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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad cicatrizante del extracto de las hojas
de tomate (Solanum lycopersicum) en lesiones inducidas en ratones (Mus musculus), ejecutada
en el Bioterio de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
Para el efecto se utilizd el extracto del vegetal y 24 ratones, asignados en 6 grupos
experimentales que son: grupo B (sin tratamiento), dos grupos control positivo (C y D) tratados
con una crema a base (Acetato de Prednisolona 0,59 y Sulfato de Neomicina 0,5g).y Alcohol al
40% respectivamente y tres grupos experimentales (X, Y, y Z) los cuales recibieron extracto de
las hojas del vegetal a concentraciones de 25%, 50% y 75%. En la cuantificacion de
metabolitos secundarios se muestra el contenido de flavonoides totales equivalentes a
Quercetina; de 0,799 mg/g materia seca en el extracto Hidroalcoh6lico y de 2,93 mg/g materia
seca en el extracto etandlico. A su vez en el contenido de fenoles totales equivalentes de acido
galico de 1,29 mg/g materia seca en el extracto hidroalcohélico y 3.44 mg/g materia seca en el
extracto etandlico. El tratamiento se aplicé por via topica cada 12 horas durante 15 dias, se
midio el tiempo de cicatrizacion y longitud de la herida hasta el desprendimiento de la costra,
cuyos resultados se analizaron estadisticamente mediante el test Anova y Tukey, con un
intervalo de confianza del 95% se mostro la efectividad del tratamiento aplicado. Se concluye
que el tratamiento con extracto al 75% aplicado en lesiones inducidas ofrece resultados mas
eficaces, con cicatrizacion en 7 dias y extraordinaria regeneracion celular en heridas menores, a
través de la via tépica y no presenta reacciones adversas a nivel cutaneo. Se recomienda
formular un fitofarmaco para facilitar la utilizacion del extracto de las hojas de Solanum

lycopersicum.

PALABRAS CLAVES: <FARMACIA> <HOJAS DE TOMATE [Solanum lycopersicum]>
<RATONES [Mus  musculus]> <HERIDAS CORTANTES>  <ACTIVIDAD
CICATRIZANTE> <EXTRACTO ETANOLICO> <CICATRIZACION>
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SUMMARY

This research had as objective to evaluate the healing activity of the tomato leaves (Solanum
lycopersicum) in lesions induced in mice (Mus musculus), executed in the Vivarium in the
Faculty of Sciences of the Polytechnic School of Chimborazo. For the effect, it was used the
extract of vegetal and 24 mice, assigned in 6 experimented groups that are: Group B (untreated),
two groups positive control (C and D) treated with cream base of (Prednisolone Acetate 0,59),
and alcohol to 40% respectively and three experimental groups (X, Y and Z), which received
the extract of the vegetal leaves to concentrations of 25%, 50% and 75%. In the quantification
of secondary metabolites, it has shown the total flavonoid content equivalent to quercetin of
0.799 mg/g dry matter in the hidroalcoholic extract and of 2.93 mg/g dry matter in the ethanol
extract; while the total phenols content equivalent to galic acid of 1.29 mg/g dry matter in the
hidroalcoholic extract and of 3.44 mg/g dry matter in the ethanol extract. The treatment was
applied topically every 12 hours for, every 15 days, the time of healing was measured and the
length of the wound until the detachment of the crust, which the results were statistically
analyzed by the Anova and Tukey test, with a confidence interval of 95%, it showed the
effectiveness of the treatment applied. It concludes that treatment with extract to 75%, applied
in induced injury provides more effective results, with healing in 7days average and
extraordinary cellular regeneration in minor injuries, through the topically and no presents
adverse reactions at cutaneous level. It is recommended to formulate a phytodrug, to facilitate

the use of the extract of the Solanum lycopersicum leaves.

KEY WORDS: <PHARMACY> <TOMATO LEAVES [Solanum lycopersicum]> <MICE
[Mus musculus]> <WOUNDS CUTTING> <HEALING ACTIVITY> <ETHANOL
EXTRACT> <HEALING>
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INTRODUCCION

La medicina tradicional desempefia un papel importante en la Atencion Sanitaria, su uso en la
salud es preferido en diferentes partes del mundo, ya sea directa o en forma de preparados
farmacéuticos. Afortunadamente, en paises en vias de desarrollo, la medicina tradicional ofrece
una fuente mas accesible de atencion sanitaria. Segun la organizacion mundial de la salud
(OMS), la medicina tradicional se describe como précticas y conocimientos bajo un sinnimero
de creencias sanitarias, donde intervienen plantas y minerales como terapias medicinales con el

fin de preservar la salud, diagnosticar y prevenir enfermedades. OMS, 2002, pp. 17-18 y 77-78

Dado que el hombre esta propenso a multiples peligros, en especial los problemas fisicos de
salud, originados por cortaduras y/o laceraciones, mordeduras, lesiones cutaneas e incluso
guemaduras, ha generado graves inconvenientes a partir del cual surge la necesidad de realizar
estudios cientificos buscando nuevas alternativas medicamentosas, haciendo énfasis en el uso de

las plantas medicinales de nuestro medio.

La piel es un revestimiento flexible autosuficiente con una barrera semipermeable que depende
del riego sanguineo para efectuar sus funciones. Siendo la piel el 6rgano principal que sirve de
proteccion, nos aguarda de agentes microbianos, cuerpos extrafios, agresiones fisicos-quimicos
y bioldgicos; que provocan la destruccion de los tejidos generando heridas por destruccién de la
epidermis, que a la vez pueden ser dolorosos e incluso sufrir irritaciones o infecciones por una

invasion bacteriana. Campoverde, J; Verdugo, M. 2008; pp. 24-26

La cicatrizacion de heridas en humanos se da, en su mayoria por reparacion que implican
procesos fisioldgicos, bioquimicos e histoldgicos que se producen en una secuencia conocida y

ordenada. Campoverde, J; Verdugo, M. 2008; pp. 24-26

Sabiendo que las heridas son la interrupcién total o parcial de la integridad de la piel, su
curacion se basa en procesos de hemostasia, proliferacion y remodelacién de tejidos. El tiempo

de regeneracion de los tejidos depende de la ubicacion y clasificacion clinica de la herida.
Zamide, E; et al 2015, pp.1-6

La Solanum lycopersicum es una especie disponible en todo el mundo y facil de cultivar,
contiene metabolitos secundarios de utilidad farmacolégica, como son compuestos fenoélicos,

flavonoides y glicoalcaloides entre otras. Zamide, E; et al 2015, pp.1-6



Por varios afios, el ser humano ha utilizado plantas con el propoésito de curar enfermedades y
aliviar el sufrimiento fisico. Diferentes literaturas cientificas indican reportes del uso
tradicional de plantas medicinales en sus variadas formas de preparacién para tratar diversas

afecciones. Santamaria, L, 2011, pp. 1-3

El contenido de metabolitos secundarios en las hojas de tomate (Solanum lycopersicum), indica
sus propiedades medicinales a nivel cutaneo, satisfaciendo la actividad regenerativa basado en
el crecimiento de fibroblastos el mismo que da paso al aumento en el contenido de colageno.
Dando lugar a la elaboracion del extracto de hojas de dicho vegetal facilitando su uso en las

zonas afectadas, de manera que restaure el aspecto de la piel. zamide, E; et al 2015, pp.1-6

Se ha considerado la investigacion acerca de la planta de Solamun lycopersicum por ser
facilmente cultivada en el Ecuador, cuyo fruto es muy utilizado por sus propiedades
antioxidantes, anitinflamatorias, y para los casos de resfriados en nuestro pais. Sin embargo en
las comunidades de paises vecinos como lo es Colombia utilizan las hojas de la planta
anteriormente mencionada en decoccion, infusibn o macerado, por sus propiedades
antinflamatorias, analgésicas y como astringente y/o cicatrizante; segun indica un estudio
realizado por la Universidad de Antioquia en Colombia. Pero adn no se han realizado analisis

cientifico para determinar la efectividad de su uso. Sarrazola, A; et al. 2008, http://scielo.sld.cu

Las plantas medicinales son fuente comdn de productos destinados a la medicacion.
Actualmente existen diversos tratamientos para la reparacion de heridas, sin embargo se procura
obtener productos de origen vegetal que satisfaga la cicatrizacion, que sean, eficaces, seguros y
autosustentables para la atencidn sanitaria. Esta investigacién se enmarca en incentivar a
estudio cientifico de mdltiples plantas existentes en nuestro pais, que aln no son conocidos y

gue podrian presentar excelentes alternativas médicas.

SegUn la organizacion mundial de la salud (OMS), planta medicinal es cuando uno o mas de sus
6rganos contiene sustancias con actividad farmacoldgica, entre una de estas tenemos el tomate
(Solanum lycopersicum), cuyas hojas contiene varios compuestos activos, para el tratamiento de

diversas enfermedades. Campoverde, J; Verdugo, M. 2008, 24-26

La Solanum lycopersicum una especie poco estudiada desde el punto de vista farmacoldgico, sin
embargo algunas evidencias cientificas encontradas indican que el extracto de las hojas tienen

actividad antinflamatoria e incluso se han desarrollado estudios de toxicidad aguda de dicho



vegetal, de alli que su estudio es novedoso e importante. Azura, A, et al, 2011, pp. 18674-18678;
Shukla, P. y Kumar, S. 2015, pp. 361-366.

Los resultados obtenidos de esta investigacion contribuyen como soporte cientifico para la
elaboracion de Fitofarmacos, respaldando asi la actividad cicatrizante mediante la aplicacion del
extracto de las hojas de tomate.

En la presente investigacion se evalud la actividad cicatrizante del extracto de las hojas de
tomate (Solanum lycopersicum) en pruebas “In Vivo”, utilizando extractos a diferentes
concentraciones; con el propésito de comprobar su eficacia en heridas induccion en ratones
(Mus musculus), con la finalidad de contribuir con la validacion cientifica sobre su uso, la parte
experimental se llevd a cabo en las instalaciones del laboratorio de productos naturales e
investigacion y desarrollo, analisis instrumental, microbiologia, farmacologia y el Bioterio de la
Facultad de Ciencias, ESPOCH.

Objetivos

Obijetivo general

Evaluar la actividad cicatrizante del extracto de hojas de tomate (Solanum lycopersicum) en

lesiones inducidas en ratones (Mus musculus).

Obijetivos especificos

Realizar el control de calidad del extracto de las hojas de tomate (Solanum lycopersicum).

— ldentificar cualitativamente los metabolitos secundarios presentes en el extracto de las
hojas de tomate (Solanum lycopersicum).

—  Cuantificar el contenido metabolitos secundarios encargados de la actividad cicatrizante
(Flavonoides y Fenoles totales) en el extracto.

—  Determinar mediante la aplicacion del extracto por via tdpica el efecto cicatrizante en

ratones (Mus musculus).



CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes de investigacion

En diferentes partes del mundo, las plantas medicinales son consideraros como recursos
terapéuticos primordiales en la medicina tradicional y forma parte fundamentas en las
Farmacopeas. Las plantas medicinales benefician a la salud humana, en la rehabilitacién de una
gran variedad de afecciones, como pueden ser la diabetes, enfermedades infecciosas,
enfermedades renales, heridas entre otras. Su utilidad viene desde épocas primitivas, incluso la

medicina mas antigua es la fitoterapia. Salud y Medicina, 2010, http://es.slideshare.net

Los primeros relatos acerca de la cicatrizacion de heridas nacen hace aproximadamente 2000
afios a.C. Sin embargo un gran nimero de plantas medicinales aun no son utilizadas como
medicamentos, una de esas plantas, es la especie Solanum lycopersicum conocida como
“tomate”. Es nativa de América del Sur, y crece en climas templados de todo el mundo. Esta
universalmente disponibles y facil de cultivar en diferentes partes de mundo. Salud y Medicina,

2010, http://es.slideshare.net

Durante los ultimos afios se mantiene el uso de plantas medicinales, ya sea como infusiones,
emplastos y/o cataplasmas, y en forma de extractos estandarizados, respaldados con las mas
recientes tecnologias farmacéuticas. Debido a la tendencia del presente estudio, se especifica a
continuacion algunas investigaciones realizadas en plantas de tomate (Solanum lycopersicum) y

su actividad farmacolégica.

1.2 Estudios realizados

Azura, en Su investigacion muestra que las hojas de planta de tomate que contiene varios
compuestos activos, como alcaloides, esteroides y flavonoides que son utilizado para el
tratamiento de diversas enfermedades como anticancerigeno, antioxidante y anti-gota. Este
estudio, tuvo como fin observar la accion anti-inflamatoria del extracto de Solanum

lycopersicum en lipopolisacarido (LPS) estimulada por los macr6fagos, su actividad inhibidora
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y la inflamacién se investigd mediante la observacion de la produccion de prostaglandina E2
(PGEZ2), usando la enzima PGE2 kit de ensayo inmunomeétrico. Cuyos resultados muestran que
el extracto de hojas de tomate redujo la actividad de mediadores inflamatorios (PGE2), que
desempefia un papel central en la actividad inflamatoria. Por lo tanto, este estudio puede apoyar
el uso potencial de las hojas de extracto de Solanum lycopersicum en el tratamiento de la

enfermedad inflamatoria relacionada a través de la inhibicion de PGE2 liberada. Azura, A, et al,
2011, pp. 18674-18678.

Un estudio de la evaluacion de la toxicidad aguda del extracto etandlico de hojas de Solanum
lycopersicum en ratones; muestra que no se observo efecto tdxico hasta 2000 mg/kg de EESL.
Los resultados de este estudio han demostrado que la administracion de extracto etandlico de las
hoja de Solanum lycopersicum puede ser seguro, ya que la DL50 no se pudo determinar a las

dosis dadas. Shukla, P. y Kumar, S. 2015, pp. 361-366.

Estudio realizado por Zamide, sobre el efecto que tienen los extractos metandlicos de las hojas
de Lycopersicon esculentum, en la cicatrizacion de heridas en ratas Wistar, muestra resultados
de la estimacion de las tasas de contraccién de la herida. La Fibroplasia y la angiogénesis se
evaluaron histologicamente. Las secciones histoldgicas de los tejidos de granulacion y la
cicatriz revelaron abundancia de colageno y la escasez de macré6fagos en el grupo experimental.
El extracto de la hoja de Lycopersicon esculentum promueve la cicatrizacion de heridas a través
de la actividad bactericida, el inicio rapido y la aceleracion de la contraccion de la herida, el

aumento de la produccion de fibroblastos y la sintesis de colageno. zZamide, E; et al 2015, pp. 55-60.
El tomate Solanum lycopersicum, en la medicina alternativa ha sido utilizado como cataplasma
para tratar inflamaciones y favorece a la cicatrizacion; no obstante, se dispone de poca
informacion cientifica con respecto a esta especie de ahi lo novedoso de esta investigacion.

1.3. Bases teoricas

1.3.1 Tomate (Solanum lycopersicum L.)

1.3.1.1 Historia

La planta de tomate fue cultivada inicialmente como entretenimiento en los jardines para
adorno, esta planta fue introducida a Europa por los espafioles. En Alemania y Francia

consideraban a la planta de tomate como nocivo, que afectaba a la salud provocando vémitos y
5



diarreas irreprimibles. Sin embargo en Alemania se cultivo el tomate como fruto comestible a
principios del siglo XX, mientras que en Per( ha sido utilizada tradicionalmente sus frutos como

callicida y en gargarismo para tratar inflamaciones de las amigdalas. Arango, M, M. 2006, pp. 319-
321

Esta especie de tomate es originaria de Sudamérica, de ahi ha sido distribuido a nivel mundial
hasta la actualidad, en sus inicios fueron rechazados por su fama de cultivo venenoso. Debido
a que existian especies que pertenecian a la misma familia de la Solanaceae, que si presentaban

sustancias venenosas. Verénica, P, 2015, http://www.jardinbotanico-clm.com

Y7 A

»v . i
Graficos 1-1. Tomate Solanum lycopersicum
Fuente: Debalconesyflores, 2015

1.3.1.2 Descripcion botanica

Es una planta anual cultivada de tallo débil, rastrero, hirsuto en las ramas paulatinamente
glandulares; con hojas alternas, pinnatisectas con pinas pubescentes, apice agudo y borde
dentado. Sus flores amarillas en forma de racimos, los frutos son bayas carnosas de forma, y
tamafio variado, de color generalmente rojo. Toda la planta de tomate posee un aroma fuerte y

jugo acuoso. ARANGO, M. 2006, pp. 319-321; ARGERICH, Cosme; y GAVIOLA, Julio. 2011, pp. 5-8

1.3.1.3 Habitat

Se encuentra en las Zonas Calidas de toda América, es cultivada en la mayoria de los paises

calidos y templados. Arango, M, M. 2006, pp. 319-321
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1. 3.1.3 Etimologia
La planta de tomate denominada en latin botanico "planta de amor”. En 1753 el tomate se

colocé en el género Solanum por Linneo como Solanum lycopersicum L. (derivacién, 'Lyco’,

lobo, ademas de 'persicum’, melocotdn, es decir, "lobo-melocoton'). SHUKLA, P; et al 2013, pp. 521-
526

1.3.1.4 Nombres comunes

Tomate, Nautle y Jitomate (México), Tomato (inglés), Tomatera

1.3.1.5 Nombres cientificos

Solanum lycopersicum

1. 3.1.6 Clasificacion cientifica

Tabla 1-1. Clasificacidon cientificamente de la planta de tomate

(S. lycopersicum L.)

CLASIFICACION TAXONOMICA
Nombre Comun Tomate, Jitomate, Nautle, Tomato

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae

Filo Angiosperms

Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum
Especie Lycopersicum

Fuente: SHUKLA, P; et al 2013

1.3.1.7 Partes utilizadas

Del tomate se utiliza la planta entera y fresca Fonnegra, G. R; y Jiménez, S, 2007, pp. 311.


http://es.wikipedia.org/wiki/Divisi%C3%B3n_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://es.wikipedia.org/wiki/Clase_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
http://es.wikipedia.org/wiki/Asteridae

1.3.1.8 Propiedades medicinales

La planta de tomate, presenta varios usos medicinales y aplicaciones curativas, las mismas que
se condensan en su hojas y frutos. Esta planta denominada cientificamente como Solanum
lycopersicum, presenta propiedades medicinales significativos, las cuales pueden disponerse
para tratar o prevenir la aparicion de posibles enfermedades degenerativas. Olguin, S; 2010,

http://www. plantasparacurar.com

Las hojas de tomate poseen propiedades antinflamatorias y cicatrizantes, que son aprovechados
mediante la aplicacion de una infusién de las hojas, mediante aplicacién de cataplasma y/o
emplastos. Las cuales son colocandolas sobre las heridas superficiales afectadas, beneficiando

asi su cicatrizacion. Olguin, S; 2010, http://www.plantasparacurar.com

Los frutos también son empleados para uso medicinal como astringentes, antiacné, antioxidante,
tonificante e hidratante de la piel, principalmente del rostro. La preparacién se basa en pelar un

tomate y machacarlo, aplicarlo sobre el cutis por unos minutos. S, Frank. y D, Amelio. 1998. pp: 201-
202

El Inglés William Salmon en 1710 propuso la utilizacién de tomates para el tratamiento de

guemaduras, picazon, ulceras, llagas, dolores de cabeza, dolor en el pecho, la voz ronca, la gota.
William Salmon citado Shukla, P; et al 2013, pp. 521-526

1.3.1.9 Componentes quimicos del tomate (Solanum lycopersicum)

Tabla 2-1. Composicion quimica de las hojas de tomate (Solanum lycopersicum)

Alcaloides Las hojas poseen grupos gllcidos de esteroides, a manera de glicoalcaloides, localizdndose
Esteroidales en mayor proporcion en los frutos y semillas. Los méas representativos son la solanina y
solasodina.

Son las sapogeninas tales como diosgenina, hispigenin, neochlorogenin, solagenin,
Saponinas tigogenina, y amogenina. Sin embargo en la S. lycopersicum, las saponinas existentes son
Esteroidales solanigrosides 2-7, degalactotigonin. La degalactogonin es la Unica saponina toxica.

En las hojas se encuentran compuestos flavénicos como las flavononas que son la
. Neringenin, Calconaringenin y flavonoles como rutina, quercetina, kaempferol, o-
Flavonoides . ) ) 5
tocoferol, polifenoles. Ademés de estos compuestos en las hojas también se encuentra el

acido hidroxicindmico como el &cido cafeico y el acido ferdlico.




Glucosido y derivado | Tanto en el fruto como en las hojas se encuentran los esculésido A, acido 1,9-oxo-

de &cido grasos octadecadienoico.
Carotenoides Se encuentra mayoritariamente en el fruto, como son el licopeno, luteina, Zexanthin y -
caroteno.

Fuente: Shukla, P; et al 2013; Fonnegra, G. R; y Jiménez, S, 2007

1.3.1.10 Actividad farmacoldgica

La planta de Solanum lycopersicum, presenta una serie de acciones farmacologicas, tales como
antihelmintico, anti-inflamatorio, anticancerigeno, contra el estrés oxidativo y los antioxidantes,
anti-agregacion plaquetaria, antifingicos y acciones bioldgicas, evitando la actividad de

quinasa, actividad enzimatica, de alta actividad de la invertasa. (Shukla, P; et al 2013, pp. 521-526)

Usado para tratar el reumatismo, la gripe, la fiebre, en cuidados de la nariz, ojos, cabeza, zonas
respiratorias, en la disminucion del riesgo de cancer de mama, cabeza y cuello, de proteccion

contra las enfermedades neurodegenerativas. Palomo, 1, et al, 2010, pp. 1-6

1.4 Medicina tradicional

La medicina tradicional abarca una amplia variedad de terapias y practicas que varian entre
paises y entre regiones. En algunos paises se denomina medicina alternativa o complementaria.
En el Ecuador la medicina tradicional, viene desde la prehistoria y estd sustentada en satisfacer
las necesidades medicinales de los pueblos; andinos, mestizos, montubios, campesinos entre
otros, ya que es una alternativa menos costosa y de facil acceso. Los chamanes o cientificos
primitivos usan los conocimientos y saberes de sus antecesores con el proposito de velar por las

funciones fisicas, psiquicas y bioldgicas de cada individuo de su pueblo. Benites, Elizabeth. 2008,

http://www.elizabethbenites.com

La medicina tradicional es la suma de los conocimientos tedricos y préacticos, explicables o no,
utilizados para el diagnostico, prevencion y supresion de trastornos fisicos, mentales y sociales,
basados exclusivamente en la experiencia y la observacion, transmitidos verbalmente o por

escrito de una generacion a otra.

Se denomina también como medicina del campo que atiende los curanderos y que se transmite
de generacién en generacion. Que lejos de ser exclusivamente curativa, la medicina tradicional

considera elementos de promocién y proteccion de la salud, que tienden a prevenir la



enfermedad, diagnosticarla y tratarla en forma temprana, y a evitar el agravamiento del mal.
Redrobén, V. K, 2012, pp. 1-5

1.5 Fitomedicina

La Fitomedicina se define como la medicina que se emplea de forma terapéutica las plantas en
forma de infusiones, decocciones, extractos u otras formas. Dentro de ella se engloban la

Fitofarmacologia y la fitoterapia. Farmacia, 2014, http://www.blogdefarmacia.com

Es un tipo de medicina alternativa que se basa en el uso de plantas y vegetales para la curacion,
y para restablecer el equilibrio que se necesita, en base a la terapia con hierbas medicinales.
Estudia las propiedades de las plantas medicinales y su uso, buscando aliviar el estado de las

personas en cuanto a males y enfermedades. Farmacia, 2014, http://www.blogdefarmacia.com

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), definen la Fitomedicina como la aplicacion de
principios activos de origen vegetal en terapéutica, basado en el conocimiento cientifico
moderno, esto es una base que se sostiene en los pilares fundamentales de la farmacologia y la
terapéutica moderna: farmacodinamia, farmacocinética, estudios preclinicos, clinicos y la
divulgacion de éstos a traves de medios reconocidamente validados por las comunidades

cientificas. Redroban, V. K, 2012, pp. 1-5

1.6 Principio Activo

Los principios activos son sustancias que estan localizados en diferentes 6rganos de las plantas,
que de alguna manera alteran o modifican el funcionamiento de 6rganos y sistemas del cuerpo

humano.

Se han descubierto una gran variedad de principios activos gracias a las investigaciones
cientificas realizadas, los cuales desde el punto de vista de salubridad entre los mas importantes
tenemos los aceites esenciales, alcaloides, los glucésidos o heterdsidos, mucilagos y gomas, y
los taninos. Aunque en las plantas se pueden encontrar otros compuestos relevantes como
nutrientes esenciales, vitaminas, minerales, aminoacidos, carbohidratos y fibras, azlcares

diversos, acidos organicos, lipidos y los antibiéticos. Santamaria, E, 2013, pp. 26-29
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1.6.1 Clasificacion de los principios activos

1.6.1.1 Metabolitos primarios

Son esenciales e interviene directamente en supervivencia, crecimiento y reproduccion; como

los Gldcidos, lipidos, derivados de aminoacidos.

1.6.1.2 Metabolitos secundarios

Son sustancias no esenciales en el metabolismo, pero son sintetizados como defensa,

adaptacion; son relevantes como principios activos entre ellos tenemos los siguientes:

e Heterosidos: Antraquindnicos, Cardiotonicos, Cianogénicos, Cumarinicos, Fenolicos,
Flavonicos, Ranunculésidos, Saponosidos, Sulfurados

e Polifenoles: Acidos fendlicos; Cumarinas; Flavonoides; Lignanos; Taninos; Quinonas.

e Terpenoides: Aceites esenciales; Iridoides; Lactonas; Diterpenos; Saponinas

e Alcaloides

1.7 Metabolitos secundarios que intervienen en la cicatrizacion

Los polifenoles son un grupo de sustancias quimicas, localizadas en las plantas, los mismos que
son indispensables para mantener su fisiologia, pues contribuye a la resistencia de
microorganismos y otros factores externos como el estrés y las radiaciones UV. En el ser
humano parte de su actividad se debe a la capacidad que posee de formar parte de sistema

antioxidante celular. Quifiones, M, et al, 2012, pp. 1-7

Los polifenoles cumple multiples efectos en la actividad farmacoldgica, como son los efectos
vasodilatadores, astringentes, antinflamatorios como los flavonoides, anti-alérgicos, inhibiendo
la destruccion del colageno, anticancerosas, antihemorragicos como los taninos. Por lo mismo
se confirma que cumplen una funcién cicatrizante al acelerar la curacién de las heridas y

hemostatica. Quifiones, M, et al, 2012, pp. 1-7
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1.7.1 Flavonoides

Son un grupo extenso de constituyentes vegetales descubiertas por el premio Nobel en
Bioquimica Dr. Albert Szent-Gyorgi, quien descubrié que los flavonoides favorecen la funcion

de la vitamina C, favoreciendo su absorcion y preservando de la oxidacion. Martinez, A, 2005, pp. 2-
16

Los flavonoides denominados también como bioflavonoides, son compuestos multifenélicos por
lo que se les conoce como polifenoles. Generalmente actlian como antioxidantes neutralizando
los radicales libres, participan inhibiendo la lipoxigenasa, enzima que convierte el acido
araquiddnico en leucotrienos (mediadores en el asma, alergia e inflamacion), ademas estabiliza

el colageno. Garcia. M; 2015, http://www.casapia.com

Estos compuestos son de bajo peso molecular, compuesto por dos anillos de fenilo ligados
mediante un anillo de pirano (heterociclico). Son sustancias solidas cristalizadas, solubles en
agua, alcohol y disolventes organicos polares, siendo insolubles en los apolares. La presencia
de sustancias aromaticas y conjugadas produce una intensa absorcion en la region ultravioleta y

visible del espectro. Taco, D; 2015, pp. 7-14; Ldpez, T; 2002, pp. 108-113

1.7.1.1 Propiedades de los flavonoides

Son compuestos con accidén antioxidante, vitaminica, poseen efectos antimutagénicos,

destacados por su baja toxicidad.

La accion antioxidante depende exclusivamente de su capacidad para reducir los radicales
libres. También actla inhibiendo sistemas enzimaticos, como antiagregante plaquetario,
diurética, antiespasmaodica, antiulcerosa gastrica y antiinflamatoria. Taco, D; 2015, pp. 7-14

1.7.2 Taninos

Son compuestos polifendlicos de procedencia vegetal, de masa molecular elevada; tiene gran

capacidad de unién a macromoléculas como proteinas y carbohidratos. Carretero, M; 2000, pp. 633-
636
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1.7.2.1 Clasificacion de taninos

1.7.2.1.1 Taninos hidrosolubles

Son llamados también galicos o pirogalicos, los mismos que se hidrolizan con facilidad por
acidos y alcalis. Dentro de este grupo se encuentran el acido galico, ésteres de un poliol y los
taninos elagicos, o elagitaninos también ésteres como el &cido hexahidroxidifénico y sus

derivados. Se habla también de los taninos complejos como son elagitaninos. Carretero, M; 2000,
pp. 633-636

1.7.2.1.2 Taninos condensados o proantocianidina

Son aquellos conocidos como no hidrolizables, es considerado fisiolégico porque son
sintetizados por el metabolismo normal en los vegetales. Quimicamente esta constituida por la
condensacion de catequinas o catecoles (flavanoles) que se forman a partir de una flavanona por
hidroxilacion en el C-3. Existe un tercer tipo de taninos, que son aislados de ciertas especies

algas pardas las mismas que estdn formadas por unidades de floroglucinol C-C y/o C-O.
Carretero, M; 2000, pp. 633-636

Este grupo de taninos son procedentes del antocianidinas, generalmente se encuentran en
plantas lefiosas y poseen una estructura muy semejante a la de los flavonoides, entre la se

mencionan a los taninos catéquicos, leucoantocianos o procianidoles. Taco, D; 2015, pp. 1-7

1.7.1.3 Propiedades de los taninos

Sus propiedades se deben a la capacidad que posee de formar complejos con macromoléculas,
principalmente las proteinas. Los taninos presentan una capa menos hidrofiia que las protéinas
permitiendo la precipitacion, estableciendo asi enlaces entre sus moléculas y su afinidad por las
protéinas se ve reducida por la disminucién de la motilidad conformacional de las moléculas por

la formacidn de enlaces bifenilicos. Bruneton, Jean. 2001, pp. 388-390

La accion astringente ya sea por via tdpica o interna y antinflamatoria por su capacidad de secar
y desinflamar mucosas, actla también como antihemorragico, antibacterianas y poseen accién
antioxidante. Ademas estos compuestos cumplen con la funcién cicatrizante acelerando la
curacion de heridas mediante la detencién del sangrado, generando la produccidn de la costra al

unirse con las protéinas. Facilita la coagulacion sanguinea. Romy, 2015, http://www.scribd.com
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1.8 Droga vegetal

Se conoce como droga vegetal a los diferentes 6rganos de las plantas o partes de ella; con
accion farmacoldgica que Unicamente ha sido sometido a manipulacion en procesos de
recoleccién y conservacion, ya sean secas o frescas, molida o pulverizada, como la reserpina,
estricnina, atropina, digitoxina, morfina, vimblastina, galantamina empleados con fines

terapéuticos o preventivos. Jonathan, 2010, http:/farmacognosia.foro-argentina.org)

1.9 Métodos de extraccion

Los procesos extractivos difieren en funcion de la naturaleza y calidad del vegetal y de la

naturaleza del solvente empleado.

Tabla 3-1. Métodos de extraccion de extractos a partir de la droga vegetal

METODOS DE EXTRACCION A PARTIR DE LA DROGA VEGETAL

Extraccion Temperatura Tiempo Disolvente
Discontinua
Maceracion T. ambiente Horas — dias Agua, mezclas
L ) ) hidroalcohdlicas,
Digestion T > ambiente Horas — dias o
glicerina
. T proximo a )
Infusion . 1-2 y hasta 30minutos
ebullicion T menor Agua
Decoccion T de ebullicion 15-30 minutos
Continuas
Percolacion T ambiente ) Variados
__ Variable _ _
Soxhlet T ebullicion Disolventes organicos

Fuente: (Kuklinski C, 2000)

1.9.1 Maceracioén

Este proceso consiste en poner en contacto la droga previamente triturado con el solvente, en un
recipiente tapado herméticamente y a temperatura ambiente durante varios dias o hasta que se

agote el vegetal, para mayor eficacia requiere de agitacion continua.
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1.9.2 Percolacién o lixiviacion

La percolacion consiste en hacer circular el solvente sobre la dorga por intermedio de bombas,
renovandola el solvente constantemente, hasta que la extraccion exaustiva sea completada.
Cuyo objetivo es aumentar el contacto facilitando el paso del solvente e impidiendo la
formacion de falsas vias que perfidiquen la eficacia del proceso.

El recipiente empleado es conico con una abertura superior con una tapa circular horadada, que
permite el paso del solvente, por la parte inferior se dispone de un cierre regular que permita la
salida del extracto a una velocidad controlable. Sharapin, N; 2000, pp. 40-53

1.9.3 Extractos

Los extractos son mezclas o preparados complejos, que permite extraer de los vegetales un
sinnimero de sustancias Utiles, a través de procesos fisicos-quimicos y microbioldgicos. Los
mismos que pueden ser utilizados para multiples efectos a nivel de salud. Estos extractos son se
suma importancia ya que segun la OMS, los farmacos que se comercializan en la actualidad un

25% son de origen vegetal y un 25% contiene principios vegetales modificados quimicamente.
Pardo, J; 2002, http://www.ub.edu

1.10 La piel
Pelo
H Glandula cebacea
La Piel
Terminaciones Nerviosas aferentes
.
- Epidermis
_~Nervio
- Dermis
L Foliculo piloso
Ligamenrto Tejido subcutaneo
Cutaneo E
Fascia profunda
Vasos
Capilares \Vasos $anguineos y linfaticos
Glandul Musculo erector
anduia del pelo 2 :
Sudoripara Grasa, Colageno, Microblastos

Gréficos 2-1. Corte transversas de la piel
Fuente: (Romo, M. J. 2010, http://www.cuidadosdelasmanosylospies.mye.name)
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1.10.1 Descripcién de la piel

La piel es el 6rgano més grande y vital del cuerpo humano (Romo, M. J. 2010). La pérdida de una
porcion de piel, por causa de afecciones como quemaduras puede conducir a la muerte por la
ausencia de fluidos corporales quedando inmune a las agresiones. ESs un revestimiento de tejido
que es a la vez elastico blando y firme, desempefia varias funciones como proteger al organismo
de agentes externos, regular la temperatura del cuerpo, permite la eliminacion de toxinas entre

otras. Aynaguano, R, M. 2014, pp. 1-5

La piel esta constituida por diferentes tejidos fusionados para ejercer funciones especificas. Sus
funciones no solo son el de cubrir la piel si no también cumple otras funciones importantes en el
cuerpo; nos refresca, es la vanguardia del cuerpo en la defensa contra las enfermedades y se

renueva a si mismo constantemente.

Esta formada por dos ldminas principales:
— Una externa la epidermis, que esta formada por epitelio de superficie.

— Una interna la dermis o corion, la misma que esta formada por tejido conjuntivo

Aunque existe otra lamina subdérmica: la capa subcutanea o hipodermis que costa de tejido
conjuntivo y tejido adiposo, por otra parte la piel esta fijado al tejido subcutaneo mediante fibras

procedentes de la dermis. Reiriz, P.J; 2015, pp. 2-7.

1.10.2 Estructura de la piel

1.10.2.1 Epidermis

Constituye la capa mas externa de la piel que esta formada por un gran nimero de células que se
renuevan continuamente, es un epitelio plano poliestratificado y queratinizado que recubre
completamente la superficie corporal, carece de vasos sanguineos. Normalmente estd compuesta
por cuatro capas de células que va desde el exterior hasta el interior: Merino, J; y Noriega, M; 2015,
pp. 1-6

e Capa clrnea (stratum corneum)
e Capa granular (stratum granulosum)

e Capa de células espinosas (stratum spinosum)

16



e Capa basal (stratum basale)

Al carecer de riego sanguineo este se sustenta por difusion a partir de los capilares existentes en
el tejido conjuntivo de la dermis subyacente. Merino, J; y Noriega, M; 2015, pp. 1-6

1.10.2.2 Dermis

Posee una estructura similar a la de una malla constituida por tejido fibroelastico, sirve de
soporte para la piel. Aqui podemos encontrar fibras (colageno, elasticas), células, elementos

vasculares, y elementos nerviosos, proporciona resistencia y elasticidad. Merino, J; y Noriega, M;
2015, pp. 1-6

La dermis esta integrada basicamente de tejido conectivo fibroelastico, es vascularizado, sirve

de soporte y nutre a la epidermis. Ademas conforma la mayor parte de la piel. Merino, J; y Noriega,
M; 2015, pp. 1-6

1.10.2.3 Hipodermis

Constituye el estrato mas profundo y grueso de la piel, es una red de tejido conectivo en ella se
almacena el tejido adiposo, que cumple funciones de aislamiento y almacena de energia en
forma de grasas. Los componentes esenciales de la hipodermis son a células grasas, que
protegen al cuerpo del frio, es muy til como reservorio de energia y posibilita su movilidad.

Cumple con un efecto cosmético al moldear el cuerpo. Sanchez, L; et al; 2006, pp. 103-107

1.10.3 Funciones de la piel

e Regula la temperatura corporal

e Reservorio de sangre: vasoconstriccion y vasodilatacion

e Cubre y protege al organismo de agentes y agresiones externas: rayos UV,
microorganismos, aire, agua, quimicos etc.

e Detecta las sensaciones cutaneas

e  Excreta y absorbe sustancias, permite la eliminacién de toxinas

e Sintetiza vitaminas. Pérez, E. S, 2013, http://es.slideshare.net
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1.11 Herida
Se refiere a una de las patologias mas concurrentes en los Servicios de Urgencias; y lo
definimos como la perdida de la continuidad normal de la piel, ocasionada por algin agente

fisico 0 quimico. LEYVA, R. F; 2012, pp. 7-8

Es decir un tipo de traumatismo, donde se produce una rotura de la piel. Entre las principales

sefiales son: dolor, hemorragia, destruccion, dafio de los tejidos blandos. Santamaria, E, 2013, pp. 5-
10

1.11.1 Clasificacidn de las heridas Santamaria, E, 2013, pp. 5-10

1.11.1.1 Heridas cortantes o incisas

Producidas por objetos afilados, que pueden seccionar masculos, tendones y nervios.

1.11.1.2 Heridas punzantes

Son producidas por objetos puntudos, la lesién es dolorosa, puede ser profunda, que puede

provocar hemorragias internas.

1.11.1.3 Heridas corto-punzantes

Son producidas por objetos agudos y afilados, es una combinacién de dos tipos de heridas

anteriormente nombradas.

1.11.1.4 Heridas laceradas

Producidas por objeto de bordes dentados, donde presentan desgarramientos de tejidos y los

bordes de las heridas son irregulares.

1.11.1.5 Raspaduras, excoriaciones o abrasiones

Producida por friccién o rozamiento de la piel con superficies duras.
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1.11.1.6 Heridas avulsivas

Son aquellas donde se separa y se rasga el tejido del cuerpo de la victima. El sangrado es

abundante, ejemplo una mordedura.

1.11.1.7 Heridas contusas

Producidas por piedras, palos, golpes de pufio o con objetos duros. Santamaria, E, 2013, pp. 5-10

1.11.2 Tratamiento

La herida es tratada satisfactoriamente mediante la cicatrizacion de la misma. Su tratamiento se
considera efectivo mientras se mantenga en reposo el tiempo necesario para que la herida se

cierre.

1.11.3 Cicatrizacion

La cicatrizacion se considera un proceso natural por el cual se consigue la restauracion de la
disrupcion de los tejidos tanto de la dermis como la epidermis, el cual se lleva a cabo mediante
el restablecimiento del tejido lesionado y proteinas solubles. Cuando una persona posee una
herida, una serie de eventos bioquimicos complejos se presentan para reparar el tejido dafiado.

Su desenlace final se acata a multiples factores. Decinti, E; 2015, pp. 4-5

1.11.4 Fisiologia de la cicatrizacion

Una vez producida la herida, se genera una serie de procesos bildgicos que es utilizada por el
organismo para recuperar su integridad, el mismo gue se conoce como proceso de cicatrizacion.
Este proceso se divide fundamentalmente en: fase hemostéatica e inflamacién, fase proliferacion
y fase de maduracion, aunque algunos autores la describen con algunas fases intermedias,

principalmente se dardn esas tres fases que se solapan unas con otras. Salto, D; 2011,
http://slideplayer.es
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Gréficos 3-1. Diagrama de la regeneracion de un tejido alterado
Fuente: Espinoza, L, 2011

1.11.4.1 Fase de inflamacion

Este proceso se inicia en el momento de la lesion, manifestandose con los mecanismos de la
hemostasia, vasoconstriccion, se activa la cascada de coagulacion, la formacion del coagulo,
migracion de macrdfagos y neutrofilos. A continuacion se produce un proceso de
vasodilatacion, aumento de la permeabilidad vascular y aparicién de leucocitos, formandose una
costra gue sella la herida. También se da la migracién de polimorfonucleares y macrofagos en

un ambiente inflamatorio, para limpiar la herida de bacterias. Decinti, E; 2015, pp. 4-5; Salema, C; et
al; 2000, pp. 90-95

1.11.4.2 Fase proliferativa o de migracion

Esta fase se inicia al tercer y décimo-cuarto dia. Se da la migracion de fibroblastos (células
germinales del tejido fibroso) constituida por sustancias fundamentales, matriz de colageno,
angiogénesis, migracion queratinocitos, miofibroblastos, contraccion y se forman capilares

sanguineos. Salema, C; et al; 2000, pp. 90-95
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1.11.4.3 Fase de remodelacion tisular

Es la reorganizacion, donde el primordial suceso fisioldgico es la epitelizacion, posteriormente
se da la remodelacion del colageno y la regresion endotelial, interpretada clinicamente por
disminucién del color cicatricial. Salema, C; et al; 2000, pp. 90-95

1.11.5 Tipos de cicatrizacion

1.11.5.1 De primera intencion

l— Epdcharmmis

ressratalinos I

pfecnl
-

o N o

Graficos 4-1. Reepitalizacion. Cicatrizacion por primera intension
Fuente: Halloran C y Slavin J, 2002

Este tipo de cicatrizacidn ocurre de manera inmediata en las primeras 24 horas; después de que
la herida ha sido cerrada, al aproximar sus bordes ya sea con suturas o algun dispositivo
mecanico o cintas. Son las mas utilizadas, debido a que produce una cicatriz de mejor calidad y
en el menor tiempo posible. Cumple con algunas caracteristicas: minimo edema, sin secrecion
local, en un tiempo breve, sin separacion de los bordes de la herida y con minima formacion de

cicatriz. Rodriguez, A. F; y Becerra, P. J; 2015; Salema, C; Et Al; 2000, pp. 90-95

1.11.5.2 De segunda intencion

Esto se da cuando la herida tarda en cerrarse por mas de 24h, y se caracteriza porque la
arquitectura normal de la piel no logra regenerarse a consecuencias de la pérdida de tejido,

debido a quemaduras, o un trauma y cuyo tiempo de resolucion dependera de la extension de la

herida. Cabezas, G; 2014, pp. 11-23
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Gréficos 5-1. Contraccion de la herida. Cicatrizacion por segunda intension
Fuente: Halloran C y Slavin J, 2002

En estas circunstancias puede requerir una sutura, para el cual se realiza una limpieza con
extraccion de cuerpos extrafios valorando la superficie de la herida o bien se deja que cicatrice
sin necesidad de una intervencion. Generalmente se produce una cicatriz de muy mala calidad y

Se cura en mayor tiempo. Rodriguez, A. F; y Becerra, P. J; 2015

1.11.5.3 De tercera intencion

Conocida también como cierre primario diferido, este se da cuando se aproximan dos
superficies de tejido de granulacion. Reparando los tejidos eficazmente incluso la heridas
contaminadas, sucias e infectadas y traumatizadas, con pérdida de tejido. Este proceso se
ejecuta generalmente entre 4 a 6 dias posteriores a la lesion, este proceso se caracteriza por el
desarrollo de yemas capilares y tejido de granulacién. Cuando se cierra la herida los bordes de

la piel y el tejido se juntan y se aseguran con precision. Fundacién Dr. Jordi MAS. 2008, pp. 6-20

1.11.6 Factores gue influyen en la cicatrizacion de las heridas

Toda herida puede estar afectada por una serie de factores que dificulta su cicatrizacion, como

se indican a continuacion. Lucha, F. V. et al, 2008, pp. 1-8

1.11.6.1 Factores generales

= Laedad: la velocidad de cicatrizacion es inversamente proporcional a la edad del paciente;
en niflos la cicatrizacion se da mas rapida que en los ancianos, se cuestiona que multiples

factores influyen retardando el proceso curativo de las heridas en particular en los ancianos.

= La circulacién sanguinea: la actividad reparadora se ve afectada a causa del consumo

inadecuado de nutrientes, el consumo de tabaco también afecta disminuyendo la presién
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parcial de oxigeno en la herida abreviando la sintesis de colageno, la angiogénesis y la
actividad fagocitica.

= La alimentacion: se obtiene mejores resultados de cicatrizacion de heridas, gracias al
consumo de alimento ricos en vitaminas Ay C, sales minerales Zn, Ca, Cu; proteinas y el
Fe esencial para una adecuada sintesis de DNA vy la division celular. Lucha, F. V. et al, 2008,
pp. 1-8

1.11.6.2 Enfermedades de base

— Diabetes: genera una disminucion de los glébulos blancos, entre otras anomalias.

— Arteriosclerosis: depositos de lipidos y colesterol en las paredes de los vasos produciendo
un descenso del aporte sanguineo.

— Hipertiroidismo: reduccion de la sintesis de colageno.

— Insuficiencia renal cronica. Lucha, F. V. et al, 2008, pp. 1-8

1.11.6.3 Medicamentos

e Corticoides: evitan la desinfeccion de las heridas por su interferencia en el éxodo y
fagocitosis de los glébulos blancos.

e Povidona yodada y el agua oxigenada: pueden ocasionar el aplazamiento de la
cicatrizacion de heridas aniquilando las células durante la fase proliferativa.

e Hormonas: algunas de ellas como la progesterona benefician la angiogénesis, no obstante

deprime la fibroplasia; mientras que los estrogenos inhiben las dos fases. Lucha, F. V. et al,
2008, pp. 1-8

1.11.6.4 Factores locales

Contaminacién critica: ocasiona una fase inflamatoria persistente en el tiempo, por
incremento de bacterias en las heridas produciendo un aumento en los glébulos blancos,
intensificando la permeabilidad de los vasos para permitir el movimiento de los leucocitos,

produciendo edema en el lugar de la lesion y una disminucién la cantidad de fibroblastos. Lucha,
F. V. etal, 2008, pp. 1-8

Exceso de exudado: retrasa la proliferacién de los fibroblastos, células endoteliales vy

gueratinocitos ya que, estas enzimas alteran la sustancia fundamental de la matriz extracelular.
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La temperatura: la superficie de la herida debe ser de 37 °C sin embargo si disminuye
ocasiona una vasoconstriccion, obstaculizando la contribucion de glébulos blancos a la herida y

una alteracion en el trasporte de oxigeno y nutrientes.

Deshidrataciéon de la herida: retarda la cicatrizacion, por lo que se debe realizar curas en
ambiente himedo, si la herida se encuentra descubierta, facilitamos la formacién de la costra

que actua como barrera fisica para los queratinocitos, dificultando su migracion al lecho ulceral.
Lucha, F. V. et al, 2008, pp. 1-8

1.12 Material bilégico

Es el animal de laboratorio que es reproducido y criado en condiciones y entorno controlado,
para su utilizacién como instrumento de medida en investigaciones cientificas, es decir cuya
calidad genética, microbioldgica y el ambiente ha sido controlado para que no se generen
alteraciones que modifiquen el modelo animal, alterando su respuesta investigativa con el

proposito de obtener resultados confiables y reproducibles a la cuestion experimental. Mazén, F.
A, 2010, pp. 15-18

Sumandose a esto las consideraciones de trato con ética y respeto por ser un ser vivo. Con el fin
de mantener el bienestar animal, de acuerdo a su especie y su requerimiento etoldgico. Para
obtener este tipo de animal es necesario conocer el concepto de "barrera™ (que comprende las
medidas y condiciones bajo las cuales se producen y reproducen los animales en los bioterios),
para garantizar gque mantenga condiciones definidas, tanto desde el punto de vista genético

COmo sanitario. Mazon. F. A, 2010, pp. 15-18

1.12.1 El Ratén

Tabla 4-1. Clasificacion taxondmica del ratén

TAXONOMIA
Clase Mammalia
Familia Muridae
Género Mus
Especie Mus musculus

Fuente: Fuentes, P. F, et al 2008.
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1.12.2 Factores ambientales del ratdon
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Gréficos 6-1. EI Raton: Microambiente y Macroambiente
Fuente: Fuentes, P. F, et al 2008
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1.12.2.1 Microambiente

También denominado encierro primario, es el ambiente fisico inmediato que esta en contacto
directo con el raton, limitado por el perimetro de la jaula o caja, cama, alimento y agua de

bebida, asi como el mantenimiento de las condiciones de higiene de cada uno de ellos.

Los cuales deben contribuir a la salud de los animales, y evitarles cualquier tipo de estrés. Por lo
que requiere cada animal un espacio adecuando que le permita movimientos y adopciones de
posturas normales, preservando a su vez las minimas condiciones de higiene y de proteccion

contra insectos, roedores y otras plagas. Fuentes, P. F, et al 2008, pp. 23-31

1.12.2.2 Macroambiente

Es el espacio mas proximo al microambiente y es la sala de alojamiento en su &mbito general, la
presencia de los cambios del macroambiente producird cambios en el modelo animal el cual

puede alterar el tipo de respuesta, y un incremento en la variabilidad de los resultados entre o

dentro de los laboratorios de experimentacion. Fuentes, P. F, et al 2008, pp. 23-31
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CAPITULO II

MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de investigacion

La presente investigacion fue ejecutada en las Instalaciones del laboratorio de; Productos
Naturales e Investigacion y Desarrollo, Andlisis Instrumental, Farmacologia, Microbiologia y en
el Bioterio perteneciente a la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

2.2 Materiales, equipos y reactivos

2.2.1 Material vegetal

2.2.1.1 Recoleccion y tratamiento del material vegetal.

La materia prima vegetal utilizada son las hojas de Solanum lycopersicum L. (Tomate) de la
familia de las solanacea, colectadas de los invernaderos en Quimiag parroquia del canton

Riobamba provincia de Chimborazo a una altitud de 2780 m.s.n.m.

La planta fue autenticada por el Botanico del Herbario de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

Las hojas del vegetal fresco, seleccionados fueron limpiados y lavados cuidadosamente con
agua destilada, posteriormente se secé a temperatura ambiente durante 12 dias, protegidos de los
rayos UV del sol, de manera que facilite la obtencion de particulas pequefias del vegetal

mediante un proceso de molienda en un molino eléctrico.

2.3 Reactivo bioldgico

Para el estudio “In Vivo” de la evaluacion de la actividad cicatrizante se utilizaron ratones (Mus
musculus), con un peso promedio entre 25-30g y la edad de 2 a 3 meses, adquiridas de las

instalaciones del Bioterio de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH.
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2.3.1 Criterios de inclusién y de exclusion

Para evaluar la actividad farmacoldgica planteada en la presente investigacion se emplearon
animales de experimentacion como modelos “In Vivo”, en un total de 24 ejemplares de la
especie (Mus musculus). Como alternativa para determinar el efecto cicatrizante del extracto de
hojas de Solanum lycopersicum, los modelos experimentales deberdn cumplir con ciertos

criterios para su implementacion en este estudio.

Tabla 1-2. Criterios de inclusion y exclusion para asignacion de los grupos experimentales.
Bioterio. Facultad de Ciencias. ESPOCH.

Ratones de la misma raza Ratones de diferentes razas

Tener la misma edad Menores de 2 y superior a 3 meses

Pesos corporales entre 25-30 g Peso inferior a 25¢ y/o superior a 30g

Lesion incisa inducida Presentar otro tipo de lesiones

Buen estado de salud Tener alguna patologia

Realizado por: Guano, G; 2015.

2.4 Materiales, equipos y reactivos para el control de calidad y el andlisis farmacoldgico.

Tabla 2-2. Materiales, equipos y reactivos para el control de calidad y el analisis farmacolégico
Facultad de Ciencias. ESPOCH.

MATERIALES

REACTIVOS

EQUIPOS

Tubos de ensayo

Nitrato de Aluminio

Molino

Gradillas Acetato de Potasio Balanza Analitica

Espétula Agua Destilada pH-metro
Pipetas graduadas Etanol 96° Espectrofotémetro
Pinza para tubos Eter Etilico Rota-vapor (HEIDOLPH

TYPE HEIZBAD HEI-V)

Balones aforados

Estandar de Quercetina 98% y Acido Gélico

Bomba para vacio

Balones Esmerilados

Acetato de etilo

Refractémetro

Vasos de precipitacion

Acido acético Glacial

Estufa (Memmert Germany)

Varilla de Agitacién

Acido Férmico

Mufla (Barnstea Thermolyne)

Capsulas de porcelana

Acido clorhidrico

Lampara Luz UV. (UPLAND)

Pinzas para Capsulas Acido nitrico Zonificador
Embudos Nitrato de plata Congelador
Tripode Nitrato de aluminio Termo-higrdmetro
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Papel filtro Reactivo de Sudan Micropipetas
Micro-pipetas Reactivo de Dragendorff Autoclave
Matraz Erlenmeyer Reactivo de Mayer Céamara de flujo laminar
Probetas Reactivo de Wagner
Picetas Reactivo de Baljet
Frascos Ambar Reactivo de Borntrager
Camara Cromatograficas Reactivo de Liebermann-Burchard
Capilares de Vidrio Reactivo de Fehling
Placa de Silice Gel 60 F254 Cloruro Férrico
(MERCK)
Reverbero Reactivo de Shinoda
Picnémetro Tricloruro de Aluminio
Termometro Carbonato de Sodio
Reactivo de Folin-Ciocalteu
Lamoderm (Acetato de prednisolona 0,59y
Sulfato de neomicina 0,5 g)
Crema depiladora Veet
Roxicaina (Lidocaina base al 10%)

Realizado por: Guano, G; 2015

2.5 Métodos y técnicas
2.5.1 Pruebas de control de calidad de la droga vegetal

La realizacion de estos andlisis son de gran importancia, ya que permite determinar las
condiciones higiénico-sanitarias de la droga vegetal, estos ensayos se llevan a cabo

considerando las técnicas descritas segun el Manual de Farmacognosia y Productos Naturales.
Miranda, M y Cuellar, A; 2001, pp. 28-31

2.5.1.1 Determinacion de humedad

Es la cantidad de agua libre que se encuentra contenida en la materia vegetal, por lo que
requiere una adecuada conservacion para que él porcentaje de humedad sea minima, evitando

asi procesos enzimaticos y la degradacién del vegetal. Miranda, M y Cuellar, A; 2001, pp. 28-31

Se pes6 2g de la muestra vegetal pulverizado el cual se transfirié a una capsula de porcelana

previamente tarada, el cual se coloc6 en una estufa a 105 °C durante 3h. Transcurrido ese
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tiempo se colocd la cdpsula en un desecador hasta que enfrié alcanzando la temperatura

ambiente y se pesé hasta obtener un peso constante. Miranda, My Cuellar, A; 2001, pp. 28-31

My,— M

L %100
M

Formula: %H =

2=

Donde:

%H= pérdida en peso por desecacion (%)

M2= masa de la capsula con la muestra de ensayos (g)

M1= masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g)
M= masa de la capsula vacia (g)

100= factor matematico

2.5.1.2 Determinacion de cenizas totales

Es el contenido de sales minerales que se encuentra en la planta, su determinacién tiene gran
relevancia debido a que la materia mineral, puede ser responsable de alguna accion

farmacolégica.

En una céapsula de porcelana anteriormente tarada se colocd 2g de muestra seca pulverizada, la
misma gue se calcino hasta ausencia de humo. Posteriormente se transfirié la cdpsula a un horno
mufla para su incineracion a una temperatura de 700-750°C durante 2h, y luego se enfrid y peso

hasta peso constante. (Miranda, M y Cuellar, A; 2001, pp. 28-31)

M= M v 100
M{-M

Formula: %C =

Donde:

C =porcentaje de cenizas totales en base hidratada.
M = masa del crisol vacio (g)

M1= masa del crisol con la porcién de ensayo (g)
M2= masa del crisol con la ceniza ()

100= factor matematico para los calculos.

29



2.5.1.3 Determinacion de cenizas solubles en agua

A las cenizas totales obtenida anteriormente se le adiciond de 15 a 20 mL de agua. La capsula
una vez tapada es sometida a ebullicion por 5 min. La solucion se filtré y el papel filtro con el
residuo se transfirio a la capsula inicial, posteriormente se calcind y se incinero en un horno
mufla a temperaturas entre 700-750°C por un lapso de 2h, se enfrid y pesé hasta llegar a peso
contante. Miranda, M y Cuellar, A; 2001, pp. 28-31

»— Ma

Formula: %Ca = MM * 100

1—

Donde:

Ca = porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
M2 = masa del crisol con las cenizas totales (g).

Ma =masa del crisol con las cenizas insolubles en agua ()
M1 = masa del crisol con la muestra de ensayo (g)

M = masa del crisol vacio.

100 = factor matematico.
2.5.1.4 Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

A las cenizas totales se le agreg6 de 2 a 3 mL de HCI al 10%, la cépsula se tapd con un vidrio
reloj y se colocé sobre un bafio de agua a ebullicion por un lapso de 10 min. EI vidrio reloj se
lavé con 5 mL de agua caliente y se reuni6 a la capsula inicial, la solucion fue filtrada y el
residuo es lavada con agua caliente hasta que el filtrado acidulado con &acido nitrico muestre
negativo la prueba con AgNO; 0.1mol/L, el papel con el residuo se desec6 en una estufa a
105°C y a continuacion se incinerd en un horno mufla a 700-750°C durante 2 horas, se pesé

hasta alcanzar un peso contante. Miranda, M y Cuellar, A; 2001, pp. 28-31

My— M
M{—-M

Formula: %B = * 100

Donde:
B = porcentaje de cenizas Insolubles en HCI en base hidratada.
M2 = masa del crisol con las cenizas (g).
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M1= masa del crisol con la porcién del ensayo (g)
M = masa del crisol tarado ()
100 = factor matematico.

2.5.2 Extraccion sucesiva del material vegetal para determinar presencia de metabolito.

Los extractos de las hojas de Solanum lycopersicum L. son obtenidas mediante el proceso de

maceracion, a partir del material vegetal seco y pulverizado; el cual es sometida a una

extraccion sucesiva segun el esquema de la Figura 1-2.

Posteriormente los extractos obtenidos del vegetal, tanto el etéreo, etandlico como el acuoso son

almacenados en refrigeracion hasta su utilizacion, permitiendo asi la precipitacion de las

clorofilas que puedan intervenir en los ensayos de coloracion y precipitacion del screening

fitoquimico.
30-50g de MATERIAL VEGETAL

I

Extraer con 90-150mlL de éter etilico por maceracién

durante 48 horas a temperatura ambiente
[
FIL'I;RAR
I 1
Exiracto abinso Reciduo sélido

Secar y pesar

Extraer con 3 veces el peso del residuo en volumen con
etanol pormaceracién durante 48 horas

|
Fi LTlFtAR
{ |

Reciduo sélido Extracto alcohélico
Secar y pesar

Extraer con 3 veces el peso del residuo en volumen con
agua destilada por maceracién durante 48 horas

I
FIL'I'IRAR

1 1

Reciduo sélide Extracto acuoso
Secar pesar y desechar

Figura 1-2. Extraccién sucesiva del material vegetal para determinar la presencia de

metabolitos secundarios.
Fuente: Miranda, M y Cuellar, A; 2001

31



2.5.2.1 Andlisis cualitativo de identificacion (Tamizaje Fitoquimico)

El tamizaje fitoquimico tiene como proposito aislar e identificar los diversos compuestos que se
hallan en las células vegetales, mediante la incorporacién de solventes apropiados, luego de la
preparacion de los extractos de hojas de tomate (Solanum lycopersicum), se realizara diferentes
ensayos con reacciones quimicas de identificacion; mediante cambios de color o formacion de
precipitados para determinar la presencia de metabolitos secundarios como: flavonoides,
compuestos fendlicos, alcaloides, triterpenos y esteroides, quinonas, compuestos lactonicos y

cumarinas, antocianidinas, az(icares reductores etc. Miranda, M y Cuellar, A: 2001, pp. 33-39

Una vez obtenida los extractos, se procede de manera individualizada a la realizacion los
ensayos de precipitacion y coloracion siguiendo las Normas ramales de Drogas crudas. Segun se

indica en la Figura 2-2, Figura 3-2 y Figura 4-2.

EXTRACTO ETEREO

|
FILTRAR
|

DIVIDIREN FRACCIONES
]

5L 5mL.
ENSAYO DE SUDAN ENSAYO DE BAUET
Aceites Y Grasas Lactonas y Cumarinas 5mL.
ENSAYO DE
15mL. LIEBERMANN-BUCHARI
(DIVIDIR EN 3 PORCIONES) Triterpenos —Esteroides
Alcaloides
I
I I
5mL. 5mL. 5mL.
ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE
DRAGENDORFF MAYER WAGNER

Figura 2-2. Andlisis cualitativo de identificacion en el extracto etéreo
Fuente: Miranda, My Cuellar, A; 2001
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EXTRACTO ALCOHOLICO
I
FILTRAR
1
DIVIDIREN FRACCIONES
|
2mL. 5mL 2mL
imL. ENSAYO DE ENSAYO DE BAUET y
ENSAYO DE FEHLING ) ENSAYO ESPUMA
actonas Saponinas
CATEQUINAS Az. Reductores P
2mL.
2mL.
ENSAYO DE
EEE?FN(L[;E LIEBERMANN-BUCHARI
Triterpenos —Esteroides
2mL.
2ml. 2mL. ENSAYG DE
ENSAYO DE NINHIDRINA
o ENSAYO DE ANTOCIANIDINA
Aminodcidos SHINODA
Flavonoides
6mL. En 3 Porciones
2mL. 2mL. 2mL. ENSAYO DE
ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE KEDDF DRAGENDORFF, MAYER
CLORURO FERR\CO BORNTRAGER COFG’EHO-’IG’OS % WAGNER
Fenalesy Taninos Quinonas Alcaloides
Figura 3-2. Anélisis cualitativo de identificacion en el extracto etanélico
Fuente: Miranda, M y Cuellar, A; 2001
EXTRACTOACUOSO
|
FILTRAR
|
DIVIDIREN FRACCIONES
]
6mL. En 3 Porciones 2mL. 2mL.
ENSAYO DE ENSAYO DE SHINODA ENSAYO ESPUMA 102Gotas
DRAGEN DORFF, MAYER Flavonoides Saponfnus ES\SNA(;E:BE
y WAGNER
AMARGOS
Alcaloides
2mL ENSZEB DE 1omL.
ENSAYO DE CLORURO FERRICO FEHLING ENSAYO DE MUCILAGOS

Fenoles y Taninos

Az. Reductores

Figura 4-2. Andlisis cualitativo de identificacion en el extracto acuosa

Fuente: Miranda, M y Cuellar, A; 2001

33




2.5.2.2 Técnicas para el tamizaje fitoquimico

Tabla 3-2. Técnicas para el anélisis cualitativo mediante reacciones de coloracion y

precipitacion.

ENSAYO

METABOLITOS

PROCEDIMIENTO

RESULTADO

Ensayo de
Sudan

Identifica la
presencia de
compuestos grasos

A 2mL de extracto se afiadié 1mL del reactivo de
Sudan Il o Sudan IV. Se calent6 en un bafio de
agua hasta evaporacion del solvente.

La presencia de
gotas coloreadas
de rojo en el seno

del liquido o0 en

las paredes del
tubo positivo.

Ensayo de
Dragendorff

Ensayo de
Mayer

Ensayo de
Wagner

Reconoce la
presencia de
alcaloides

Si la alicuota de extracto esta en un solvente
organico, este debe ser evaporado en un bafio de
agua, cuyo residuo se redisolvié con 1mL de HCI
al 1%. Para el extracto acuoso a una alicuota se le
adiciond 1 gota de HCI conc, se calent6
suavemente, se enfrid y luego se afiadi6 3 gotas

de reactivo.

La presencia de
opalescencia (+),
turbidez definida
(++), precipitado

(+++).

Al igual que el ensayo anterior se procedid hasta
obtener una solucién acida, se afiadié una pizca
de NaCl en polvo, se agitd y filtr6. Luego se
agregé 2 0 3 gotas del reactivo de Mayer.

Igual que el caso anterior se procedi6 desde la
solucién 4cida, y se le adicion6 2 o 3 gotas del
reactivo.

Si se observa
opalescencia (+),
Turbidez definida
(++), precipitado

Coposo (+++).

Ensayo de
Baljet

Reconoce grupos
lacténicos como las

coumarinas

Si la alicuota de extracto no se encuentra en
alcohol, el solvente es evaporado en un bafio de
agua, luego se reconstituye con 1mL de alcohol al
cual se adicion6 1mL re reactivo.

La presencia de
coloracion (++) o
precipitado rojo

(+++)

Ensayo de
Borntrager

Detecta presencia
de quinonas

Para ello si el extracto no se encuentra en
cloroformo, el solvente es evaporado en un bafio
de agua, el residuo se disolvi6 con un 1mL de
Cloroformo a la cual se le adicion6 1mL de
reactivo. Se mezcld las dos fases y se dejo
reposar hasta la separacion de las mismas.

Coloracion rosada
(++), coloracion
roja (+++).

Ensayo de
Liebermann-
Burchard

Reconoce grupos
terpenos y/o
esteroides

Si el extracto no se encuentra en cloroformo,
requiere evaporarse el solvente en un bafio de
agua, cuyo residuo se redisolvié con 1mL de
Cloroformo. A la que se afiadié 1mL de
anhidrido acético se mezcl6 bien, luego por las
paredes sin agitar se adiciono 2 a 3 gotas de
H,SO, conc.

Cambio répido de
coloracion:

1. Rosado azul
2. Verde intenso —
visible
3. Verde oscuro —
negro
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Ensayo de En una fraccion de papel filtro, utilizando un Coloracién verde
) Catequinas capilar se coloco una gota del extracto alcoh6lico, | carmelita a la luz
catequinas L N
sobre la mancha se aplic6 una gota de la solucion uv.
de Carbonato de sodio.
. - S Presencia de un
Ensayo de Resinas A una alicuota de extracto alcohélico se adiciono
: . recipitado
resinas 10mL de agua destilada. precip
Si la alicuota de extracto no se halla en agua, se
. 5 Presencia de
requiere evaporar el solvente en un bafio de agua,
Identifica azlcares . . coloracion roja o
Ensayo de luego el residuo se reconstituyd con 2 o 3mL de )
- r r - S n precipi
Fehling eductores agua destilada, al cual se le adicion6 2mL de un precipitado
. . 5 rojo
reactivo; la mezcla se calent6 a bafio de agua por !
5 0 10min.
La presencia de
dentifi . espuma de mas de
ntifi nin . .
£ - entifica saponinas Para ello, la alicuota de extracto alcoholico se 2mmen la
nsayo de fa tanto esteroidales .
diluy6 en 5 veces su volumen en agua, la mezcla superficie del
éspuma como triterpénicas - .
se agito fuertemente por un lapso de 5 a 10min. liquido que
persista por 2 min.
. - S La presencia de
Reconoce la A una alicuota de extracto alcohdlico se adiciond P
. . 0 - coloracion
Ensayo del presencia de 3 gotas de reactivo (FeClsal 5% en solucion
s . Coloracion rojo
cloruro compuestos salina fisioldgica). Y a una alicuota de extracto )
- - S . vino, verde
férrico fendlicos y/o acuoso se le adicion6 acetato de sodio para
- - . intensa, azul
taninos neutralizar y 3 gotas de reactivo.
Una alicuota de extracto alcoholico se diluy6 con
1mL de HCI conc, y se agreg6 limaduras de El alcohol amilico
E d Identifica la magnesio metalico, se observo la reaccion y se se torna de
nsayo de - . ) . .
Shinod presencia de dejo en reposo por 5min. Se agregoé 1mL de amarillo, naranja,
inoda
flavonoides alcohol amilico, se mezcld las dos fases y dejé en | carmelita o rojo,
reposo hasta que se separen. Para la alicuota de intenso en todos
extracto acuoso, se procedio de la misma manera los casos
a partir de la adicion del HCI conc.
\dentifica la A una alicuota de extracto alcohdlico se le
. L, . Presenta color
£ d presencia de adicion6 1mL de HCI conc. Se calent6 por
nsayo de . e rojo a marrén en
B estructuras de 10min, se enfrid y afiadié 1mL de agua y 2mL de )
antocianidinas | secuencia Ce-C5-Cg lcohol amili . deis las d la fase amilica
del grupo de los alcohol amilico, se agité y se dejé separar las dos
flavonoides fases.
Detectg la Presenta una
presencia de y ; . .
Ensayo de estructuras de tipo Para el cual se enfri6 una alicuota del extracto consistencia
mucilagos polisacéridos de un acuoso a 0-5°C. gelatinosa en la
coI0|fje hldrofllo de solucién
alto indice de masa

Fuente: Miranda, M y Cuellar, A; 2001
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2.6 Obtencion del extracto de las hojas de Solanum lycopersicum

Para la preparacion de los extractos existen alguna técnicas extractivas como son: maceracion,

percolacion, digestion, infusion, decoccidn y destilacion.

El método empleado en esta investigacion para la obtencién del extracto de hojas de tomate
(Solanum lycopersicum), fue mediante maceracion. EI mismo que se realiz6 a través de una

adaptacion de las técnicas planteadas por Miranda, M y Cuellar, A; 2001, pp. 33-39

2.6.1 Proceso de maceracion

o  Sepesd 50g de planta seca y pulverizada.

o  Secoloco en un frasco de vidrio &mbar.

o A la cual se adiciond 250 mL de Etanol al 96% y se dejo macerar por 48h, se completo el
proceso mediante zonificacion por 15min.

o  Transcurrido el tiempo predispuesto se filtrd y se midio6 el volumen de extracto.

o Elfiltrado se almacend a -5 °C para decantar las clorofilas por 24h, sin ninguna agitacion.

o Luego se trasvasé suavemente el extracto a un balon esmerilado.

o Se elimind el solvente en un rotavapor (-0.5mm Hg y a 55°C) el extracto recogido
anteriormente que fue de 125 mL, hasta obtener un volumen aproximado de 50 mL.

o  Filtrar el extracto para eliminar las impurezas.

o  Se debe obtener por cada gramo de vegetal seco pulverizado un mililitro de extracto.

o Utilizar el extracto para los andlisis plateados.

2.6.2 Control de calidad del extracto

2.6.2.1 Parametros fisico-quimicos aplicados al analisis de los extractos

Tabla 4-2. Determinacién de los requisitos organolépticos.

DETERMINACION DE OLOR DETERMINACION DEL COLOR
Se tomd una tira de papel secante de 1 x 10 cm En un tubo de ensayos limpio y seco se llend con
aproximadamente y se sumergio uno de sus la muestra hasta las % partes y se observo la
extremos en la muestra a ensayar. Se huele y se coloracion, la transparencia, presencia de
determina si corresponde con la caracteristica del particulas y la posible separacidn en capas.
producto.

Fuente: Miranda, M y Cuellar, A; 2001
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Tabla 5-2. Determinacion de requisitos fisico-quimicos del extracto

PARAMETRO PROCEDIMIENTO EXPRESION DE RESULTADOS
Formula:
Se peso el picndmetro vacio y seco a 2°C y se M, — M,
1len6 con el extracto, manteniendo a la T° de Das = M, - M
Densidad 25 °C durante 15min., se ajusto el liquido Donde:
Relativa eliminando el exceso. Se pesd M; = peso del picnémetro con la muestra
cuidadosamente el picnémetro con la (9)
muestra, se procede con la misma operacion M, = peso del picnémetro con la muestra
con el agua destilada a 25 °C. (9)
M = peso el picnémetro vacio (g)
Formula:
Sobre el prisma de medicién se colocé una N2 = N5 +0,00044(t — 25)
gota de agua destilada para ajusta el equipo. Dénde:
Luego se colocd una gota del extracto sobre el | N, = indice de refraccién a 25°C
Indice de prisma de medicion, cerrar el termoprismay | Ng! = valor leido en la escala del aparato a
refraccion enfocar la luz por medio del espejo, de laT°t.
manera tal que incida sobre la apertura de t= valor de la T° a que se realiza la
entrada del prisma de mediciony se proceda | medicion (°C)
de la misma forma que con el agua. 0.00044 =factor de correccién por grado
Celcior.
Primeramente se calibra el equipo con una
solucién buffer de pH adecuada al rango en
PH del que se realizara la determinacion. Anotar el valor leido por el pH-metro
extracto Posteriormente se introduce el pH-metro en el
extracto y se lee el valor del pH de la muestra.
Formula:
Se tomd 5,0mL del extracto y se coloco en una St = Pr=p * 100
cépsula previamente tarada, la capsula se Dénde-
Sélidos sometio a un bafio de agua hasta que el residuo Pr=masa de la capsula més el residuo
totales. se evapore hasta sequedad. Luego se coloco @
en una estufa por 3h. Enfriar y pesar hasta P = masa de la cépsula vacia (g)
peso constante. V = volumen de la porcion de ensayo.
100 = factor matematico para el célculo.

Fuente: Miranda, M y Cuellar, A; 2001

2.6.2.2 Andlisis microbioldgico de los extractos

El anlisis microbiolégico del extracto de las hojas de Solanum lycopersicum se realiz
siguiendo las técnicas de las Normas NTE INEN 1529-5, 1529-7, 1529-10.
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A. Determinacion de aerobios mesofilos

Se disolvio 1mL del extracto de las hojas de Solanum lycopersicum en 9mL de agua destilada al
0,1% esterilizado y se homogenizo; obteniendo asi una dilucién decimal de 10, de esta se
realizan las siguientes diluciones. Se repos6 por espacio de 30min, luego se tomd 100uL de los
extractos diluidos y se adicioné a las placas Petri que contienen Agar Métodos Estandar (PCA,
por sus siglas en inglés). Se incubd a 37°C por 24h y se leyé las placas identificando el nimero
de colonias existentes el resultado se reporté como UFC/g o mL de muestra. El ensayo se
realizé por duplicado. NTE INEN 1529-5: 2006, pp. 2-3

B. Determinacion de coliformes tolales y fecales

Se abrio la placa, y se dejé caer 100uL de extracto de Solanum lycopersicum sobre la parte
central de la placa Compact Dry. La misma que se dispersa automatica sobre la lamina,
transformandola en un gel instantdneamente, una vez cerrada la placa es invertida y colocada en
una estufa a 37°C. Después de 24h, se contd el nimero de colonias coloreadas: coloracion
morada para coliformes, azules para E.coli. Los resultados se expresaron segin la suma de las

colonias rojas y azules, como cifra total del grupo. El ensayo se realiz6 por duplicado. NTE INEN
1529-7:2013, pp. 2-3

C. Determinacion de mohos y levaduras

e Se disolvid 1mL del extracto de las hojas de Solanum lycopersicum en 9mL de agua
peptonada al 0,1% esterilizado y se homogenizo; obteniendo asi una dilucién decimal de
10", de esta se realizan las siguientes diluciones, se reposé por espacio de 30min.

e  Transcurrido ese tiempo se tomo6 100uL de los extractos diluidos y se adicioné a las Placas
Petri de Agar Sabouraud y se incubd las placas en una estufa a T° de 37°C por 24h.

e Se realiz6 la lectura de las placas, identificando el nimero de colonias de hongos y/o
levaduras existentes se reportd por separado como UFC/g o mL de muestra, indicando

tiempo de incubacion. NTE INEN 1529-10:2013, pp.1-3

2.6.3 Cromatografia en capa delgada (TLC)

Una vez concentrado el extracto de las hojas de tomate (S. lycopersicum), se procede a la

realizacion del analisis cromatografico segun la metodologia planteada por Wagner, H; & Bladt, S.
1996, pp. 195- 223
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e Enuna placa cromatogréafica de Silice Gel 60 F254 (MERCK) se aplicé de 1 a 10uL del
extracto concentrado utilizando un capilar de vidrio.

e Una vez aplicada la muestra se seco la placa por 2 min.

e Seintrodujé la placa en una cuba cromatogréfica previamente preparada, tapar la cuba y se
dejo que el solvente recorra a través de la placa hasta llegar a las % partes de ella.

e Posteriormente se retir6 la placa de la cuba, una vez seco se visualiz6 en una lAmpara UV a
254 y 365 nm.

e Laplaca sereveld y una vez seco se calentd, posteriormente anotar los Rf.

Adsorbentes: Silice Gel 60 F254 (MERCK)

Sistema de solventes: Acetato de Etilo: Acido Férmico: Acido Acético Glacial: Agua
(80:9:9:2)

Revelador: Tricloruro de Aluminio (AICI5) al 0,05%.

Férmula:

Distancia recorrida de la Muestra

Distancia recorrida del Solvente

2.7 Cuantificacion espectrofotométrica de flavonoides y fenoles totales

2.7.1 Cuantificacion de flavonoides totales en el extracto hidroalcohdlico

Para la cuantificacion de flavonoides totales se empled Quercetina como estandar.

2.7.1.1 Preparacion de la muestra

Se pesd 1g de muestra seca y pulverizada, al cual se le afiadié 20mL de etanol al 80% se

zonificd por 30min a 60°C y posteriormente se filtrd y recogié en un balén de 25mL, finalmente

se aford con Etanol al 80%.

2.7.1.2 Tratamiento de la muestra.

—  De la muestra obtenida se coloc6 en un balén de 10mL, 100uL del extracto anterior y se
agreg6 200uL de una solucién de Acetato de Potasio 1M y 200uL de Nitrato de Aluminio

al 10%.
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—  Seafor6 con etanol al 80%, posteriormente se dejo en reposo por 40min.
—  Finalmente se ley0 las absorbancias a una longitud de onda de 415nm.

—  Elresultado se expresa como mg de Quercetina/g Materia Seca. Lock, O; et al 2006, pp 3-4

2.7.1.3 Curva de calibracién

e Para la elaboracidon de la curva de calibracion se pesé 2.7mg de Quercetina en un bal6n de
10mL vy se aforé con etanol al 80%.

e De la solucién anterior se tom6 700uL, 350uL, 175uL y 100pL, en 4 balones de 10mL.

e A cada uno de los balones se les adicioné 200uL de una solucién de Acetato de Potasio 1M
y 200 pL de Nitrato de Aluminio al 10%.

e Sellevo a volumen con etanol al 80%.

e Las absorbancias se ley6 a la longitud de onda de 415nm y se elabor6 la curva de
calibracion.

e Los resultados se expresaron en mg Equivalentes de Quercetina por g de materia seca

(mg/g MS). Lock, O; et al 2006, pp 3-4

2.7.2 Cuantificacion de flavonoides totales en extracto etandlico

2.7.2.1 Preparacion de extracto

Se peso6 19 de vegetal seco y pulverizado, se disolvié en 25mL de Etanol al 96% trascurrido las
24h se filtr6 y ajusto el volumen a 25mL con etanol al 80%, se centrifugo la muestra a 2000rpm

por 5min. Barrén, Y. R. et al. 2011, pp. 151-156

2.7.2.2 Cuantificacion de flavonoides totales

Se tomd 0, 5mL del extracto preparado y se mezclé con 1,5mL de etanol 96%. Posteriormente
se adicion6d 0,1mL de una solucién acuosa de AICI; al 10 % y 0,1mL de una solucién acuosa 1
M de acetato de sodio. Finalmente se aforé con agua destilada y la mezcla se dej6 reposar
durante 30 min. Se determing las absorbancias a la longitud de onda de 415nm. Se realizé una
curva de calibracién con Quercetina. El resultado se expresé como mg Quercetina/g Materia

Seca. Barron, Y. R. et al. 2011, pp. 151-156
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2.7.3 Cuantificacion de fenoles totales en el extracto hidroalcohdlico

2.7.3.1 Cuantificacion de fenoles totales (Micrométodo de Folin-Ciocalteau)

La cuantificacion de fenoles en el extracto se realizé mediante una adaptacion de la metodologia

empleada por VIVAS, Laura; et al. 2014

Se tom6 una alicuota de 0,5mL de extracto etanolico obtenido segun el inciso 2.7.1.1, al mismo
que se le adicion6 10mL de una soluciéon de Na,CO; al 10%, posteriormente se incubd la

muestra a una T° de 38°C por espacio de 15min.

Transcurrido este tiempo se tom6 una alicuota de 1mL de la muestra, a la cual se le agrego 3mL
de agua y 1mL de reactivo de Folin-Ciocalteu, se dej6 en reposo y a los 15min se procedi6 a la
lectura de las absorbancia a la longitud de onda de 660nm. EI contenido de fenoles totales se

expresé como equivalentes de acido galico (EAG): mg acido galico/g Materia Seca.

2.7.3.2 Curva de calibracion

Para elaborar la curva de calibracion de utilizo una solucion de Acido Galico a una
concentracién de 100ppm, del cual se tomd alicuotas de 50, 75, 100, 125 y 150uL completando
su volumen a 500 pL con agua destilada posteriormente se leyd sus absorbancias a la longitud
de onda de 510nm.

La curva de calibracion se realizd con el estandar de acido galico a diferentes concentraciones.
2.7.4 Cuantificacion de fenoles totales en el extracto etandlico

2.7.4.1 Cuantificacidn de fenoles totales segun el método de Folin-Ciocalteau

De la muestra obtenida seguin lo propuesto en el inciso 2.7.2.1, se tom6 una alicuota de 0,5mL
de extracto etandlico obtenido anteriormente, se le agregé 10mL de una solucion de Na,COs al

10%, y la muestra se incubd la a una T° de 38°C por 15min.

Posteriormente se tom6 una alicuota de 1mL de la muestra, a la cual se le adicion6é 3mL de agua

y 1mL de reactivo de Folin-Ciocalteu, se dejo en reposo por 15miny se procedi6 a la lectura de
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las absorbancia a 660nm. El contenido de fenoles totales se expresé como equivalentes de acido
galico (EAG): mg acido galico/g Materia seca. La curva de calibracion se realiz6 con el estandar
de &cido galico. VIVAS, Laura; et al. 2014

2.8 Actividad cicatrizante del extracto de las hojas de tomate (S. lycopersicum)

2.8.1 Fase de aclimatacion de los modelos experimentales

Tabla 6-2. Fase de aclimatacion de los modelos experimentales.

DESCRIPCION DESCRIPCION DE LOS CONDICIONES AMBIENTALES
ANIMALES DE
EXPERIMENTACION
El proceso de ambientacion Peso: 25-30g Humedad Relativa: 40-70%
de los animales Edad: 2-3 meses Temperatura: 22°C +2
experimentales se realizo, Sexo: machos/hembras Fotoluminiscencia: 12 horas de luz y 12
por transcurso de 21 dias, Lugar de crianza: Bioterio horas de obscuridad.
segun la técnica utilizada ESPOCH. Coma: viruta de madera seca y limpia
mediante manipulacién y Alimento: Balanceado para roedor en
adaptacion. forma de pellets y agua Ad libitum.

Ruido: Ausente

Realizado por: Guano, G. 2015

2.8.2 Fase de induccidn de la lesidn en los modelos experimentales

Para la realizacion de las heridas en los ratones se siguio los siguientes pasos:

e Se humedecid con agua tibia la zona a depilar, luego aplicando la crema depiladora Veet
en 5min, se procedid con la depilacién de la zona dorsal de cada raton retirandola con gasas
hdmedas.

e  Sedejo transcurrir 24h, con el fin de descartar posibles reacciones alérgicas.

e Posteriormente se desinfect6 la zona depilada y se coloc6 un anestésico local Lidocaina
base al 10% (Roxicaina) por via topica.

e Después se marco una longitud perpendicular de 2cm al eje longitudinal de la zona dorsal
del raton.

e Se procedié con la realizacion de la incisién con un bisturi en la zona marcada con una

profundidad de 2mm. Toma del anteproyecto de Guano, G;2015
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2.8.3 Fase de aplicacion de los tratamientos a los modelos experimentales

Los 24 ratones seleccionados, entre machos y hembras se distribuyeron en 6 grupos

experimentales, cada grupo conformado por 4 ratones con caracteristicas similar.

Los grupos experimentales recibieron: una crema a base de Acetato de prednisolona 0,5 g y
Sulfato de neomicina 0,5¢g (LAMODERM®); Alcohol al 40% vy el extracto de las hojas Tomate

a tres concentraciones diferentes en una dosis de 0,5mL de cada una, que se aplicaron cada 12

horas con un hisopo estéril por via topica a cada raton.

A continuacion se realiz6 las mediciones y observaciones diarias, hasta cuando se desprendio la
costra de cicatrizacion, tomando en cuenta el tiempo de la cicatrizacion, formacién de la costra
y la longitud final de la cicatriz. Toma del anteproyecto de Guano, G; 2015

2.8.3.1 Seleccidn de los grupos experimentales

Tabla 7-2. Asignacion de los grupos experimentales

GRUPOS EXPERIMENTALES Grupos
Control negativo Bl B2 B3 B4 Gl
Grupo control (+) Lamoderm C1 C2 C3 C4 G2
Grupo control (+) Alcohol al 40% D1 D2 D3 D4 G3
Concentracion de extracto 25% X1 X2 X3 X4 G4
Concentracion de extracto 50% Y1l Y2 Y3 Y4 G5
Concentracion de extracto 75% Z1 Z2 Z3 Z4 G6

Realizado por: Guano, G; (2015)

DONDE:

G: Grupos experimentales

B: Control negativo (Animales sin tratamiento)

C: Control positivo (Animales tratados con una crema a base de Acetato de Prednisolona 0,59 y
Sulfato de Neomicina 0,5¢g

D: Control positivo (Animales tratados con alcohol al 40%)

X: Animales tratados con extracto de hojas de (S. lycopersicum) al 25%

Y: Animales tratados con extracto de hojas de (S. lycopersicum) al 50%

Z: Animales tratados con extracto de hojas de (S. lycopersicum) al 75%
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2.8.4 Anélisis histopatolégico

Una vez finalizado con todo el proceso experimental, los animales fueron sacrificados con
posterior corte y extraccion de una porcion de piel de la zona correspondiente a la cicatriz; las
muestras de piel fueron trasladadas en frascos herméticos en un medio de conservacion (formol
al 10%), para su correspondiente analisis histopatologicos con el propdsito de verificar el
proceso de regeneracion celular del tejido.

El andlisis de la piel para evaluar el proceso de cicatrizacion de las muestras bioldgica se realizo

en el laboratorio histopatoldgico de SOLCA.
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CAPITULO 111

MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En esta parte de la investigacion se expondran los resultados experimentales y analisis de los
resultados obtenidos del control de calidad tanto de la materia prima como del extracto del
vegetal, la cuantificacion de metabolitos secundarios y la evaluacién de la actividad cicatrizante

“In Vivo”.

3.1 Control de calidad de la droga cruda de Solanum lycopersicum

En control de calidad de la droga cruda, se realizé con las hojas secas y pulverizadas de la
planta de tomate, los resultados obtenidos fueron compararon con los parametros de referencia
para materias vegetales establecidas en las Farmacopeas y la NTE INEN 2392: 2007 (Hierbas

Aromaticas. Requisitos).

Tabla 1-3. Control de calidad de la materia vegetal seca de (S. lycopersicum). Laboratorios.
Facultad de ciencias. ESPOCH. Mayo 2015

Parametro medido Resultado Valor Referencial
8-14% N
FARMACOPEA ESPANOLA
Determinacion de Humedad 10%
12% NTE INEN 2392
Determinacion de Cenizas Totales 11.55% 12% USP N° 28
Determinacion de Cenizas Solubles 6.4% -
470 0 o
en Agua USP N° 28
L, . FARMACOPEA ESPANOLA
Determinacién de Cenizas
1,3% 2%
Insolubles en HCI NTE INEN 2392

Realizado por: Guano, G; 2015

La Tabla 1-3. Nos indica los resultados obtenidos del control de calidad de la material vegetal
pulverizada, el cual contiene una humedad residual del 10%, que se encuentran dentro de las
especificaciones establecidas tanto en la FARMACOPEA ESPANOLA como en la NTE INEN

2392-2007 que se hallan entre 8 y 14%. Es un factor de calidad que nos expresa que el vegetal
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ha sido conservado de manera adecuada evitando el crecimiento microbiano que ocasione la

degradacion de la materia vegetal.

El valor de cenizas totales obtenido es de 11,55%, el cual se asemeja con el valor de 11,29%
obtenido por Dilip, K. J. et al, 2012, pero difiere del valor reportado por Meonah, S, et al, 2012, para la
planta de Solanum nigrum que es de 3.928%, sin embargo se halla dentro del limite de
referencia del 12% establecida por la USP N° 28, lo que nos indica que no presenta gran
cantidad de minerales o trazas dispersadas en la muestra.

El valor obtenido de cenizas solubles en agua es de 6,4% el cual es superior a lo reportado por
Meonah, S, et al, 2012, para la planta de Solanum nigrum en su investigacion que es de 2.316%,
pero se encuentra dentro del rango dado por la USP N°28, si el resultado obtenido supera el 7%

nos indica que existe presencia de sustancias minerales en la planta.

El resultado de cenizas insolubles en HCI es de 1,3%, que es inferior a 6,2%, segun lo reportado
por Dilip, K. J. etal, 2012, para la planta de Solanum nigrum, pero cumple con las especificaciones
establecidas por la Farmacopea Espafiola y la NTE INEN 2392 de maximo el 2%, si dicho
resultado sobrepasa los limites de referencia nos indica que las hojas del vegetal presenta
contaminacién con residuos ya sea de tierra, arena e incluso insecticida. Los resultados

reportados en la tabla garantizan la calidad de la droga vegetal.

3.2. Tamizaje fitoquimico del extracto de las hojas de tomate (Solanum lycopersicum)

Se realizd el tamizaje fitoquimico con el propésito de identificar cualitativamente los
metabolitos secundarios representativos responsable de la accién farmacoldgica, dichos grupos

quimicos justifican la siguiente investigacién referente a Actividad Cicatrizante “In Vivo™.

Tabla 2-3. Tamizaje fitoguimico de los extractos de las hojas de tomate (S. lycopersicum).
Laboratorios. Facultad de Ciencias. ESPOCH. Mayo 2015

EXTRACTO
ENSAYOS METABOLITOS
ETEREO ETANOLICO | ACUOSO

Sudan Aceites y Grasas (++)

Dragendorff (+++) (+++) (++4)
Mayer Alcaloides (++) (++) (++4)

Wagner (+++) (++) (+++)

Balget Cumarinas/grupos lacténicos ) (++)
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Liebermann-Buchari Triterpenos y/o esteroides (+) +)
Catequinas Catequinas +)
Fehling Presencia de Az(icares Q) ©)
Resinas Resinas )
Espuma Saponinas ) Q)
Shinoda Flavonoides (++) (++4)
Antocianidinas Flavonoides (+++)
Cloruro Férrico Taninos/ Fenoles (++) (++)
Borntrager Quinonas +)
Mucilagos Mucflagos )

Realizado por: Guano, G; 2015
Interpretacion: () Sin evidencia; (+) Baja evidencia; (++) Moderada Evidencia; (+++) Alta evidencia

Como se puede evidenciar en la Tabla 2-3. Mediante el tamizaje fitoquimico se identificd
metabolitos secundarios con mayor incidencia en el extracto etéreo los alcaloides, en el extracto
etandlico alcaloides, flavonoides y compuestos fendlicos, y en el extracto acuoso alcaloides y
flavonoides, de los cuales la presencia de flavonoides, alcaloides, taninos/fenoles y los
esteroides concuerda con lo reportado por Shukla, et al, 2013; Meonah, S, et al, 2012, y Kumar, N. S,

2012, en sus investigaciones.

Sin embargo también se ha determinado otros compuestos como los triterpenos y/o esteroides
cumarinas y compuestos grasos con una incidencia moderada, quinonas y catequinas con baja
incidencia.

Los metabolitos presentes en el vegetal como los flavonoides proporcionan el efecto
farmacoldgico ya que actian como antiinflamatorio y antimicrobiano y los compuestos fenoles
que intervienen en la cicatrizacion de heridas mediante procesos de homeostasis, acelerando la
regeneracion celular.

3.3 Determinacién de la calidad del extracto de las hojas de tomate (S. lycopersicum)

3.3.1 Descripcion de los parametros organolépticos
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Tabla 3-3. Descripcion de los requisitos organolépticos del extracto de las hojas tomate
(S. lycopersicum). Facultad de Ciencias. ESPOCH. Mayo 2015.

MUESTRA PARAMETRO DESCRIPCION
Color Verde obscuro
Extracto de las hojas
Solanum Olor Penetrante y poco agradable
lycopersicum
Turbidez Transparente

Realizado por: Guano, G; 2015

En la Tabla 3-3. Se muestra las caracteristicas organolépticas que presenta el extracto de las
hojas de Solanum lycopersicum, los cuales al ser analizados indican un color verde obscuro y

transparente, con un olor penetrante y poco agradable.

3.3.2 Determinacion de los parametros fisicos — quimicos

Tabla 4-3. Determinacion de los parametros fisicos del extracto de las hojas de
tomate (S. lycopersicum). Facultad de Ciencias. ESPOCH. Mayo 2015

MUESTRA PARAMETRO RESULTADO
pH 6.3
Extracto de las hojas Solanum indice de Refraccion 1.36
lycopersicum Densidad Relativa 0.83 g/mL
Solidos Totales 1.2%

Realizado por: Guano, G; 2015

En la Tabla 4-3. Se puede evidenciar los parametros fisicos del extracto, que nos muestra un
pH=6,3 el mismo que se encuentra dentro de los valores reportados por Yanez, A. G. et al, 2014, que
se hallan entre pH= 5-7.5 en extractos etanolico, el valor obtenido se acerca al pH de la piel que

oscila entre pH=5,5 - 6 generando compatibilidad y seguridad al contacto directo con la piel.

El valor del indice de refraccién del extracto es de 1.36, valor que no difiere en gran medida con
el indice de refraccion del agua que es de 1.3, la densidad del extracto es de 0,83g/mL que es
menor a la densidad del agua de 1.000mg/mL, estos resultados nos indica que la presencia de

sustancias disueltas en el extracto es baja.
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3.4 Cromatografia de capa fina TLC

Con la realizacion de cromatografia de capa fina (TLC), se pretende determinar los posibles
compuestos que se hallan disueltos en el extracto del vegetal.

Tabla 5-3. Andlisis cualitativo de identificacion de metabolitos del extracto
de las hojas de tomate (S. lycopersicum). Laboratorios. Facultad
de Ciencias. ESPOCH. Junio 2015

Extracto de Hojas de Solanum lycopersicum
Manchas
Observadas RF COMPUESTO
1 0,11 -
2 0,24 Compuestos Glicosilados
3 0,33 Rutina
4 0,51 Acido Clorogénico
5 0,71 Quercetina

Realizado por: Guano, G; 2015

En la Tabla 5-3. Se exponen los resultados obtenidos de la cromatografia, donde se indican los
posibles compuestos existentes en la planta de Solanum lycopersicum segin los Rf calculados,
los mismos que al compararlos con lo propuesto por Wagner, H; & Bladt, S. 1996, se puede decir que
corresponde a compuestos como Quercetina, Rutina, Acido Clorogénico y compuestos

glicosilados.

3.5 Anélisis cuantitativo por espectrofotometria UV-V

3.5.1 Cuantificacion de flavonoides totales expresados como quercetina

3.5.1.1 Cuantificacion de flavonoides totales en el extracto de Solanum lycopersicum

expresados como quercetina

La cuantificacion de flavonoides en el extracto se realizd por espectrofotometria, a una longitud

de onda de 415nm, para la curva de calibracion se utiliz6 Quercetina como estandar. Las
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mismas que se reportan en el Anexo A. Los resultados obtenidos del ensayo se plantean a

continuacion.

Tabla 6-3. Determinacion cuantitativa del contenido de flavonoides totales equivalentes a
quercetina de los extractos de las hojas de tomate (Solanum lycopersicum).
Laboratorios. Facultad de Ciencias. ESPOCH. Junio 2015

Concentracion en Contenido de
Muestra Absorbancia ppm (ug de flavonoides totales (EQ:
Quercetina/mL de mg de Quercetina/g de
Extracto) MS)
Extracto
) . 0,135 31,96 0,799
Hidroalcohdlico
Extracto
. 0,518 117,1 2,93
etandlico

Realizado por: Guano, G; 2015

En la Tabla 6-3. Se expone los resultados obtenidos de la cuantificacion de flavonoides totales,
donde se muestra que en el extracto hidroalcoholico contiene 0,799mg equivalente de
querceina/g materia seca, mientras gque en el extracto etandlico tenemos 2,93mg equivalente de
quercetina/g de materia seca; al correlacionarlos con el resultado reportado por Maharana, L. et al.
2010, que muestra el contenido de flavonoides de la planta de Solanum nigrum de 5,86mg
equivalentes de quercetina/g se nota que el valor es menor. Dado a la diferencia del contenido
de flavonoides presentes en los extractos se puede decir que el extracto etanolico extrae con

mayor eficacia dichos compuestos.

3.5.2 Cuantificacion de fenoles totales

El ensayo para determinar el contenido total de compuestos fendlicos en el extracto de las hojas
de Solanum lycopersicum se realizé mediante el Método de Folin-Ciocalteau. Donde para la
curva de calibracion se utilizé como estandar acido galico, y sus absorbancias se leyé a longitud
de onda de 660nm. Las concentraciones utilizadas y las absorbancias obtenidas para la curva de

calibracién se muestran en el Anexo B.
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3.5.2.1 Cuantificacién de fenoles totales expresado como &cido galico

Tabla 7-3. Determinacion cuantitativa del contenido de fenoles totales equivalentes a acido
galico en el extracto de las hojas de tomate (S. lycopersicum). Facultad de ciencias.
ESPOCH. Junio 2015

) Concentracién en ppm Contenlc]ico de;
Muestra Absorbancias (g de Ac. Gilico/mL CO(rgilg!StOS gn(?a\ icos
: mg de Ac.
de Extracto) galico/g de MS)
Extracto
] . 0,088 51,6 1,29
Hidroalcoholico
Extracto
- 0,217 137,6 3,44
etanolico

Realizado por: Guano, G; 2015

La Tabla 7-3. Expone los resultados de la cuantificacion de fenoles totales en el extracto que
indica un valor de 1,29mg equivalente de &cido galico/g materia seca en el extracto
hidroalcohdlico, por otra parte se obtuvo 3,44mg equivalente de acido galico/g materia seca en
el extracto etandlico, los cuales son menores a los valores reportados por Padmashree, A, et al, (2014,
pp. 1024-1025) que son de 13.87mg/g equivalente a acido galico en el extracto alcohdlico y
18.97mg/g equivalentes a acido galico en el extracto hidroalcohdlico en la planta de Solanum
nigrum, la presencia de compuestos fendlicos justifica la actividad farmacoldgica que posee el

vegetal en las pruebas “In Vivo”.

3.6 Anélisis microbioldgico del extracto

Tabla 8-3. Determinacién de los pardametros microbioldgicos del extracto de las hojas de

tomate (S. lycopersicum). Facultad de Ciencias. ESPOCH. Junio 2015

. RESULTADO LIMITE MAXIMO
MUESTRA DETERMINACION
UFC/mL NTE INEN 2392: 2007

) Aerobios Mesdfilos 200 UFC /mL 10 000 UFC/mL

Extracto de las hojas _ _

. Coliformes Tolales y Fecales Ausencia <10 UFC/mL

Solanum lycopersicum i

Mohos y Levaduras Ausencia < 1x10* UFC/mL

Realizado por: Guano, G; 2015

UFC: Unidades formadoras de Colonias

Los resultados expresados en la Tabla 8-3. Nos muestra que el extracto de las hojas de Solanum
lycopersicum, cumple con los requisitos microbioldgicos establecidos en la Norma NTE INEN

2392, 2007, ya que muestra crecimiento de Aerobios Mesofilos con 200UFC/ mL, el mismo que
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es inferior al limite de referencia 10,000UFC/mL, por otra parte no se observé crecimiento tanto
de Coliformes Tolales y Fecales como de mohos y levaduras, en la muestra por ende no
presenta mayor riesgo para la salud y es aceptable para su aplicacion como fitoterdpicos ya que
esta informacion garantiza la calidad del extracto.

3.7 Evaluacion de la actividad cicatrizante del extracto de las hojas de S. lycopersicum en
ratones (Mus musculus). Bioterio. Facultad de Ciencias. ESPOCH. Julio 2015

3.7.1 Tiempo de cicatrizacién de heridas en los grupos experimentales.

Para evaluar la actividad se seleccion6 24 ratones Mus musculus, asignados a 6 grupos
experimentales. Los mismos que comprenden: Un control negativo, Dos controles positivos a
los que se les aplicd: Crema a base de (Acetato de Prednisolona 0,59 y Sulfato de Neomicina
0,59) y Alcohol al 40%; y Tres grupos experimentales tratados con extracto de Solanum
lycopersicum a concentraciones de 25%, 50% y 75%. A los cuales se les medi6 el tiempo de

cicatrizacion, tiempo de desprendimiento de la costra y longitud de la herida.

Tabla 9-3. Actividad cicatrizante del extracto de las hojas de tomate
en ratones evaluado segln los dias de cicatrizacion.
Bioterio. Facultad de ciencias. ESPOCH. Julio 2015

TIEMPO DE CICATRIZACION DE LAS HERIDAS EN DIAS
GRUPOS | Repeticiones | PROMEDIO | o /" o1ON
STANDAR ()

B 4 145 058

c 4 105 058

D 4 115 058

X 4 10,3 096

M 4 9,8 0,50

£ 4 7,3 0,50

Realizado por: Guano, G; 2015

Donde:

B: Control negativo (Animales sin tratamiento)
C: Control positivo (Animales tratados con una crema a base de Acetato de Prednisolona 0,59 y

Sulfato de Neomicina 0,5g.
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D: Control positivo (Animales tratados con alcohol al 40%)

X: Animales tratados con extracto de hojas de (S. lycopersicum) al 25%
Y: Animales tratados con extracto de hojas de (S. lycopersicum) al 50%
Z: Animales tratados con extracto de hojas de (S. lycopersicum) al 75%

Cuestionando los datos de la Tabla 9-3. El tratamiento con mayor efectividad sobre el proceso
de cicatrizacion de heridas es el Grupo Z, tratado con el Extracto al 75%, que llevd en
promedio 7.3 dias para sanar la lesion inducida, al contrario del grupo X (extracto al 25%) y el
grupo Y (extracto a 50%) que tardan 10,3y 9,8 dias respectivamente, el grupo C (tratamiento
de referencia) que tarda 10,5 dias, el grupo D (Alcohol a; 40%) que tarda 11,5 dias, por ende
su efecto se determina por el menor tiempo que llevd para su completa cicatrizacion, a
diferencia de los demas tratamientos que tuvieron un tiempo superior para cumplir con su efecto

farmacoldgico.

3.7.2 Analisis estadistico

Con los resultados obtenidos de la actividad cicatrizante en lesiones inducidas a Ratones (Mus
musculus). Se realizd el analisis estadistico utilizando el test ANOVA un factor y test Tukey,
con el propésito de hallar diferencias estadisticas entre los diferentes grupos experimentales y
los grupos controles. Ademdas se requiere evaluar la existencia o no de la actividad

farmacoldgica propuesta para la planta de Solanum lycopersicum.

Tabla 10-3. Andlisis de Anova unifactorial realizado segun los resultados obtenidos de los dias
de cicatrizacion de los diferentes grupos experimentales. Bioterio. Facultad de
ciencias. ESPOCH. Julio 2015
ANOVA DE UN FACTOR

DIAS DE CICATRIZACION

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F P-valor
112,375 5 22,475 55,8 2,5017E-10

Entre grupos

Dentro de los
7,25 18 0,40277778

grupos

119,625 23
Total

Realizado por: Guano, G; 2015

53



En la Tabla 10-3. Se exponen los resultados obtenidos del test ANOVA de un factor, donde se
analiza los datos de los dias de cicatrizacion de los modelos experimentales de los diferentes
tratamientos aplicados, en el que se compara la media de los diferentes grupos experimentales;
con un p-valor de 2,5017E-10 el cual es menor al nivel de significancia de 0,05%, por lo que se
rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hip6tesis alternativa que indica que al menos 2 de los
tratamientos experimentales aplicados tienen diferencias significativas en el tiempo de

cicatrizacion de la heridas al compararse con los demas tratamientos.

Se puede decir que el efecto se debe al contenido de Flavonoides y fenoles en el extracto,
ademas de otros metabolitos presentes. Los mismos que interviene en la reepitelizacion de los
tejidos a través de la coagulacion sanguinea, acelerando el proceso de cicatrizacion. Los
flavonoides actian también como antimicrobiano y generan un medio seco evitando la

proliferacion de bacterias.

Tabla 5-3. Analisis estadistico usando test de tukey para los dias de cicatrizacion
de los diferentes grupos experimentales. Bioterio. Facultad de ciencias.
ESPOCH. Julio 2015
DIAS DE CICATRIZACION

Tukey B®
Subconjunto para alfa = 0.05
Grupos N 1 2 3 4

Z= Extracto C; 4 7,2500
Y= Extracto C, 4 9,7500
X=Extracto C; 4 10,2500| 10,2500

C= Control positivo 1 4 10,5000 10,5000

D= Control positivo 2 4 11,5000

B= Sin tratamiento 4 14,5000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 4,000.
Realizado por: Guano, G; 2015

La Tabla 11-3. Reporta los resultados del test tukey, que nos permite determinar la similaridad
entre los grupos para la actividad cicatrizante. Por lo que podemos expresar a un nivel
confianza del 95%, que el grupo Z (extracto al 75%) es el tratamiento que dio mayor

efectividad debido a que disminuye los dias de cicatrizacion de las heridas considerablemente a
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diferencia de los deméas tratamientos. Por otra parte el grupo X (extracto al 25%) y C
(medicamento de referencia crema a base de Acetato de Prednisolona 0,59 y Sulfato de
Neomicina 0,5g) presentan homogeneidad de efecto cicatrizante entre dichos tratamientos. A
diferencia del grupo B (sin tratamiento) que no posee homogeneidad con ningun otro
tratamiento ya que tarda mayor tiempo en cicatrizarse la herida.

Cabe recalcar que no todos los tratamientos que se administran para la actividad cicatrizante
producen el mismo efecto, es decir el nivel de cicatrizacién es variable y depende de varios
factores, como la concentracion de los extractos administrados, las caracteristicas fisioldgicas de

los roedores y su afinidad hacia el tratamiento.

3.7.3 Variacion del tamafio de las heridas en el proceso experimental de cicatrizacion

Tabla 12-3. Actividad cicatrizante del extracto de las hojas de tomate (S. lycopersicum)
evaluado segun el tamafio de la herida. Bioterio. Facultad de Ciencias. ESPOCH.
Julio 2015.

REDUCCION DEL TAMARO DE LAS HERIDAS (cm)
TRATAMIENTOS

DIAS B C D X Y Z
1 2 2 2 2 2 2
2 1,9 1,9 1,8 1,7 1,8 1,7
3 1,7 1,6 1,5 1,4 1,5 1,3
4 1,5 1,4 1,3 1,2 1,1 1
5 1,3 1,2 1,1 1 0,9 0,7
6 1,2 1 0,9 0,9 0,7 0,4
7 1 0,8 0,7 0,5 0,6 0
8 0,8 0,5 0,6 0,3 0,3
9 0,7 0,4 0,5 0,1 0,2
10 0,5 0,3 0,3 0 0
11 0,4 0 0,2
12 0,4 0
13 0,2
14 0,1
15 0

Realizado por: Guano, G; 2015

En la Tabla 12-3. Se puede observar los resultados de las pruebas “In Vivo”, segun la variacién
del tamafio de la herida de cada uno de los grupos experimentales al concluir con los
tratamientos. Donde verificamos que el cierre de la herida se da en el grupo Z (extracto al 75%)

en aproximadamente 7 dias, los grupos X (extracto 25%), Y (extracto 50%), y C (Tratamiento
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de referencia) muestran un efecto farmacologico similar ya que actian mas como
antinflamatorio y antimicrobiano que como cicatrizantes, el cierre completo de la herida en
estos grupos se da en 10 dias aproximadamente y el grupo D (alcohol al 40%) que basicamente
actlia como antiséptico evitando que se produzca una infeccion en la herida y su cierre completo
se da en 12 dias. A diferencia del grupo B (sin tratamiento) que al no disponer de un agente que
impulse la reepitalizacion de los tejidos, el cierre de la herida se da en un tiempo superior a los

demas tratamientos.

3.7.4 Tiempo de formacion y desprendimiento de la costra

Tabla 13-3. Actividad cicatrizante del extracto de las hojas de S. lycopersicum
evaluado segun el tiempo que tarda en formarse y desprenderse la
costra. Bioterio. Facultad de Ciencias. ESPOCH. Julio 2015

DESPRENDIMIENTO DE LA COSTRA (cm)
GRUPOS DE TRATAMIENTO

DIAS B C D X Y z
1 0 0 0 0 0 0
2 0,1 0,2 0,2 0,3 0,3 0,6
3 0,3 0,8 0,6 0,7 0,8 11
4 0,7 11 0,9 1,2 15 15
5 1,2 1,6 15 1,7 19 0,9
6 1,5 1,8 1,9 18 13 0,3
7 1,8 1,5 1,6 13 0,9 0,1
8 2 0,9 11 0,9 0,5 0
9 1,8 0,5 0,8 0,4 0,3
10 1,5 0,2 0,5 0,1 0,2
11 1,2 0,2 0,3 0 0
12 0,9 0 0,1
13 0,6 0
14 0,3
15 0,1
16 0

Realizado por: Guano, G; 2015

En la Tabla 13-3. Se muestra los resultados del tiempo que tarda en formarse y desprenderse la
costra de acuerdo a cada tratamiento. Una vez mas nos indica que el tratamiento Z (extracto al
75%) tiene mayor efectividad para la cicatrizacién de heridas, esto se debe a la mayor
concentracién de metabolitos, ya que el proceso se da en el menor tiempo posible regenerando

rapidamente la capa afectada de la piel.

56



Figura 1-3. Tiempo de formacion y desprendimiento de la costra. Bioterio. Facultad de
Ciencias. ESPOCH (Julio 2015).

DESPRENDIMIENTO DE LA COSTRA

2
18 //K
5, 1,6
3 1,4
= —t— B
w12
I -&=—C
< 1
w === D
Q0,8
% 0,6 X
<§: 0,4 e Y
- 0,2 -7

0

0 2 4 6 8 10 12 14 16
DIiAS DE CICATRIZACION

Realizado por: Guano, G; 2015

La figura 1-3. Muestra el proceso de formacion y desprendimiento de la costra en la
cicatrizacion de heridas, donde el pico maximo de la figura indican el tiempo que tarda en
formarse la pastula en funcién de los dias del tratamiento, por tanto se observa que todos los
grupos experimentales inician el proceso de formacion de la costra a los dos dias de aplicacion
del tratamiento, sin embargo la costra es desprendida segin cada tratamiento; asi tenemos los
controles positivos C y D que tardan 6 dias en formarse la costra y 11 dias en eliminarse.
Mientras que el grupo Z (extracto a los 75%) la pUstula se forma a los 4 dias y es desprendida
en un tiempo éptimo de 8 dias, y los tratamientos X (extracto al 25%) y Y (extracto al 50%)
requieren mayor tiempo para su efecto, el tiempo de la cicatrizacion de las heridas tiene sus
beneficios ya que ayuda a reducir su longitud y espesor disminuyendo posibles infecciones por

microorganismos.

El extracto de las hojas de tomate presentan mejor efecto cicatrizante que el extracto de bolsa de
pastor (Capsella bursa-pastoris) que cicatriza las heridas en un lapso de 10 dias a una
concentracién de 80% segun el estudio realizado por Aynaguano, R, M. (2014, pp. 58-64); también es
mas eficaz frente al extracto de malva (Malva sylvestris L.) que su efecto cicatrizante se en un
lapso de 9,3 dias a una concentracion del 100% seguln el estudio de Santamaria, E, 2013; en el

estudio realizado por zamide, E; et al. 2015, indica que el extracto de la planta de tomate tarda 9

57



dias cicatrizar una herida lo cuales presentan diferencia minima en su efecto cicatrizante

considerando los dias de cicatrizacion.

3.8 Examen histopatolégico

Tabla 14-3. Examen histopatoldgico de la piel de los ratones (Mus musculus) sujetos al proceso
experimental para la evaluacion del efecto cicatrizante. Bioterio. Facultad de
Ciencias. ESPOCH. Julio 2015

MUESTRA EXAMEN MICROSCOPICO
. i . . Tejido Tejido Anexo »
Piel de Raton Edema PMN Linfocitos Lo . . Interpretacion
Epitelial  Conectivo  Piloso
Edema: Parte del
B-ST (+++)  (+) (+) (++4) (+) (++) _ )
proceso inflamatorio
PMN: Inflamacion
aguda
C-CP, ) ) (+) (+++) (+++) (+++) L .
Linfocitos: Inflamacion
Cronica
Tejido Conectivo:
D -CP, (++) ) +) (+++) (++) (++) Cicatrizacion con
fibrosis
Tejido Epitelial:
X -GE; (+) (++) (++) (+++) (+++) (++) Regeneracion
Epidérmica
Anexo Piloso:
Y-GE; (+) (+) (+) (+++) (++) (++) L
Regeneracion Dérmica
Z-GEg ) ) ) (++4) (++4) (++4)

Realizado por: Guano, G; y Robles, J; 2015
PMN: Polimorfos nucleares; (-) No se observa; (+) Bajo; (++) Moderado; (+++) Alto

La Tabla 14-3. Exhiben los resultados del analisis histopatoldgicos de la piel de los roedores
que fueron sometidos al proceso experimental de la actividad cicatrizante del extracto de
Tomate (S. lycopersicum), en las muestras de piel se observo: En el grupo B (sin tratamiento) la
presencia de proceso inflamatorio y microbiano por la incidencia de edema y polimorfos
nucleares y en la regeneracion celular con mayor incidencia solo se observa tejido epitelial, su

cicatrizacion esta en 60%.

58



El grupo C (Tratamiento de referencia), por su accion como antinflamatorio y antimicrobiano no
presenta edema ni PMN, por ende la regeneracion celular es completa ya que se observa tejido
epitelial, tejido conectivo y anexos pilosos con alta incidencia, cicatrizacion 100%

El grupo D (alcohol al 40%) presenta proceso inflamatorio moderado, en cuanto a la
regeneracion celular se observa tejido epitelial con alta incidencia, tejido conectivo y anexos
pilosos con incidencia moderada por lo que se puede decir que su cicatrizacidn esta en 78%.

El grupo X (extracto al 25%) presenta inflamacién minima y accion microbiana moderada, en
la regeneracion celular se observa con mayor incidencia tejido epitelial y conectivo, anexos

pilosos con incidencia moderada por tanto su cicatrizacion es de 89%

El grupo Y (extracto al 50%) presenta baja inflamacion y en la regeneracion celular se observa
tejido epitelial con mayor relevancia, tejido conectivo y anexos pilosos es moderado, su efecto

cicatrizante se da en un 78%.

Mientras que el Grupo Z, ademas de no presentar proceso inflamatorio el efecto cicatrizante esta
en 100% ya que muestra alta incidencia de tejido epitelial, conectivo y anexos pilosos. Su
regeneracion celular se da tanto a nivel de la epidermis y la dermis. Algunos de los parametros

encontrados concuerdan con lo reportado por zamide, ¢; et al. 2015
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CONCLUSIONES

e Se evalué la actividad cicatrizante del extracto de las hojas de Tomate (Solanum
lycopersicum) sobre las heridas inducidas en ratones, correlacionandolas con los controles
positivos (Crema a base de Acetato de Prednisolona 0,5g y Sulfato de Neomicina 0,5g, y
Alcohol al 40%); demostrando mediante el test ANOVA y TUKEY que el tratamiento con
el extracto a una concentracion del 75% tiene mayor eficacia para la sanacion de heridas,
ya que el tiempo de cicatrizacion es corto a diferencia de los demés tratamientos que

requieren mayor tiempo.

e El control de calidad del extracto del vegetal nos muestra resultados que se encuentran
dentro de los rangos permisibles por la Farmacopea Espafiola y la USP N° 28. En cuanto a
analisis microbioldgico se determind crecimiento de Aerobios Mesdfilos y ausencia de
Coliformes totales, Mohos y Levaduras, por lo que cumplen con las especificaciones
planteadas en la Norma NTE INEN 2932: 2007. Aseguran la calidad del extracto debido a

que presenta condiciones éptimas de higiene y no muestra riesgo para la salud.

e  Gracias al tamizaje fitoquimico de los extractos etéreo, etanolico y acuoso de las hojas de
Solanum lycopersicum se logro identificar metabolitos secundarios encargadas de actividad
farmacoldgica entre los cuales tenemos compuestos fendlicos, taninos, flavonoides,
alcaloides, triterpenos y esteroides, de los cuales poseen mayor potencial para el efecto
cicatrizantes los flavonoide y fenoles. Mediante TLC se presume que existen metabolitos

como compuestos glicosilados, Rutina, Acido clorogénico y Quercetina.

e En la cuantificacion de metabolitos secundarios en el extracto, se determind contenido
significativos de flavonoides totales equivalentes a Quercetina y fenoles totales
equivalentes de acido galico por gramo de materia seca. Estos metabolitos justifican la
actividad cicatrizante en las pruebas “In Vivo”, debido a que los flavonoide actlan como
antinflamatorios y los taninos presentan actividad hemostatica que provoca el incremento

de la coagulacién sanguinea actuando como antihemorragico.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere desarrollar un fitofarmaco que facilite la utilizacién del extracto de Solanum

lycopersicum que sea accesible para la poblacion.

Incorporar el extracto de Solanum lycopersicum en combinacién con otros vegetales para

determinar si mejora los resultados del efecto cicatrizante.

Realizar estudios procedentes de la presente investigacion vinculados a los metabolitos
existentes en la planta de Tomate con el propdsito de determinar otras propiedades

farmacoldgicas.
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ANEXQOS

ANEXO A. Curva de Calibracion de Flavonoides
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ANEXO B. Curva de Calibracién de Fenoles Totales
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ANEXO C. Control de Calidad de la Materia Prima
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ANEXO D. Preparacion de los Extractos de las hojas de Tomate
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ANEXO E. Tamizaje fitoquimico del extracto de las hojas de Tomate.
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ANEXO F. Cromatografia de Capa Fina
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ANEXO G. Control de Calidad del Extracto de las Hojas de Tomate.
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ANEXO H. Cuantificacion de flavonoides y fenoles Totales por Espectrofotometria UV-V.

Realizado por: Guano, G; 2015



ANEXO 1. Anélisis microbiolégico del extracto
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ANEXO J. Aclimatacion de los animales de experimentacion
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ANEXO K. Asignacion de grupos experimentales para la actividad cicatrizante
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ANEXO L. Depilacion del dorso de la piel
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ANEXO M. Induccion de heridas a los modelos experimentales
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ANEXO N. Aplicacién de los tratamientos experimentales
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ANEXO O. Cicatrizacion de las Heridas posterior a la aplicacién de los
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ANEXO Q. Fotografias del examen histopatoldgico de la piel de los ratones (Mus musculus)

| EXAMEN HISTOPATOLOGICO DE LA PIEL DE RATONES OBSERVADAS A 40X




CONTROL NEGATIVO: Corte histoldgico de cicatriz
experimental sin tratamiento

CONTROL POSITIVO 1: Corte histoldgico de cicatriz
experimental tratada con Lamoderm

CONTROL POSITIVO 2: Corte histolégico de cicatriz
experimental tratada con Alcohol al 40%.

GRUPO EXPERIMENTAL 1: Corte histologico de
cicatriz experimental tratada con el extracto al 25%.

GRUPO EXPERIMENTAL 2: Corte histologico de
cicatriz experimental tratada con el extracto al 50% .

GRUPO EXPERIMENTAL 3: Corte histolégico de
cicatriz experimental tratada con el extracto al 75%.

Realizado por: Guano, G; 2015

ANEXO R. Normas técnicas NTE INEN 2392-2007
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5. DISPOSICIOMES ESPECIFICAS

5.1 Las hierbas aromaticas, destinadas para preparar infusiones, en la etiqueta de su envase no
deben declarar propiedades terapéuticas para prevenir o curar enfermedades.

6.1 Requisitos Especilicos

6. REQUISITOS

6.1.1 Se consideran hierbas aromaticas alas sigulentes ™

Nombre comn

Anis estrella

Anis verde (pan de anis)
Caneala

Cadran

Clavo da olor
Enaldo

Eucalipto

Falso tiko (sauco)
Hiarbabuana

Hierba luisa
Jazmin
Liman
Marzanilla
Mejorana
Menta

Maranja
Crégand
Romeno
Rosa
Tipa
Toamilla
Taronjil

]

Nombre clentifico
IMicivm amisatum
Fimpinelia anisum
CinNamomim Zeywarnc m
Cinnamomun cassia
Aloysia tnphylia (L Her)Britton
Eugenia carnvophyiius
Anethum graveoiens
Eucaliptus giobulus
Sambucus migra L
Mentha spicata,

Cymbopogon citratus
Jasminwm officinale

Citrus fmonwm, Citrus fmelta
Matricana camomla,
Origanum majorana
Mentha puegium
Mentha piperita
Citrus auranbiuem
Origanum vulgare
Rosmarinus officinalis
Rosa spp
Minthostac hys mollis
Thymuws vidgans L,
Melissa officinalis

Parte usada
Fruto

Fruto
Corteza

Hajas

Flores,
Tallg, hajas, flores
Haojas

Flores

Hiarba, hojas y copos
florescantes

Hojas

Flores

Hojas, fruto, cascara,
Flores y plants
Partes aéreas

Partes atéreas

Haojas vy flores
Partes aéreas
Partes atreas
Flores, escaramujo
Talla, haja, flores
Parte agrea

Partes adraas

Esta lista no excluye la uilizacién de otras plantas que luego de su estudio toxicoldgico, vy

contenido de aceites esenciales, hayan sido aprobadas como tales por el Ministerio de Salud a

través del Instituto de Higiene.

6.1.2 Lashierbas aromaticas, deban cumplir los requisitos establecidos en las siguientas tablas:

TABLA 1. Requisitos fisicos-quimicos

REequisitos Max Matodo de ensayo
Humedad, % 12 WTE INEM 1114
Cenizas ingolubles en HC al 10 3%, % m/m 2 NTE INEM 1118

{ Continua)
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TABLA 2. Contenldo de aceltes esenclales

Hierba Aromdtica  Aceite esenclal, %= Min

Anis astralla® 50
Anis verde* 20
Canala 1,2
Cadndn 02
Clavo da Olor 13,0
Eneldo 30
Eucalipto 1.5
Falzo tika 0,03
Hierba buena 0,08
Hierba luisa 3,0
Limanearo 25
Marzanilla 02
Majorana a7
Manta 025
Maranja 02
Orégano 0,5
Romero 1.5
Rosa 0,01
Tipa 1,2
Tamillo 15
Toronjil 0,3

Método de ensayo AOAC 968.20

6.1.3 Los requisitos microbiolagicos que deban cumplir las hierbas aromaticas, son s qua sa

aspacifican an la tabla 3,

TAEBLA 3. Requisitos Microbloldgicos

REQUISITO Max Metodo de ensayo
Aarmobios fotales ufcig 1x10° NTE INEMW 1528-5
Eschernchia coli ufe/g 1x 10 NTE IMEN 1529-7
Enterobacteraceas ufo/g 1% 107 NTE IMEM 1528-13
Mohos v levaduras upcia 1107 MNTE IMEN 1528-10
Clastridium, ufalg ausencia NTE INEM 1529-18
Salmaonella, en 19 ausencia NTE INEM 1520-15
Shigellaenig ausencia NTE IMNEN 1529-16

6.1.4 El contenido maximo de contaminantes presenies se especifican en la tabla 4.

TABLA 4. Contenido maximo de contaminantes

Contaminante mg/kg
Arghnich, As 1.0
Ploma, Pb 0,5

{ Cortindal
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