular se dio al 100% para la concentracién de extracto al 40% y 80%, el extracto
a 20% presento una regeneracién celular de 80%, en el Plantago australis los tratamientos

presentaron buenos resultados al regenerar el tejido al 100% sin importar la concentracion.
(Cabezas. 2014. p. 120)

Segun Licuy en su estudio de actividad cicatrizante el extracto de Tradescantia zanonia al 50%
presento una regeneracion al 100%, el extracto al 75% tuvo una regeneracion al 90% y el extracto
al 25% tiene una regeneracion al 80%, al compararlo con la regeneracién celular de nuestro
estudio el cual fue de 100% en los tres tratamientos con extracto aplicados se indica que tiene

mejores resultados. (Licuy. 2013. pp. 84)

3.2. Comprobacién de hipotesis.

Para el analisis estadistico se comparé las medias de los grupos del tratamiento, para lo cual se
utilizé los Test de Anova y de Tukey, para asi identificar cuales son los tratamientos que presentan

una diferencia significativa. Se utiliz6 el programa XLSTAT 2015.

Definicion de grupos: SN: grupo Control (-), es decir al cual no se le aplico ningln tratamiento,

C(+)A y C(+)B, son los grupos controles positivos, medicamento comercial (acetato de

prednisolona 0,5 g, y sulfato de neomicina 0,5g) y alcohol al 40% respectivamente. Los grupos

de tratamientos son T1 la Tratamiento al 25%, T2 Tratamiento al 50%, T3 Tratamiento al 75%.
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Ho: Todas las medias del tiempo de cicatrizacion son iguales.
Ha: Por lo menos un par de las medias de los tiempos de cicatrizacion son diferentes.
Decision: p<co se rechaza la hipotesis nula

p>oo se acepta la hipotesis nula

Tabla 18-3. Andlisis de Varianza (ANOVA) del efecto cicatrizante del Plantago australis en los
grupos tratados considerando los dias de cicatrizacion. Bioterio Facultad de Ciencias. ESPOCH.
2015.

Andlisis de varianza:

Fuente GL Suma de Cuadrados F P-valor
cuadrados medios

Modelo 5 191,00 38,20 72,379 < 0,0001

Error 18 9,50 0,53

Total corregido 23 200,50

Realizado por: Asto, V. 2015

Segun los datos obtenidos en el Test de Anova se rechaza la hipétesis nula, es decir que los dias
de cicatrizacion en las lesiones producidas en los animales de experimentacién para los seis
tratamientos son diferentes con un nivel de confianza del 95%, debido a que p-valor (0,0001) es
menor al valor de significancia (0,05) y asi se conoce que por o menos dos de los tratamientos

aplicados presentan diferente tiempo de cicatrizacion.

Debido a que en la evaluacion del efecto cicatrizante se presenta un grupo al cual no se le aplico
un tratamiento, puede ser el que indica un tiempo de cicatrizacion diferente al resto de grupos,

por lo que para comprobar esta variacion se va a realizar el Test de Tukey.

Tabla 19-3. Test de Tukey Grupos homogéneos de los dias de cicatrizacion de los
grupos experimentales. Bioterio de la Facultad de Ciencias. ESPOCH. 2015.

Categoria | Medias LS Grupos

SN 14,75 A

C(HA 12,50 B

C(+)B 11,00 B

T1 9,00 C

T2 7,75 C D
T3 6,50 D

Realizado por: Asto, V. 2015
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SN: Control (-) sin tratamiento

C(+)A: medicamento comercial (Acetato de prednisolona 0,5 g, y sulfato de neomicina 0,5 g)
C(+)B: Alcohol al 40%

T1: Tratamiento al 25%

T2: Tratamiento al 50%

T3: Tratamiento al 75%.

Con un nivel de confianza del 95%, el Test de Tukey nos permite comparar las medias entre los
diferentes tratamientos, como se observa los datos en la Tabla. Se puede identificar los
tratamientos se dividieron en cuatro grupos: A, B, C, D. El grupo A indica al grupo que no se le
aplico ningun tratamiento por lo tanto presenta mayor tiempo para su cicatrizacion y no presenta
homogeneidad con ningln otro grupo, en el grupo B se presentan los controles positivos (A'y B),
en los cuales los dias de cicatrizacion son similares por lo tanto son homogéneos y tienen dias de
cicatrizacion menores que el grupo A, el grupo C esta formado por el tratamiento al 25% y
tratamiento al 50% lo cual indica que los tiempos de cicatrizacion de estos 2 grupos también son
homogéneos y al mismo tiempo son menores que los del grupo B y en el grupo D se presenta
también el tratamiento al 50% y ademas tratamiaento al 75% estos dos tratamientos son los que
presentan mejores resultados por su corto tiempo de cicatrizacion de la herida.

En resumen segun el test estadistico ANOVA y TUKEY aplicado al tiempo de cicatrizacion de
la herida, los tratamientos de los cuales se obtuvo mejores resultados sobre el efecto terapéutico
es con el extracto al 50% y al 75% asi se puede utilizar cualquiera de estos dos extractos para

un tratamiento.

Al comparar los resultados con los obtenidos en el estudio de la evaluacién cicatrizante del
Plantago major y Nasturtium officinale en el cual el tratamiento que obtuvo mejores resultados
fue la mezcla 50/50 es decir un solo tratamiento, podemos decir que el Plantago australis tiene
mejores efectos terapéuticos ya que el tratamiento al 50% y 75% no presentan diferencias
significativas en los dias de cicatrizacion por lo que se puede utilizar en cualquiera de los dos

porcentajes de extracto para un tratamiento en heridas. (Redroban, 2012, p.69)
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el control de calidad del material vegetal y extractos de las hojas de
Plantago australis indican cumplen con los pardmetros establecidos por las normas de calidad

utilizadas en esta investigacion.

El tamizaje fitoquimico de los extractos de las hojas de Plantago australis demostro la presencia
de varios metabolitos secundarios entre los cuales tenemos: compuestos grasos, cumarinas,
alcaloides, triterpenos, catequinas, resinas, azucares reductores, flavonoides, antocianidinas,
fenoles y taninos, y principios amargos, siendo de mayor importancia para nuestra investigacion

los compuestos fendlicos y flavonoides.

Mediante el calculo de Rf de la cromatografia en capa fina se identificd varios metabolitos como:
taninos, catalpol acido clorogenico, rutina, hiperosido (3-O- galactosido de quercetina), 7-O-
Glucoésido de Luteolina (Cinar6sido), y carotenoides, cuyos responsables de la actividad

cicatrizante son los flavonoides y taninos

Se cuantificé6 mediante espectrofotometria UV-Visible fenoles y flavonoides totales presentes en
el extracto hidroalcohdlico y etandlico de las hojas de Plantago australis, se obtuvo mayor
cantidad de estos metabolitos en el extracto etandlico por esta razon se utilizo este extracto para

la investigacion de la actividad cicatrizante.

En la evaluacién del efecto cicatrizante se usd 24 ratones con lesiones inducidas, en los resultados
obtenidos de los dias de cicatrizacion se sometieron a analisis estadistico mediante el software
XLSTAT, se obtuvo como resultado que el extracto 75% y 50% presentan mayor efecto
terapéutico ya que cicatrizé la herida en 7 y 8 dias respectivamente, Segun el analisis
microscopico y macroscopico se demuestra que existe una buena regeneracion celular de los

tejidos al utilizar los extractos como cicatrizante.
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RECOMENDACIONES

Evaluar la actividad terapéutica estudiada del Plantago australis en las otras partes de la planta

como raiz y frutos para conocer cuél de ellas presenta un mayor efecto cicatrizante.

En estudios posteriores se utilice el extracto etandlico debido a que en este se presenta mayor

cantidad de metabolitos tales como compuestos fendlicos y flavonoides.
Elaborar una forma farmacéutica adecuada utilizando el extracto etanélico del Plantago australis

para asi contribuir con un Fito medicamento que permita tratar heridas. Y asi mejorar la calidad

de vida del paciente de forma segura.
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ANEXOS

Anexo A: Cromatografia en Capa Fina de extractos de Llantén De Paramo (Plantago australis).

PLACA REVELADA PLACA EN EL UV

w
NooR:,

Realizado por: Asto V. 2015

Anexo B. Tabla de valores y Curvas de calibracion del estandar para cuantificacion de fenoles

totales

Absorbancias Concentracion en ppm (ug de acido

galico/ mL de extracto)

0,135 100
0,174 125
0,222 150
0,269 175
0,299 200

Realizado por: Asto, V. 2015
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Anexo C. Tabla de valores y Curvas de calibracién del estandar para cuantificacion flavonoides

totales.

CONCENTRACIONES en ppm (ug ug ABSORBANCIA
de quercetina/ mL de extracto)

100 0,109
175 0,240
350 0,433
700 0,847

Realizado por: Asto V. 2015

CURVAS DE CALIBRACION PARA FLAVONOIDES
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Realizado por: Asto V. 2015



Anexo D. Peso de los Animales de Experimentacion al inicio del Tratamiento. Bioterio. Facultad
de Ciencias. ESPOCH. Agosto. 2015.

PESO DE RATONES AL INICIO DEL TRATAMIENTO

Grupos Sexo Numero Peso
M 1 38,1
Sin tratamiento M 2 39,3
H 3 37,5
H 4 37,8
H 1 34,4
Tratamiento con El acetato H 2 38,6
de prednisolona 0,5 g, sulfato H 3 36,7
de neomicina 0,5 g H 4 37,5
M 1 40,0
Tratamiento con Alcohol M 2 39,1
40% H 3 37,2
H 4 36,2
M 1 39,7
Tratamiento con extracto M 2 38,9
25% H 3 36,6
H 4 37,8
M 1 40,0
Tratamiento con extracto M 2 40,0
50% H 3 36.9
H 4 37,8
M 1 39,7
Tratamiento con extracto M 2 40,0
75% H 3 36,8
H 4 37,9

Realizado por: Asto V. 2015
M: machos

H: hembras



Anexo E. Recoleccion del material vegetal Llantén de Paramo (Plantago australis)

Llantén de Paramo (Plantago australis)

/ * Pargue Nacional
<> sangay

Laguna Negra

Altitud: 3526 m.s.mm

Laguna negra- Sangay.

Anexo F. Planta de Llantén de Paramo (Plantago australis) seca y pulverizada

Material vegetal seco

Material vegetal pulverizado.




Anexo G. Control de Calidad del Llantén de Paramo (Plantago australis).

Calcinacion de las muestras Muestras en la mufla

Desecador con muestras Humedad

Pesos de las muestras

Cenizas




Anexo H. Tamizaje fitoquimico de los extractos de las hojas del Llantén de Paramo (Plantago

australis).

Extractos etéreo, etandlico y acuoso

Tamizaje fitoquimico de los tres extractos de las hojas del llantén de paramo




Anexo |. Preparacion de los extractos de las hojas del Llantén de Paramo (Plantago australis).

Maceracion del material vegetal Filtracion del extracto

Extracto concentrado.

Concentracion de extracto




Anexo J. Control de Calidad de los extractos de las hojas del Llantén de Paramo (Plantago

australis).

indice de refraccion

Sustancias solubles

Determinacién de densidad




Anexo K. Control de Calidad Microbiolégica de los extractos de las hojas del Llantén de

Paramo (Plantago australis).

Preparacién de diluciones

Siembra en las cajas Petri Cadificacion de cajas Petri.

Incubar los medios de cultivo

Recuento microbioldgico

Escherichia. coli Aerobios mesofilos

Mohos y levaduras




Anexo L. Cuantificacion de metabolitos secundarios de los extractos de las hojas del Llantén

de Paramo (Plantago australis).




Anexo M. Evaluacion de la actividad cicatrizante de los extractos de las hojas del Llantén de

Paramo (Plantago australis) en ratones

Aclimatacién




Aplicacion del tratamiento

Final del tratamiento




Anexo N. Estudio histopatol6gico de la piel de los animales de experimentacion.

Eutanasia canastillas

Muestra de piel Canastillas con muestra en formol

FOTOGRAFIAS DE LOS TEJIDOS

10x 40x

CONTROL NEGATIVO




CONTROL POSITIVO A

CONTROL POSITIVO B

TRATAMIENTO 1




TRATAMIENTO 2

TRATAMIENTO 3




ANEXO O. Autorizacion de recoleccion del material vegetal del MAGAP

Ministerio
clel Ambiente

AUTORIZACION DE INVESTIGACION CIENTIFICA

No. 004 -IC - DPACH - MAE 2015
Riobamba, 13 de agosto del 2015

FLORA SILVESTRE X FAUNA

El Ministerio del Ambiente, en uso de las atribuciones que le confiere la Codificacion a la Ley Forestal y de Conservacién
de Areas Naturales y Vida Silvestre, autoriza a: SANDRA VIVIANA ASTO GUAMAN, domiciliado en la ciudad de
Riobamba, con cédula de ciudadania N° 060553820-6 correo electronico: svag_a@hotmail.com para llevar a cabo la
investigacion “EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CICATRICANTE DE EXTRACTOS DE HOJAS DE LLANTEN DE
PARAMO (Plantago australis) EN LESIONES, INDUCIDAS EN RATONES (mus musculus).” en la Provincia de
Chimborazo, Canton Guamote, Parroquia Cebadas, Parque Nacional Sangay sector de la Laguna Negra.

De acuerdo a las siguientes especificaciones:

1.- Solicitud de Sandra Asto.
2.- Valoracion Técnica del Proyecto: Ing. Paul Tito
4.- Contraparte del Ministerio del Ambiente: Direccion Provincial del Ministerio del Ambiente de Chimborazo, Ing.
Christian Clavijo, Administrador del Parque Nacional Sangay Zona Aita.
5.- Se autoriza la coleccion de especimenes de flora segtn lo indicado en el proyecto:
1 kg de hojas de Plantago australis.
6.- Vigencia de esta Autorizacion: 13 de agosto del 2015 al 31 de octubre del 2015.

Obligaciones del investigador:

1. Entregar dos copias en formato impreso y digital (formato PDF) de los resultados finales de la investigacion en
castellano.

2. Entregar los resultados finales de la investigacion al Parque Nacional Sangay Zona Alta

Entregar copias de las fotografias (impreso y digital) que formen parte de la investigacion.

3. La autorizacion es valida para los sitios especificados en el proyecto cuyas coordenadas indicadas y citadas
en los sitios de muestreo y toma de muestras se llevara a cabo la Investigacion son:

~

SITIO X Y Altitud
Laguna Negra 777785 9759205 ‘ 3539

4.  La Investigadora Sandra Viviana Asto Guaman, se compromete entregar al Ministerio del Ambiente dos
documentos de los resultados finales de la investigacion, asi como para al area protegida, Parque Nacional
Sangay Zona Alta;

5. Es de responsabilidad de la persona antes indicada la entrega del registro fotografico de la especie
fotografiada, objeto de su investigacion, en formato digital, incluyendo la localizacién exacta de los
especimenes observados o muestras colectadas, con las coordenadas UTM WGS 1984. y otra informacion
segun formato de la base de datos del Ministerio del Ambiente.

Obligaciones de la Institucion solicitante:
1. Del cumplimiento de las obligaciones dispuestas en el numeral anterior se responsabiliza a la seforita SANDRA

VIVIANA ASTO GUAMAN, Investigador Principal. Con cédula de ciudadania N° 060553820-6, y de cumplir con los
plazos de entrega de informes finales o parciales fisicos y digitales, hasta el 31 de Octubre del 2015.

Q)M{cgo Pino

D!RECTOR PROVINCIAL DEL MINISTERIO DEL AMBIENTE DE CHIMBORAZO (E)




ANEXO P. Norma INEN 2 392:2007. Hierbas Arométicas. Requisitos

Instituto Ecuatoriano de Normalizacién, INEN - Casilla 17-01-3999 ~ Baquerizo Moreno E8-29 y Almagro — Quito-Ecuador — Prohibida la reproduccién

CDU: 663.85 m CllU: 3121
ICS: 67.140.10 AL 02.06-410

Norma Técnica HIERBAS AROMATICAS. NTE INEN
Ecuatoriana REQUISITOS. 2 392:2007
Voluntaria 2007-01
1. OBJETO

1.1 Esta norma establece los requisitos que deben cumplir las plantas arométicas, procedentes de
las diversas especies que se destinan a la preparacion de infusiones para el consumo humano.
2. ALCANCE
2.1 Esta norma se aplica a las hierbas arométicas procedentes de las especies de plantas de las
que se tiene su caracterizacién taxonémica, toxicologica y quimica (ver 6.1.1).
3. DEFINICIONES
3.1 Hierbas arométicas. La denominacion de hierbas aromaticas comprende ciertas plantas o
partes de ellas (raices, rizomas, bulbos, hojas, cortezas, flores, frutos y semillas) que contienen
sustancias arométicas (aceites esenciales), y que por sus aromas y sabores caracteristicos, se
destinan a la preparacion de infusiones.
3.2 Té de hierbas. Con el nombre genérico de té de hierbas se conoce al procedente de especies
vegetales procesadas con las que se prepara infusiones diferentes al té de las tedceas.
4. DISPOSICIONES GENERALES
4.1 Las hierbas arométicas deben, corresponder taxondmicamente a la especie declarada, que
cumplan condiciones higiénicas y presentar las caracteristicas macroscépicas y microscépicas que
les son propias.

4.2 Las hierbas aromaticas deben estar limpias y exentas de materia extrafia.

4.3 No debe contener mas de 15% de otras paries del vegetal exentas de propiedades
aromatizantes y saborizantes.

4.4 Las hierbas arométicas deben contener los aceites esenciales que caracteriza a cada una.

4.5 Las hierbas aromaticas pueden expenderse enteras o molidas, solas o mezcladas entre si,
adicionadas con frutas, aziicar o miel en una cantidad que no supere el 20 %.

4.6 Se permite la adicién de saborizantes naturales y artificiales permitidos en la NTE INEN 2 074.

4.7 Las hierbas aroméaticas se deben procesar bajo las condiciones establecidas en el Cédigo de la
Salud y sus Reglamentos que permita reducir la contaminacion.

4.8 Los residuos de plaguicidas, pesticidas y sus metabolitos, no podran superar los limites
establecidos por el Codex Alimentario en su dltima edicion.

4.9 No se permite la adicion de colorantes.
410 Los procesadores de hierbas aromaticas deberan cumplir con buenas practicas de

manufactura y se exigird paulatinamente a los productores el cumplimiento de los requisitos de
Buenas Practicas Agricolas.

(Continua)

DESCRIPTORES: Tecnalogia de alimentos, té, hierbas aromdticas, g

it 2007-063




TABLA 1. Requisitos fisicos-quimicos

Requisitos Méx Método de ensayo
Humedad, % 12 NTE INEN 1114
Cenizas insolubles en HCl al 10 %, % m/m 2 NTE INEN 1118
TABLA 3. Requisitos Microbiolégicos

REQUISITO Max Método de ensayo
Aerobios totales ufc/g 1x 10" NTE INEN 1529-5
Escherichia coli ufc/g 1x10 NTE INEN 1529-7
Enterobacteriaceas ufc/g 1x10° NTE INEN 1529-13
Mohos y levaduras upc/g 1x10° NTE INEN 1529-10
Clostridium, ufc/g ausencia NTE INEN 1529-18
Salmonella,en 1g ausencia NTE INEN 1529-15
Shigella,en1g ausencia NTE INEN 1529-16

6.1.4 El contenido méaximo de contaminantes presentes se especifican en la tabla 4.

TABLA 4. Contenido maximo de contaminantes

Contaminante

Arsénico, As

1,0

Plomo, Pb

05

ANEXO Q. Certificado de Control de Similitud
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