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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue evaluar la actividad cicatrizante in vitro por inhibicion de
hialuronidasa e in vivo en heridas inducidas en ratones (Mus musculus) del arrayan (Myrcianthes
halli). Una muestra seca y prensada de la planta se identific taxonémicamente en el Herbario de la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, se efectué el control de calidad de las hojas
previamente pulverizadas, se desarrollo el tamizaje fitoquimico de los extractos, se obtuvo el
extracto hidrometandlico mediante un proceso de extraccion por soxhlet donde se obtuvo Ila
fraccion flavonica, se realizd la cromatografia en capa fina (TLC) de hojas. Se utiliz6 distintos
tratamientos para la fraccion flavonica de las hojas, los cuales fueron (5; 10; 20; 40; 60 y
80mg/mL) para los ensayos de inhibicion de hialuronidasa; se empled un blanco negativo y un
control de actividad maxima de la enzima, para in vivo se aplicé 5 tratamientos: Control (+) =
Tratados con Lamoderm, Control (-) = blancos, Grupos X, Y y Z = Tratados con extractos a
concentraciones de 40; 60 y 80 %. Los resultados obtenidos en la inhibicién de hialuronidasa
bovina y veneno de cobra Naja naja fueron satisfactorios con tratamientos de hojas a dosis de
80mg/mL con un 54.70 y 65.72%, mientras que en in vivo se considerando el tiempo de
cicatrizacion y la longitud final , los resultados fueron analizados estadisticamente con un intervalo
del 95% de confianza, por medio de los test Anova y Tuckey. Se concluyé que a mayor dosis de
fraccion flavénica de hojas de Myrcianthes halli se obtuvo mayor porcentaje de inhibicion de
hialuronidasa, al igual que in vivo los extractos al 60 y 80% posee actividad cicatrizante efectiva
por la presencia de flavonoides y por ende ofrece un mejor efecto cicatrizante en heridas. Se
recomienda continuar con un analisis de toxicidad cronica para que el vegetal pueda ser
comercializado como tal.

Palabras Clave: <ARRAYAN [Myrcianthes halli]>, <EXTRACTOS HIDROETANOLICO>,
<TAMIZAJE FITOQUIMICO>, <FRACCION FLAVONICA> <CROMATOGRAFIA EN
CAPA FINA [TLC]>, <INHIBICION DE HIALURONIDASA [enzima]> <VENENO DE
COBRA [Naja naja]>, <EFECTO CICATRIZANTE>.



ABSTRACT

The investigation objective consisted of evaluating the in vitro cicatrizing activity through
inhibition of hialuronidase in vivo in induced wounds in mice (Mus musculus) of the myrtle(
Myrcianthes halli). A dried up and pressed simple of the plant was taxonomically identified in the
Herbarium of the Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. The collection and drying up of the
vegetal matter was carried out; later, the quality of the leaves previously pulverized was performed;
the phytochemical sieving of the extracts which was carried out with different solvents: dietlic
ether, alcohol al 96% and distilled water was developed; the hydrometanolic extracts were obtained
through an extraction process by soxhlet ehere the favonic fraction was obtained and the
chromatography in thin layer of leaves was conducted. Different treatments were used for the
flavonic fraction of leaves, which were (5, 10, 20, 40, 60 and 80 mg/mL) for the essays of
hialuronidase inhibition; a negative blank and a maximum enzyme activity control were used; for
in vivo 5 treatments were applied these being: Control (+)= treated with Lamoderm Cream, Control
(-)= blanks,Groups X, Y and Z = treated with extracts at concentrations of 40, 60 and 80%. The
results obtained in the bovine hialuronidase inhibition of the cobra venom, Naja naja, were
satisfactory in the leaf treatments at dosages of 80mg/mL with a 54.70% and 65.72% inhibition of
more tan a 50 % respectively while in vivo the cicatrization time and the final length of the scar are
consedered. The results were analyzed statistically with a 95% confidence interval by means of the
Anova and Tuckey tests. It was concluded that the higher the dosage of flavonic fraction of leaves
of Myrcianthes halli the higher percentage of hialuronidase inhibition, similar to in vivo.lt is
concluded that extracts at 60 and 80% possess an effective cicatrizing activity in a 12-dy time due
to the presence of flavonoids and hence it offers a better cicatrizing effect in wounds. It is
recommended to continue with chronic toxicity analysis so that the vegetable could be

commercialized as such or its active principles in a pharmaceutical way.

Key Words: <Arrayan [Myrcianthes halli] >, <HYDRO-ETHANOLIC EXTRACTS>, <
FLAVONIC FRACTION>, <THIN LAYER  CHROMATOGRAPHY [TLCI>,
<HYALURONIDASE INHIBITION [enzyme]>, <PHYTOCHEMICAL SIEVING>, <HYDRO-
METHANOLIC EXTRACTS>, <COBRA POISON [Naja naja]>, < CICATRIZING EFFECT>.



INTRODUCCION

Un porcentaje considerado de la poblacién mundial mantiene un cuidado en su salud aplicando
una variedad de medicinas basadas en plantas medicinales y derivados de las mismas, son
utilizados desde afios milenarios en la medicina antigua y hoy en dia son cada vez mas valiosos

para la obtencién de medicamentos modernos en la industria farmacéutica. (Vallejo, 1998, pp.4-8)

Nuestro pais tiene una gran variedad en especies, aquellas no han sido investigadas para el uso
medicinal hasta la actualidad y ya que la situacion econémica de nuestro pais afecta notoriamente,
por el gran incremento de la poblacién, se busca principalmente en las zonas rurales generar
conocimientos los mismos que les ayudaran a obtener alternativas de manera que se involucren en
el tratamiento de enfermedades comunes y llegar hacer accesibles para toda la poblacion. (Farzaei,
Abbasabadi, & Shams, 2014, pp.26-30)

La mayor parte de las personas somos vulnerables a presentar un sin nimero de lesiones de nuestra
piel estas pueden ser por objetos de cocina o utensilios del uso diario. Las personas que son mas
propensas a presentar estas lecciones son aquellos cuyo sistema inmunolégico dista de ser 6ptimo.
Hay factores importantes como son la edad, cuando los nifios y adultos mayores estos grupos

sociales corren un riesgo especial de infeccion. (zambrano, 2014, p. 4)

Un problema mas conocido en nuestra realidad es la diabetes mellitus, esta enfermedad en su
mayoria es mal controlada y asi interviene de manera desfavorable en el proceso de cicatrizacion

en heridas como es el caso del pie diabético. (Calne, 2005, pp.2-3)

La cicatrizacion de heridas es un proceso de alta complejidad orientado a recuperar la integridad
del tejido, permitiendo su regeneracion y restaurando sus funciones, se ha seleccionado esta planta
ya que en diferentes investigaciones en la familia Myrtaceae, de la cual forma parte la especie del
presente estudio Myrcianthes hallii han revelado la presencia de alcaloides, lactonas, quinonas,
triterpenos, azucares reductores, saponinas y flavonoides siendo las ultimas los de mayor
concentracion y destacando la presencia de quercetina el cual ayuda a la desinflamacién de heridas

segun estudios realizados de la familia . (Bodero, 2013, pp. 5-9)

Teniendo en cuenta las diferentes investigaciones en la familia , se va a evaluar la actividad
cicatrizante de extractos hidroalcohdlicos de la especie Myrciantheshalli para demostrar la

actividad que ejerce esta especie cuyos fitoconstituyentes como los flavonoides ayudan a la



regeneracion celular y a la vez la inhibicién de la enzima hialuronidasa, permite desarrollar un
métodos usando modelos in vitro y modelos experimentales in vivo, se puede comprender la
respuesta de cicatrizacion de las heridas. (Subalakshmi, y otros, 2014,pp. 127-131)

Esta investigacion proporcionara evidencia cientifica en cuanto a la cicatrizacion de heridas,
buscando asi incrementar el manejo de especies vegetales, brindando sus fines terapéuticos en el
caso de esta planta que se la utiliza en comidas pero obvian el uso cicatrizante que ella puede
poseer y también teniendo un bajo costo siendo una opcion accesible para los pacientes que sufren
alguna alteracion en la cicatrizacion de heridas, buscando asi el mejor vivir en las familias q
pueden presentar heridas pequenas.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la actividad cicatrizante del extracto de hojas de arrayan (Myrcianthes hallii) in vitro por

inhibicion de la hialuronidasa e in vivo en heridas inducidas en ratones (Mus musculus).

Objetivos Especificos

1. Realizar el perfil fitoquimico y farmacolégico del extracto de hojas de Myrcianthes hallii.

2. Comprobar el efecto cicatrizante del extracto de hojas de Myrcianthes hallii, in vitro por
inhibicion de la hialuronidasa

3. Comprobar el efecto cicatrizante del extracto de hojas de Myrcianthes hallii inducidas en

ratones (Mus musculus).



CAPITULO I

1 MARCO TEORICO

1.1 Medicina natural

La medicina natural es conocida también como alternativas de sanacion y curacion de
enfermedades ya que de esta manera extraemos los beneficios de dichos productos, conservando
sus principios activos, evitando que estos sean manipulados quimicamente. Los productos naturales
que se utilizan son provenientes de vegetales y minerales para diferentes usos como la aplicacion
en forma tdpica o en ciertos casos de manera ingesta para emplearlo directamente al paciente. Los
beneficios de dichas plantas que se utilizan para la cicatrizacion se obtienen en forma de emplasto
que se coloca directamente sobre la herida ayudando a la coagulacion de la sangre y a la
maduracion de la dermis. (Hervias, 2006, http://www.monografias.com/trabajos34/medicina-natural/medicina-

natural.shtml)

El Ecuador por ser un pais rico en fauna y flora se presenta un crecimiento notable del 20% del uso
y comercializacion de plantas con poder de curativo para aprovechar sus componentes que tiene
alto nivel sanacién sin provocar efectos secundarios que causen dafio al paciente. (Buitrén, 1999, pp. 1-
5)

1.2 Fitoterapia

Es una terapia a base de plantas que tiene como fin prevenir y controlar enfermedades a nivel
corporal con el propésito de mejorar la calidad de vida, como se conoce histéricamente las plantas
no son solo alimento sino que también son fuentes medicinales que han presentado un alto nivel
curativo pero a través del tiempo han ido evolucionando sus propiedades de sanacion a medida que

las enfermedades lo requieren ya que van al apar. (Morales & Morales, 2009, pp.1-3)

Las plantas medicinales nos brindan principios activos que son conocidos como la droga de la
planta que se utilizan de dos formas, la primera en forma natural como infusiones, extractos
alcoholicos y capsulas (planta es secada y triturada para luego ser llenada en el interior de la
capsula) la segunda parte es de forma sintética que es utilizada en farmacologia. (Morales & Morales,
2009, pp.1-3)



La fitoterapia en los ultimos afios tuvo un crecimiento notable en todos los aspectos relacionados
debido a que es una herramienta muy importante para los profesionales de la salud ya que utilizan
como alternativas curativas en referencia hace unos 20 afios atrds era muy dificil encontrar
comercializacion de plantas naturales (Herbolario) en donde se podia dar al paciente tratamientos

naturales utilizando plantas que tengan caracter curativo. (Vallejo, 1998, pp. 4-8)

1.3 Fitomedicina

A la fitomedicina se lo define como el uso de plantas para prevenir y curar diferentes enfermedades
para mejorar la calidad de vida del paciente debido a que las plantas nos proporcionan diferentes
componentes ya sean macro, microscépica y la mas importante ortomoleculares la cual nos
proporciona la actividad terapéutica en contexto cientifico que se refiere a la utilizacion de la droga
vegetal sometidos a procesos de investigacion clinicos, farmacolégicos y Toxicologicos. (Morales &
Morales, 2009, pp.1-3)

Segln la OMS Organizacion mundial de salud define a la Fitomedicina como la utilizacién de
principios activos que se obtienen a partir de origen vegetal para el uso terapéutico segin la OMS
se dice que en 1996 hubo un 80% de la poblaciéon mundial que usaba como alternativa primaria el

uso de plantas medicinales. (Morales & Morales, 2009, pp.1-3)

1.4 Planta Medicinal

Una planta medicinal es aquella que tiene propiedades preventivas y curativas que tienen
principios activos para tratar diferentes enfermedades que se van desarrollando a menudo que la
poblacion crese, se utilizan partes de la planta en diferentes formas como son en infusiones,
ungientos, emplastos, capsulas, etc. Debemos tener en cuenta que gracias a los estudios que se
realizan hay numerosas plantas con accion terapéutica contribuyendo a mejorar la calidad de salud
de las personas. (Mufioz, 1996, pp.16-18)

El uso de las plantas medicinales se viene usando desde los afios remotos como culturas que han
venido utilizando como la China, Aztecas, Egipcia, Romana etc., fueron los que ayudaron para que
se dé inicio a la medicina alternativa brindando beneficios positivos a la poblacion mundial con la
eficacia de sus principios activos que van dando diferentes usos para tratar enfermedades como
diarreas, antidesparasitarios, astringentes y coagulantes por otro lado en nuestro pais tenemos una
rica fauna y por ende plantas medicinales que en altos porcentajes son utilizados por sus
propiedades terapéuticas. (Buitron, pp.1-5)



1.5 Principio Activo

Un principio activo tiene una actividad terapéutica que van a interactuar con los organismos y con
sus diferentes sistemas. Todos los principios activos han sido evaluados cientificamente para ser
utilizados a nivel farmacéutico. Entre un farmaco y un principio activo la principal diferencias es
en su proceso que son hioldgicos y sintéticos en diferentes sustancias que en algunos casos no son

descubiertos. (Betés, 2008, pp. 4-6)

Los principios activos se pueden extraer de diferentes partes de la planta principalmente de la
corteza, hojas y raiz presentando un mayor porcentaje de principios activos en frutos, flores y
semillas, estas sustancias pueden variar en una misma especie debido a diferentes factores
climéticos y geogréficos, segun los principios activos se pueden definir y a su vez clasificar a las
plantas de acuerdo a su accidn terapéutica. El descubrimiento de los principios activos se basa en la
medicina moderna ya que se utilizan ensayos clinicos donde se va a evaluar la accion
farmacolégica de las plantas que se han venido utilizando para prevenir y tratar diferentes

patologias desde la antigiiedad. (Mufioz, 1996, pp. 16-18)

La OMS define al principio activo como componentes principales para medicamentos herbarios en
los cuales se deben realizar procedimientos analiticos precisos para que de este modo contenga el
principio activo adecuado y exacto, sin embargo si no se logra identificar los principios activos de
una planta se puede suponer que el medicamento del herbarios son todos principios activos. (zhan,

2015, http://www.who.int/topics/traditional_medicine/definitions/es/)

1.6 Droga Vegetal

Una droga es un componente quimico que tiene la capacidad de aliviar, curar y prevenir diferentes
patologias, en la actualidad se dice que una droga se puede evaluar como un componente quimico
sintético que se utiliza a nivel del Sistema Central evidenciando alteracion del animo que puede
tener resultados placenteros que a su vez pueden conllevar a una adiccion o tolerancia. Las drogas
naturales se originan especialmente a nivel vegetal, mineral y animales tomando cualquier parte

para la purificacion de la droga. (Morales & Morales, 2009, pp.1-3)

1.7 Generalidades de la planta

1.7.1  Myrcianthes halli



El arrayan es una planta nativa de la sierra ecuatoriana, constituyéndose como planta ornamental y
doméstica que se pueden encontrar en jardines y algunas zonas como bosques o parques protegidos

a lo largo de la serrania debido a que poseen una madera muy fina.(Mora, 2005, pp. 102)

El fruto de este arbol es comestible y sus hojas se las utiliza para aromatizar la colada morada, en la

antigliedad se solia masticar las hojas para que la dentadura este limpia. (Mora, 2005, pp. 102)

1.7.2 Clasificacion taxonoémica

Tabla 1-1: Taxonomia de Myrcianthes halli

Reino: Plantae

Division: Fanerigamae
Subdivision: Angiospermae
Clase: Dicotiledonae
Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Género: Myrcianthes
Especie: M. halli

Epitelo especifico: | Myrcianthes halli

Fuente: (Jaramillo, 2013, pp. 3-4 y Govaerts, 2010)
Realizado por: Jenny Chéavez, 2015

1.7.3  Componentes importantes

Los compone que predominan son: o-f pineno, cineol y mirtol, ademas se han encontrado
diferentes flavonoides como quercitina, camferol, mircetina y dos gldcidos de miricetina. (Gémez,
2010, pp. 114-115)

1.7.4  Propiedades medicinales

Esta planta posee propiedades antisépticas y desinfectantes para lo cual se elabora un aceite que se
aplica en las heridas para evitar el tétano y otras infecciones, al igual propiedades astringentes, por
lo que en ocasiones es usado para la elaboracion de enjuagues bucales ya que brinda proteccion y
curacion para las encias. Ademas ayuda en la circulacion y evita la aparicion de arrugas en la piel.
(Matheus, 2007, pp. 107-108)
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Es muy beneficioso en el tratamiento de enfermedades respiratorias, ya que afloja la mucosidad y
la flema, ademas alivia la congestion de la nariz, bronquios y pulmones. También puede ayudar

para tratar una simple gripe. (De la Torre & Navarrete, 2008, pp. 14,20-23)

Podemos encontrar numerosos beneficios que proporciona el arrayan a la medicina para poder
combatir varias enfermedades, ademas de las antes mencionadas y estas enfermedades pueden ser:
Infecciones pulmonares (tos convulsa, bronquitis), infecciones urinarias, diarrea, parasitos
intestinales, indigestion, diabetes, hongos y bacterias perjudiciales, heridas, hemorroides, acné y

leucorrea. (De la Torre & Navarrete, 2008, pp. 14,20-23)

1.7.5 Descripcion botanica

Esta especie se presenta en forma de arbusto o en forma de arbol, puede alcanzar una altura de 6 a
15m, es un arbol delgado con un grosor irregular de 30 a 40cm. Posee una corteza de color rojo
ladrillo es lisa de un espesor de 3mm, tiene una ramificacion ovalada y espesa, es considerado una
planta ornamental por la hermosura de su flor que es entre blanco amarillento con pétalos unidos,
posee un conjunto de 4 a 5 pétalos libres y numerosos estambres, tiene un ovario infero con 5
l6culos y cada uno poseo dentro un numero de 1 a 3 semillas de color y la forma que adquiere este

arbol. (Govaerts, 2010, pp. www.catalogogueoflife.org)

1.8 Cicatrizacion

Es un proceso hiolégico para la regeneracion de los tejidos afectados de este modo para subsanar la
solucion de continuidad dandose en dos formas que son la regeneracion es la restitucion anatomica
y funcional del tejido, la restitucién es tapar el hueco con tejido conjuntivo refiriéndonos a que

cubrimos el efecto anatdémico de la herida. (Arias, Aller, Arias, & Lorente, 1999, pp.121-125)

La cicatrizacion se puede darse en dos fases la primer es lenta o la cicatriz sera débil y la segunda
es la que es muy fuerte o demasiadamente abundante por los cual se ha determinado que el proceso
de reparacion (cicatrizacion) con su resultado (cicatriz) son dos proceso anormales o patolégicos.
(Arias, Aller, Arias, & Lorente, 1999, pp.121-125)

Los principales defectos de este proceso de reparacion son diferentes causas que producen

patologias como en el caso de:

Retraso de la cicatrizacion: este retraso de cicatrizacion se da principalmente por diferentes tipos
de heridas cronicas debido a que no se ha determinado el tiempo en que se va a retrasar la
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cicatrizacion con el objetivo de establecer si la herida es crdnica. Entre los diferentes factores que
afectan al proceso de cicatrizacion se dan en dos categorias entre ellas las intrinsecos y/o

extrinsecos. (Arias, Aller, Arias, & Lorente, 1999, pp.121-125)

Cicatriz Hipertrofica: la cicatriz hipertrofica se define como prominente, eritematosa y puriginosa
en las cuales se encuentre dentro de la cicatriz original, este tipo de cicatriz se da en casos de
heridas que se curan por segunda intensién dandose una reepitelacion solicitada por mas de 3

semanas. (Arias, Aller, Arias, & Lorente, 1999, pp.121-125)

Esta cicatriz se produce debido al aumento de los tejidos que intervienen en el proceso de la
cicatrizacién como el colageno, elastina, proteoglicanos y las células con diferencia en el proceso

normal que son hipercelulares conteniendo una excesiva matriz extracelular. (Arias, Aller, Arias, &
Lorente, 1999, pp.121-125)

Cicatriz queloide: es un queloide formado por tejido conjuntivo que tiene la similitud de un tumor
benigno que penetra la dermis y el tejido subcutaneo con diferentes prolongaciones que se les afina

con patas de cangrejo por lo cual toma el nombre de queloide. (Arias, Aller, Arias, & Lorente, 1999,
pp.121-125)

Cicatriz retractil :es el secuela de retraccion que se va a producir durante la fase de remodelacion
que es la formacion, degradacion en la matriz extracelular y la contraccion, esta cicatrizacion se da
en lugares donde la piel tiene menor resistencia a la contraccion estas zonas son donde aparecen

pliegues como el cuello, articulaciones. (Arias, Aller, Arias, & Lorente, 1999, pp.121-125)

1.8.1 Fases de la cicatrizacion

INFLAMMATION  PROLIFERATION MATURATION

Wound Collagen
Contraction Accumulation

% of Maximum Response
\

TIME (DAYS)

Figura 1-1: Fase de la cicatrizacion de heridas
Fuente: Simon, 2014,p.2

1.8.1.1 Fase inflamatoria

La palabra inflamatoria proviene del latin inflames que tienen como significado “prender” esta fase

inicia en el momento de una lesion y es un periodo critico debido a que se prepara para proteger de
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los agentes del ambiente permitiendo que se realiza el proceso de la cicatrizacion incluyendo la

hemostasia, la fase vascular y celular de la inflamacion. (Cameron, 2009, pp. 5-41)

Los procesos hemostasia se van activar inmediatamente en una lesion debido a que hay
constriccion de los vasos lesionados iniciando la coagulacion de la sangre por la via de la
activacion y agregacion plaquetaria después de un tiempo de constriccién estos mismos vasos se
dilatan y los capilares aumentan progresivamente su permeabilidad permitiendo que los

componentes del plasma y de la sangre escapen hacia la area lesionada. (Cameron, 2009, pp. 5-41)

En las heridas superficiales pequefias el coagulo pierden liquido y dando a la formacién de una
costra dura y seca protegiendo el area siguiendo la fase celular de la inflamacion que se evidencia
por la migracion de los glébulos blancos fagositicos digiriéndolos y eliminando los
microorganismos invasores como la fibrina, los tetritos celulares y otros elementos extrafios.
(Cameron, 2009, pp. 5-41)

Una herida puede curarse en ausencia de neutrofilos pero no puede hacerlo en ausencia de

macr6fagos. (Cameron, 2009, pp. 5-41)

1.8.1.2 Fase proliferativa

Esta fase inicia dentro del segundo a terceros dias después de haber tenido la lesion durando hasta
tres semanas las heridas que se curan por primera intencién. El proceso principal de esta fase se da
en la produccion de nuevo tejido para cubrir o llenar el espacio de la lesion, la célula mas
importante durante este periodo es el fibroblasto que es una célula de tejido conjuntivo que
sintetiza y secreta colageno y otros elementos intercelulares necesarios para la cicatrizacion de

heridas. (Cameron, 2009, pp. 5-41)

Los fibroblastos también producen una familia de factores de crecimiento que inducen la
angiogeénesis, la proliferacién y la migracion de células endoteliales, después de 24 a 48 horas de
la lesion los fibroblastos y las células endoteliales vasculares comienzan a la proliferacion para
formar el tejido de gran nocion que sirve como de base para el tejido de cicatrizacién, este tejido es
fragil y sangra con mucha frecuencia debido a los numerosos brotes capilares desarrollados de

forma reciente. (Cameron, 2009, pp. 5-41)

El componente final de la proliferacion es la epitemializacion que consiste en la migracion,
proliferacion y la diferenciacion de las células epiteliales en los bordes de la herida para formar la

nueva capa superficial que va hacer similar a la destruida. (Cameron, 2009, pp. 5-41)
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1.8.1.3 Fase de remodelado

Esta fase se da después de 3 semanas de haber tenido la lesion y puede durar entre seis meses segin

la profundidad de la herida. (Cameron, 2009, pp. 5-41)

Como su nombre lo dice en esta fase va a ver un remodelado continuo de tejido cicatrizante por la
sintesis simultanea de colageno por los fibroblastos y la lisis por las coliginasas como resultado de
estos dos procesos la arquitectura de la cicatriz se reorienta para aumentar la resistencia de la herida

ya que en la mayor parte de las heridas no se produce una recuperacion plena. (Cameron, 2009, pp. 5-
41)

1.9 Metabolitos que intervienen en la cicatrizacion

1.9.1 Flavonoides

Su nombre proviene del latin flavus que significa amarillo, es un metabolito secundario que se
encuentran en las plantas cominmente en forma de polifendlicos en presencia de una cetona.
(Biesaga, 2011, pp. 2505-2512)

Los flavonoides al no ser metabolitos primarios se los puede encontrar en cualquier planta superior,

sabiendo que podemos encontrar mas de 800 especies vasculares. (Biesaga, 2011, pp. 2505-2512)

Los flavonoides se clasifican segiin su accién farmacolégica que son:

Flavonas: son de color amarillas y pueden estar presentes en diferentes flores como es el caso de la

primula que le da el color caracteristico a sus pétalos y/o frutos. (Pérez, 2003, pp. 1-3)

Flavonoles.- Son aquellas que son incoloras o en algunos casos amarillentas, las podemos
encontrar en flores y en muchas hojas, entre los principales flavonoles podemos encontrar

quercentina, mirecetnnina y isetina. (Pérez, 2003, pp. 1-3)

Flavanoles.- son mas conocidas como citroflavonoides ya que estas se encuentran en la cascara de

todas las especies de citricos su principal funcion es la proteccion vascular. (Pérez, 2003, pp. 1-3)

1.9.2 Taninos

Los taninos son moléculas polifenolicos generalmente amorfos, no cristalinas con sabor amargo,

generalmente solubles en agua y alcohol, una de las funciones es que se utilizan para cicatrizar
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heridas porque aceleran el proceso de regeneracion y coagulacion de la sangre, al combinarse con

las proteinas de la piel eliminando agua de las fibras musculares de este modo curtiendo la piel.
(Marcano, D. & Hasegawa, M., 2002 , pp. 177-179)

El proceso de cicatrizacion se da por la formacion de diferentes costras ya que al ligarse las
proteinas con los taninos van a formar un medio “seco” impidiendo el crecimiento de las bacterias.
Al momento de contraerse los diferentes vasos sanguineos van ayudar en el proceso de coagulacion
de la sangre ayudando a la restablecimiento de las heridas de este modo reduce el dolor producido

en la piel. (Marcano, D. & Hasegawa, M., 2002 , pp. 177-179)

1.10 Actividad cicatrizante in vitro

1.10.1 Acido Hialurénico

El &cido hialurdnico pertenece a la familia de las macromoléculas mas conocidas como
glucosaminoglicanos estas estan formadas en cadenas largas de polisacaridos en repeticiones de las
unidades de disacéridos, en el cual el acido hialurénico est4 compuesto de &cido glucoronico y N-

acetilglucosamina. (Cossio, 2007, pp. 69-72)

El 4cido hialurdnico es una sustancia natural que se produce naturalmente en el organismo, se
encuentran presentes en las articulaciones, cartilagos y la piel. La funcion principal en la piel es la
atraccion y retencion del agua dandole la hidratacion y elasticidad de la piel. (Melo & Cuamatzi, 2016,
pp.70)

1.10.1.1 El 4cido hialurénico en la matriz extracelular

El acido hialurénico se halla en niveles altos de concentraciones en la matriz extracelular ya que en
su formula contiene un disacarido glicosaminoglicano de mas alto peso molecular, que esta
compuesto de D-4cido glucurénico (GIcUA) y N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc), las mismas que
estan formadas por cadenas lineales largas que en comparacion con otras moléculas afines no

contienen grupos sulfatos. (Stern, 2004, pp. 317-325)

Las altas concentraciones de &cido hialurénico en la matriz corresponden a la presencia de
glicoproteina que cominmente es conocida como actividad estimuladora de 4cido hialurénico
(AEAH), por lo tanto esta presente en los periodos prolongados de la herida fetal, que abordan
resultados ricos en &cido hialoronico de la herida, este mecanismo es generalmente ausente en la

herida de un adulto. (DePalma, y otros, 1989, pp. 224-231)
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Debido a que no existe un estimulo constante para la produccion (déficit de AEAH) de acido
hialurénico presente en el adulto, su concentracion es menor, a su vez es degrado por la enzima
hialuronidasa (acido hialurénico’asa) que va a originar la aparicion de la cicatriz. En el feto, la
AEAH no s6lo se encarga de estimular la produccion de acido hialurénico para mantener las
concentraciones Optimas en el area de la lesién, sino ademas inhibe la acci6n de la enzima

hialuronidasa por tiempo considerado. (DePalma, y otros, 1989, pp. 224-231)

1.10.2 Utilidad terapéutica del acido hialurénico

Las aplicaciones del acido hialurénico son mltiples en el &mbito de la salud como en belleza

dentro de estos podemos nombrar:

e Osteoporosis

o Oftalmologia

e Ulceras en la boca
o Difusién molecular

e Movilidad celular

Una de las aplicaciones mas relevantes es en la investigacion cientifica debido a que nos permiten
diagnosticar nuevas enfermedades ya que reaccionan con diferentes moléculas que nos permite la
deteccion de nuevas rutas de sefializacion de enfermedades o patologias. (Ramirez, Quiroz, Béez, &
Martinez, 2006, p.42)

1.11 Modelos in vitro

1.11.1 Enzima Hialuronidasa

Es una enzima de origen proteico que ayuda a cambiar la permeabilidad de tejidos conectivos
durante la hidrolisis del &cido hialurénico, una vez que se haya hidrolizado el &cido hialurénico va
a disminuir la viscosidad del cemento intercelular lo que nos permite una mayor absorcién de los
fluidos inyectables. (Romero, 2007, pp. 704)

También, los inhibidores de hialuronidasa potentes como cromoglicatos disédico, se ha
comprobado que producen efectos anti-alérgicas fuertes, el uso de ellos se expresa como agentes de
primeros auxilios como en la terapia de mordedura de serpiente que nos ayuda aumentar el tiempo
de supervivencia de las victimas. Dado que el acido hialurénico es el encargado de formar la
columna vertebral de la matriz del cartilago, debido a la degradacion de la enzima hialuronidasa se
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da el enlace con la patogénesis de diferentes enfermedades en las articulaciones como es el caso

de; artritis, osteoartritis.( Wanigasekera, Walimuni, & Chatura, 2014 , pp. 959-963)

1.11.1.1 Clasificacion de las hialuronidasas segn andlisis bioquimico

1 Las hialuronato-4-glicanohidrolasas (EC. 3.2.1.35) actia como una endo-R-N-acetil-
hexosaminidasas que degradan tanto el acido hialurénico como los condroitin sulfato Ay C, la
condroitina y el sulfato de dermatano, hasta fragmentos menores, en primer lugar un
tretrasacarido con el resto de hexosamina en el extremo reductor libre; este es el caso de la

hialuronidasa testicular bovina. (Lerma, 2006, pp.9-10).

2 Las hialuronato-3-glicanohidrolasas (EC. 3.2.1.36) o endo-R-glucoronidasas, esta enzima es
absolutamente especifica para el &cido hialurénico capaces de generar tetrasacaridos con el
acido glucurdnico en el extremo reductor libre; como ejemplo tenemos a las hialuronidasas de

las glandulas salivales de las sanguijuelas. (Lerma, 2006, pp.9-10).

3 Las hialuronato liasas (EC. 4.2.99.1) o endo-B- N-acetil hexosaminidasas cuya accion
hidrolitica degrada al sustrato hasta generar disacaridos A-4,5-insaturados siendo el caso tipico

el de las hialuronidasas bacterianas (EC 4.2.2.1), microbianas. (Lerma, 2006, pp.9-10).

1.11.1.2 Hialuronidasas de las bacterias gram-positivas

Las bacterias gram-positivas no tienen endotoxinas, pero la presencia de esas bacterias la piel o

mucosas provoca una respuesta inflamatoria. (Wanigasekera, Walimuni, & Chatura, 2014, pp.959-963).

Las hialuronidasas bacterianas son enzimas capaces de hidrolizar el &cido hialurénico (cemento
intercelular). Esto facilita la diseminacion de los microorganismos en el hospedero y se le llama
también "factor de diseminacién". Se originan por una serie de bacterias Gram-positivas patdgenas
que inician las infecciones en la piel o las superficies mucosas; el término hialuronidasa ha sido
sindnimo de factores de propagacion. (Wanigasekera, Walimuni, & Chatura, 2014, pp.959-963).

Esta enzima hidrolitica también provee a la bacteria de fuentes de carbono y energia fragmentando
los polimeros del hospedero en azlcares y aminoacidos de bajo peso molecular. A pesar de que las
enzimas hidroliticas producidas por bacterias causan dafio a los tejidos, dichas enzimas no son
clasificadas como toxinas porque habitualmente no matan a las células del hospedero o no causan

un dafio metabdlico identificable (Wanigasekera, Walimuni, & Chatura, 2014, pp.959-963).
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1.11.1.3 Metabolitos secundarios inhibidores de la hialuronidasa

Uno de los principales metabolitos secundarios son los Flavonoides dentro de ellos tenemos:
catequinas, quercetina, galotaninos, EGCG, taninos, apigenina, kaempferol, &cido ascérbico, uno
de los inhibidores potentes de hialuronidasa son los alcaloides, demas los polifenoles que poseen

un alto peso molecular voluminoso son solicitados para actuar como inhibidores de hialuronidasa
(Wanigasekera, Walimuni, & Chatura, 2014, pp. 959-963).

1.11.2 Hialuronato

El hialuronato es un polimero glicosaminoglicano no sulfatado lineal, con una masa molecular
media superior a 10 000. El polimero se compone de N-acetil-glucosamina y residuos de &cido
glucurénico unidos por enlaces glicosidicos alternados. Pero a diferencia de otros

glicosaminoglicanos, carece de un péptido unido covalentemente. (Chen & Abatangelo, 2002, pp.149-150)

Este polimero se encuentra en muchos tejidos del cuerpo y fluidos de los organismos superiores,
tales como el cordén umbilical, liquido sinovial, cartilago, cerebro, musculo, y es un componente
principal de la matriz extracelular, especialmente en el tejido conectivo blando. (Chen & Abatangelo,
2002, pp.149-150)

Un 50% del hialuronato en el cuerpo se encuentra en la piel. También estd presente en altas

concentraciones en crestas de gallo y es producida por ciertas bacterias tales como los
estreptococos. El hialuronato aislado de todas estas diversas fuentes posee una estructura quimica

idéntica. (Chen & Abatangelo, 2002, pp.149-150)

1.11.3 Composicion del veneno de cobra Naja naja.

El veneno de cobra Naja naja contienen polipéptidos que incluyen enzimas, toxinas y pequefios
péptidos capaces de modificar la fisiologia de los animales envenenados, es decir esta formado por
una compleja mezcla de proteinas. Estas proteinas contienen componentes txicos y no toxicos.
Entre todos los componentes toxicos las neurotoxinas y las cardiotoxinas las mas letales, pero
ademas estan las citotoxinas, toxinas hemorragicas y miotoxinas, las cuales son componentes

menos toXicos. (Sierra & Pérez, 2001, pp.66-74)

Se han identificado mas de 20 enzimas diferentes de las cuales, 12 se encuentran en la mayoria de
los venenos pero la hialuronidasa (factor difusor) en todos los venenos; la funcién de esta enzima
es facilitar la distribucion del veneno (toxinas) por los distintos tejidos de las victimas. La forma

pura no ha sido aislada. (Pérez, Solis, Ruiz, & Cerezo, 2008, pp.100-104)
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Entre las muchas serpientes venenosas en estos paises, la cobra (Naja sp.) es uno de los mordedores
mas comunes capaces de transportar gran cantidad de veneno letal - por lo que se clasifica como
Categoria | una serpiente médicamente peligrosa segdn la OMS. (Yi, Hock, Yee, & Hong, 2015, pp.106-
122)

El envenenamiento puede causar un rapido inicio de la pardlisis neuromuscular en sus victimas, y
un tratamiento inadecuado puede conducir a insuficiencia respiratoria y la muerte. La necrosis
tisular extensa provoca una incapacidad invalidante o paralizante, afiadiendo a la cifra de los

sufrimientos por la familia de las victimas. (Yi, Hock, Yee, & Hong, 2015, pp.106-122)

1.12 Animales de experimentacién

1.12.1 Ratones del laboratorio

&
Fotografia N° 1 Raton (Mus musculus)

Fuente: Jenny Chavez. Bioterio de la Facultad de Ciencias. ESPOCH

Los ratones de laboratorio son animales roedores de la especie Mus musculus que son utilizados
para la investigacion cientifica, debido a que su cariotipo es formada por 40 cromosomas y

generalmente suelen ser albinos. (Cuello, 1983, pp.107-108)
Para cada experimento se elige ratones del laboratorio que pertenezcan a una misma cepa pura 0
endogdmica, debido a que estos tienen los mismos genes que facilitan la experimentacion. (Cuello,

1983, pp.107-108)

1.12.1.1 Caracteristicas
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Los ratones comunes adultos pesan entre 12 y 40g, y miden entre 15 y 19 centimetros, incluyendo
la cola, que supone algo mas de la mitad de su longitud. Su pelaje es corto y de tonos grises, que se
aclaran en el vientre. Los ratones de laboratorio y los utilizados como mascotas son generalmente

blancos. Su pelo es escaso en la cola y las orejas. (Cuello, 1983, pp.107-108)

Posee unos largos bigotes (vibrisas) que son sensibles al tacto y le proporcionan informacién sobre
el medio. Como su vista es muy débil el raton, sdlo identifica los objetos desde muy cerca. Su
olfato en cambio es muy desarrollado, lo ayuda en encontrar los alimentos y a los demas ratones.
Su oido es también desarrollado, el ratén oye hasta los sonidos de 100 kHz (80 kHz mas que las

personas). (Cuello, 1983, pp.107-08)
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CAPITULO I

2 MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de recoleccion del material vegetal

El Arrayan (Myrcianthes halli), se recolecté en Ecuador, provincia de Chimborazo, canton
Guamote parroquia Cebadas, barrio Guadalupana a una altura de 2970.51msnm y con las

coordenas en X= 7762323.033 Y= 9788998.687.

2.2 Lugar de identificacion taxonémica del Arrayan

Recolecciéon de |~ ‘ Lavado ‘ R —— ‘ Secado |%| Prensado ‘ e
la planta ’ r ‘ od
- as
‘ Agua clorada ‘ 21°C L

Funda plastica

Montaje planta
seca

‘ Identificacion Y Archivo ‘ <

‘ Herbario ESPOCH

Figura 2-2: Diagrama de identificacion taxondmica del arrayan (Myrcianthes halli), realizado en
el Herbario de la ESPOCH

Realizado por: Jenny Chavez, 2016

2.3 Lugar de investigacion

La presente investigacion se realizo en:

= Control de calidad de la droga: Laboratorio de Fitoquimica y Quimica Instrumental de la
Facultad de Ciencias, Escuela de Bioquimica y Farmacia de la Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo.
= Evaluaciéon de la Actividad Cicatrizante in vitro e in vivo: Laboratorio Quimica
Instrumental, Bioterio de la Facultad de Ciencias, Escuela de Bioquimica y Farmacia de la

Escuela Superior Politécnica de Chimborazo

= Anadlisis Histopatolégico: Laboratorio Histopatolégico SOLCA (Riobamba).
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2.4 Materiales, equipos y reactivos

2.4.1 Material vegetal

Las partes que se utilizaron de la planta (Myrcianthes halli) fueron las hojas que se secaron a
temperatura ambiente bajo sombra y se trituraron en el molino marca Arthur H. Thomas C.O para

los diferentes andlisis fisicos quimicos.

2.4.2 Materiales

Capsulas de porcelana
Pinzas para capsula
Pisceta

Refrigerante de bolas
Balones esmerilados
Pinzas universales
Mangueras

Embudo simple
Tripode

Tubos de ensayo
Tubos de vidrio
Pipetas

Vasos de precipitacion
Gradilla

Capilares

Frascos de vidrio ambar
Probeta

Micropipetas

Puntas azules y amarillas
Termometro
Reverbero

Bisturi

Jeringuillas

Gasas

Papel filtro

Papel aluminio
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2.4.3

2.4.4

Equipos

Molino
Sonicador
Estufa

Mufla

Balanza analitica
Cémara UV
Refrigerador
Refractometro
Pea - chimetro

Cronbémetro

Reactivos

Alcohol al 96 %
Reactivo de Dragendorff
Reactivo de Mayer
Reactivo de Wagner
Reactivo de Baljet
Reactivo de Lieberman Buchard
Reactivo para Catequinas
Reactivo para resinas
Reactivo de Fehling
Reactivo de FeCI3
Reactivo de Borntrager
Reactivo de Shinoda
Reactivo de Antocianidinas
Cloruro férrico

Magnesio metalico
Cloruro de sodio (polvo)
Acetato de etilo

Acido férmico
Cloroformo

Acetona

Papel cromatogréafico
Agua bidestilada
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Buffer acetato 0.1M

Solucién de hialuronidasa bovina
Di metil sulféxido 5%

Cloruro de calcio 12.5mM
Hialuronato de sodio

Hidroxido de sodio 0.4M

Borato de sodio 0.2M

p-dimetil amino benzaldehido
Acido clorhidrico 10N

Acido acético glacial

Solucion salina

Solucién de veneno de cobra Naja naja
Acido hialurénico

Buffer acetato

Cloruro de sodio 0.15N
Dimetilsulféxido 5%

Formol al 10%

Eter

Lidocaina

25 Técnicas y Métodos

2.5.1 Determinacion de los parametros de calidad de la droga vegetal

2.5.1.1 Determinacion del contenido de humedad

Para determinar el contenido de humedad se basé en el método gravimétrico, en el cual se pesan 2g
de materia vegetal con una desviacion estandar permitida de 0.5mg, se traslada una cépsula de
porcelana previamente tarada, y se coloca en una estufa a 105°C por 3 horas para desecar la
muestra. Posteriormente la cépsula se coloco en el desecador donde se dejo enfriar a temperatura
ambiente y se pesé y seguidamente se coloco en la estufa durante 1 hora, y después se pesd, hasta

obtener una masa constante.

Expresion de los resultados:

M - My
Hg= — x100
My - M
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Hg = pérdida en peso por desecacion (%).

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

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

100= factor matemético.

2.5.1.2 Determinacion de cenizas totales

El ensayo para determinar cenizas totales se realizé por un método gravimétrico, se fijo la masa de
una fraccion de muestras pulverizada y tamizada entre 2.0g a 3.0g con una desviacion permitida de
0.5mg en un crisol de porcelana anteriormente tarado. En un reverbero primeramente se carbonizé
la muestra para eliminar el residuo organico, subsiguientemente se incineré en un horno mufla a
una temperatura de 700 a 750°C, durante 2 horas hasta obtener como resultado un polvo blanco. El
crisol con las cenizas se coloco en el desecadora hasta que se enfrid y después se pesa hasta obtener
un valor constante donde dos pesadas sucesivas no difieran en mas de 0.5mg por gramo. (Miranda,
2006, pp. 32-62)

Expresion de los resultados:

M - M
C=——— x100
M; - M

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

M= masa del crisol con la porcién de ensayo (g)
M_= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matemético para los célculos.

2.5.1.3 Determinacion de cenizas solubles en agua

La determinacion de cenizas solubles en agua se realiz6 por un método gravimétrico. A las cenizas
totales obtenidas en el ensayo anterior, se le afiadieron de 15 a 20 mL de agua. El crisol se tap6 y se
calentd en un bafio de agua hirviente durante 5min. La solucion obtenida se filtrd a través del papel
de filtro libre de cenizas. El filtro con el residuo se colocd en el crisol inicial, se carboniz6 en un

reverbero y luego se incineré en un horno mufla de 700-750°C, durante 2h. Ulteriormente se coloc6
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en el desecador hasta que se enfrie y se pes6. Se repite el procedimiento hasta alcanzar peso
constante. (Miranda, 2006, pp. 32-62).

Expresion de los resultados:

M, - Ma
Ca=———x100
M1 -M
Ca = porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
M = masa del crisol con las cenizas totales (g).
Ma =masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)
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

La determinacion de las cenizas insolubles en acido clorhidrico se realiz6 por un método
gravimétrico, a las cenizas totales obtenidas segun la técnica, se le afiadié 3mL de &cido clorhidrico
al 10%. El crisol se tap6 con un vidrio reloj y se calent6 en un bafio de agua hirviente por 10min.
Se lavo el vidrio reloj con 5mL de agua caliente y se une al contenido del crisol. La solucion se
filtr6 a través de un papel de filtro libre de cenizas; el residuo se lavo con agua caliente hasta que
el filtrado acidulado con &cido nitrico p.a se le afiadié una o dos gotas de solucién de nitrato de
plata 0.1mol/L, es decir, no muestre presencia de cloruros. El filtrado con el residuo se deseco a
105°C, y se transfiri6 al crisol inicial y se inciner6 en un horno mufla a una temperatura de 750°C
durante 2 horas. Posteriormente se colocé en el desecador hasta enfriarse y luego se pesd. Se
repitio el procedimiento hasta obtener masa constante. (Miranda, 2006, pp. 32-62)

Expresion de los resultados:

M, - M
B= — x100
My - M

B = porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico en base hidratada.
M1 = masa del crisol con la muestra de ensayo (g)
M = masa del crisol vacio (g)

M2 = masa del crisol con las cenizas &cido clorhidrico (g)
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100 = factor matematico.
2.5.2 Control de calidad del extracto
2.5.2.1 Determinacion de las Caracteristicas Organolépticas

Para esta prueba se tom6 una alicuota de 25 mL del extracto y se coloc6 en un vaso de
precipitacion de 50 mL, para realizar el andlisis sensorial de: color, olor y sabor. (Miranda, 20086, pp.
32-62)

2.5.2.2 Determinacion del pH

Se tom6 una alicuota de 25 mL, de la muestra y se procedié a medir directamente en el pHmetro

previamente calibrado. (Miranda, 2006, pp. 32-62)
2.5.2.3 Determinacion de la densidad relativa

Se lavé cuidadosamente el picndmetro y se secd bien, se colocé en la estufa durante una hora, sé
pes6 el picnometro (M), enrasé el picnémetro con agua destilada, se seco y pesd (M1), vaciar el
contenido del picnémetro y llenarlo nuevamente, pero esta vez con la muestra (extracto) y

finalmente enrasar el picnémetro con el extracto, secarlo y pesarlo. (M2). (Miranda, 2006, pp. 32-62)

Expresion de los resultados:
M; — MM, - M
Dos =2 i — M
M, — MM, — M
M3 = peso del picndmetro en g con agua destilada
M = peso del picnémetro en g con la muestra de ensayo

M = peso del picnémetro vacio
2.5.2.4 Determinacion del indice de refraccion

Se midi6 en un refractometro de Abbe, calibrado el equipo con agua destilada se levantd
cuidadosamente la tapa del refractémetro y limpiar con el papel filtro, previamente colocamos se
coloco la muestra (extracto) y finalmente se anot6 los resultados. (Miranda, 2006, pp. 32-62)
Expresion de los resultados:

n3% =n+ 0.00044 (T — 20)
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Donde:

(n)?°= indice de refraccion corregido
(nM)¢ = indice de refraccion determinado
0.00044 y 20 = factores de correccion matematicos

T = temperatura a la que se realiza la lectura.

2.5.3 Tamizaje fitoquimico

Se realiz6 una extraccion segln el esquema de la Figura 3-2, se obtuvo el extracto de las hojas y se
midi6 el volumen obtenido, se calculé la concentracion, esto es, gramos de sustancias extraidas por

mL de extracto.

30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

EXTRAER CON 90 -150 mL DE ETER ETILICO POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE

|
FILTRAR
|

EXTRACTO ETEREO
Medir volumen y calcular concentraciéon

RESIDUO SOLIDO

Secar y pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO
EN VOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS.

FILTRAR
|

EXTRACTO ALCOHOLICO

Medir volumen y calcular concentraciéon

RESIDUO SOLIDO
r

Secar y pesal

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO _
EN VOLUMEN CON AGUA DESTILADA POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

RACTO ACUOSO

Medir volumen y calcular concentraciéon

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

Figura 3-2: Obtencién de metabolitos secundarios para realizar el tamizaje fitoquimico.
Fuente: (Miranda, 2006, pp. 32-62).
2.5.3.1 Ensayo de Dragendorff
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Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides, para ello, si la alicuota del extracto
esta disuelta en un solvente organico, se evapora en bafio de agua y el residuo se redisuelve en 1mL
de acido clorhidrico al 1% en agua. Si el extracto es acuoso, a la alicuota se le afiade 1gota de &cido
clorhidrico concentrado. Con la solucion acuosa acida se realiza el ensayo, se afiade 3 gotas del
reactivo de Dragendorff, si hay opalescencia se considera (+), turbidez definida (++), precipitado

(+++).

2.5.3.2 Ensayo de Mayer

Se procede de la forma descrita anteriormente, hasta que se obtiene la solucion &cida. Se afiada una
pizca de cloruro de sodio en polvo, se agita y se filtra. Se afiade 2 6 3 gotas del reactivo de

Mayer, si se observa opalescencia (+), turbidez definida (++), precipitado coposo (+++).

2.5.3.3 Ensayo de Wagner

Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucion 4acida, se afiade 2 6 3 gotas del

reactivo, se clasifica los resultados de la misma forma.

2.5.3.4 Ensayo de Baljet

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con agrupamiento lactonico, en

particular Coumarinas, aunque otros compuestos lacténicos pueden dar positivo al ensayo.

Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe evaporarse el solvente en
bafio de agua y redisolverse en la menor cantidad de alcohol (1 mL). En estas condiciones
se adiciona ImL del reactivo, considerandose un ensayo positivo la aparicion de coloraciéon o
precipitado rojo (++ y +++) respectivamente.

2.5.3.5 Ensayo de Borntrager

Permite reconocer en un extracto la presencia de quinonas. Para ello si la alicuota del extracto
no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo
redisolverse en 1 mL de cloroformo. Se adiciona 1 mL de hidréxido de sodio al 5 % en agua.
Se agita mezclando las fases y se deja en reposo hasta su ulterior separacion. Si la fase
acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado o rojo, el ensayo se considera positivo.
Coloracién rosada (++), coloracion roja (+++).
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2.5.3.6 Ensayo de Liebermann-Burchard

Permite reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o esteroides, por ambos tipos de
productos poseer un nlcleo del androstano, generalmente insaturado en el anillo B y la

posicién 5-6.

Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse el solvente
en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de cloroformo. Se adiciona 1 mL de
anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del tubo de ensayos se dejan resbalar 2-3
gotas de acido sulfarico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se tiene por un cambio
rapido de coloracion:

1- Rosado-azul muy réapido.

2- Verde intenso-visible aunque rapido.

3- Verde oscuro-negro-final de la reaccion.

2.5.3.7 Ensayo de catequinas

Para ello, tome de la solucion alcohdlica obtenida una gota, con la ayuda de un capilar y
aplique la solucion sobre papel de filtro. Sobre la mancha aplique solucién de carbonato de
sodio. La aparicion de una mancha verde carmelita a la luz UV, indica un ensayo positivo.

2.5.3.8 Ensayo de resinas

Para detectar este tipo de compuesto, adicione a 2 mL de la solucion alcohélica, 10 mL de agua

destilada. La aparicion de un precipitado, indica un ensayo positivo.

2.5.3.9 Ensayo de Fehling

Permite reconocer en un extracto la presencia de azlcares reductores. Para ello, sila alicuota
del extracto no se encuentra en agua, debe evaporarse el solvente en bafio de aguay el
residuo redisolverse en 1-2 mL de agua. Se adicionan 2 mL del reactivo y se calienta en bafio
de agua 5-10 minutos la mezcla. El ensayo se considera positivo si la solucidn se colorea de rojo

0 aparece precipitado rojo.

2.6 Preparacion del extracto de Myrcianthes halli

La obtenci6n del extracto para hojas Myrcianthes halli se realiz6 de acuerdo al siguiente diagrama.
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‘ 15g Myreianthes haili ‘

Metanol 60%, equipo de reflujopor 3
horas, Rotavapor 3 sequedad

‘ Extracto Metandlico

Redisolverconetanol 707 filtrar,
concentrar

Clorafilas Extracto Etandlico

Redisolvercon Metanol, filtrar y concentrar

Extracto metandlico

Clorafilas

Redisalvercen asuametanal (3:1)

Fase acetatode etilo

Fase metandlica

Concentrar

Subextracto seco de
acetato de etilo

Figura 4-2: Diagrama de flujo para obtencion del extracto Myrcianthes halli

Realizado por: Jenny Chavez, 2016

2.7  Cromatografia en capa fina (TLC)

2.7.1 Cromatografia de la fraccion flavonica a partir del extracto metanélico 60% de
(Myrcianthes halli).

= A 20mg de subextracto seco de acetato de etilo se reconstituyo con 1mL del mismo
solvente

= Utilizar para realizar la cromatografia

= Aplicar con la ayuda de un capilar 20pL del concentrado en la placa cromatografica de
silica gel

= Introducir la placa en la cuba cromatografica, y permitir correr la fase movil hasta las tres
cuartas partes de la placa.

= Retirar la placa de la cuba, secar al ambiente y observar en la lampara UV.
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= Revelar, secar la placa y medir el Rf. (Miranda, 2006, pp. 32-62)

Expresion de los resultados:

Distancia recorrida de la muestra

Distancia recorrida del solvente

2.8 Evaluacion de las actividades farmacolégicas

2.8.1 Determinacion de la actividad cicatrizante in vitro

2.8.1.1 Determinacion de la inhibicion de la hialuronidasa.

Para la evaluacion de la actividad inhibitoria de la hialuronidasa de la fraccién flavonica obtenido

de Myrcianthes halli se realizaron dos ensayos.

2.8.1.2 Inhibicién de hialuronidasa bovina

Para medir la cantidad de N-acetilglucosamina liberada del hialuronato de sodio se efectuaron los

siguientes pasos:

= Tomar 50uL de hialuronidasa bovina, la cual se disuelve en buffer acetato 0.1M (pH 3.6)

= Mezclar la solucion con 50uL de las fracciones flavonicas en diferentes concentraciones: 5;
10; 20; 40; 60 y 80 mg/mL de hojas de la materia vegetal disueltos en dimetilsulfoxido al 5%.
Para el grupo control se toma 50uL de dimetilsulféxido al 5%.

= La mezcla someter a incubacion a 37°C por 20 minutos.

= Después afadir 50uL de CaCl; 12.5mM para activar la enzima e incubar a 37°C por 20
minutos.

= Seguidamente agregar a la mezcla 250pL de hialuronato de sodio (1.2mg/mL) e incubar a 37°C
por 40 minutos.

= Posteriormente afiadir 50uL de NaOH 0.4M y 100uL de borato de sodio 0.2M, someter a la
mezcla a un bafio de agua hirviendo por 3 minutos.

= Después de enfriar inmediatamente agregar 1.5mL de p-dimetilaminobenzaldehido (4g de p-
dimetilaminobenzaldehido disolver en 50mL de HCI 10N con 350 mL de &cido acético
glacial) e incubar a 37°C por 20 minutos hasta desarrollar color.

= Medir la absorbancia a 585nm en un espectrofotdmetro, se expresa como el porcentaje de
inhibicion. (Suntar, Tumen, Ustun, Keles, & Akkol, 2012, pp. 533-540)
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Calculo del porcentaje de inhibicion:

Ac — As
C

Inhibicion (%) = x 100

Ac = Absorbancia del control
As= Absorbancia de la muestra a diferentes concentraciones

Tabla 2-2: Protocolo de tratamientos de Myrcianthes halli en inhibicion de la hialuronidasa

bovina.
Inhibicién de hialuronidasa bovina
HOJAS
CONTROL
BLANCO | MAXIMA REACTIVOS

ACTIVIDAD K1 K2 K3 K4 K5 K6

50uL Buffer acetato pH 3,6

hialuronidasa bovina en
50uL 50uL | 50pL | 50pL | 50uL | 50uL | 50uL buffer acetato pH 3.6

50uL DMSO 5%

Concentraciones flavonicas
50uL 50uL | 50pL | 50pL | 50uL | 50uL | 50uL + DMSO 5%

Incubacién a 37°C por 20 minutos
50pL soul | 50pL | 50uL | 50uL | 50uL | 50pL | 50uL | CaCl,12.5mM
Incubacién a 37°C por 20 minutos

2501 | 2500 | 250y | 2501 | 2500
L L L L L

Incubacién a 37°C por 40 minutos

250uL 250pL Hialuronato de sodio

50pL 50pL 50pL | 50pL | 50pL | 50pL | 50pL | 50pL NaOH 0.4M
100pL 100pL 100pL lol?“ 10L0u 10L0u 10I£)p 1OLO“ Borato de sodio 0.2M
Bafio de agua hirviendo por 3 minutos y enfriar
1,5mL 1,5mL |1,5mL |1,5mL | 1,5mL | 1,5mL | 1,5mL | 1,5mL\ p-dimetilaminobenzaldehido

Incubar a 37°C por 20 minutos
Leer la absorbancia a 585 nm

Realizado por: Jenny Chavez, 2016

2.8.1.3 Inhibicién de la hialuronidasa del veneno de cobra Naja naja

= Disolver en 20uL solucion salina 100ug de veneno de cobra e incubar a 37°C con 50ug de
acido hialurénico en 250uL de buffer acetato 0.2M (pH 5.0) contenidos en cloruro de sodio

0.15N.
= Leer la absorbancia de dicha mezcla a 585nm
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= Las fracciones flavdnicas de las hojas de la material vegetal se disuelven como en el ensayo
anterior.

= Expresar como el porcentaje de inhibicion. (Suntar, Tumen, Ustun, Keles, & Akkol, 2012, pp. 533-540)

Calculo del porcentaje de inhibicion:

Ac— As

Inhibicion (%) = x 100

Ac = Absorbancia del control

As= Absorbancia de la muestra a diferentes concentraciones

Tabla 3-2: Protocolo de tratamientos de Myrcianthes halli en inhibicion de la hialuronidasa

presente en el veneno de cobra Naja naja

Ensayo de veneno de cobra

CONTROL

BLANC | MAXIMA |HOJAS | HOJAS | HOJAS | HOJAS | HOJAS | HOJAS
(o} ACTIVIDA K1 K2 K3 K4 K5 K6

D REACTIVOS
250pl Buffer acetato pH 5
20ul 20ul | 20p | 20pl | 20u | 20p | 20p | Venenodecobra+

solucion salina

Acido hialurénico en

buffer acetato O.2M

(pH 5) contenidos en
NaCl 0,15N

2504 250pl | 250pl | 250p1 | 250l | 250ul | 250ul

50pL DMSO 5%

Concentraciones
50ul 50pl 50pl 50pl 50pl 50ul flavénicas + DMSO
5%

Incubar a 37°C

Leer absorbancia a 585 nm
Realizado por: Jenny Chavez, 2016

2.8.2 Evaluacion de la actividad cicatrizante del extracto hidroalcohdlicos de Myrcianthes
halli

Se empled un lote de 25 ratones (Mus musculus) machos y hembras, procedentes del Bioterio de
la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, de 2 a 3 meses de edad y con un peso promedio de
30-50 g. Estos se distribuyeron en 5 grupos de 5ratones seleccionados aleatoriamente y ubicados de

forma individual en cajas plasticas.

2.8.2.1 Periodo de ambientacién o acondicionamiento
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A todos los animales se los mantuvo bajo las mismas condiciones planteadas en el protocolo de

investigacion.

Humedad: 40-70%

Temperatura: 22 °C 2

Fotoluminiscencia: 12 horas de luz y 12 horas de obscuridad
Ruido: Ausente

Alimentacion: Pellets y Agua Ad libitum

Se ambientd al reactivo biolégico tanto al investigador como a la técnica a realizar mediante
manipulacion y adaptacion. Se los mantuvo en periodo de adaptacion por un lapso de 15 dias,

verificando que las condiciones sean las establecidas. (Cabezas, 2014, pp. 49-52)

2.8.2.2 Induccién a la herida

Se procedio6 a realizar la depilacion de la zona dorsal de los ratones, con crema depilatoria Veet. Se
humedeci6 con agua tibia previamente la zona a depilar, se colocd la crema depilatoria por un
tiempo maximo de 5 min y se retir6 con ayuda de gasas himedas.

Este procedimiento se realizd 24 horas antes de la induccion de la herida para descartar de esta

forma la aparicién de alguna reaccion alérgica.

Se desinfectd la zona depilada y se colocd como anestesia lidocaina con epinefrina, se marc6 2 cm
de longitud perpendicularmente al eje longitudinal del raton. Se procedi6 a realizar el corte con un
bisturi en la zona delimitada con una profundidad de 2 mm. (Cabezas, 2014, pp. 49-52)

2.8.2.3 Tratamiento

Una vez obtenido el extracto madre, se realizaron las diluciones para obtener los extractos a las
diferentes concentraciones establecidas: 40, 60 y 80mg/mL con el objetivo de identificar cual de
estas concentraciones presenta una mayor actividad cicatrizante sobre los reactivos biolégicos. Para
obtener estos extractos se realizaron diluciones tomando del extracto madre y diluyendo con
alcohol al 40%.

Se administré tépicamente a cada grupo los tratamientos correspondientes, cada 12 horas, y se
aplicé mediante hisopos, por aspersion y con jeringas.
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Tabla 4-2 Grupos de experimentacion

CONTROL CONTROL EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO

(-) (+) 40 % 60 % 80 %
G1 H1 X1 Y1 71
G2 H2 X2 Y2 72
G3 H3 X3 Y3 73
G4 H4 X4 Y4 74
G5 H5 X5 Y5 75
GRUPOS 01 02 03 04 05

Realizado por: Jenny Chavez, 2016

O = Grupos

G = Animales sin tratamiento

H = Animales tratados con Lamoderm

X = Animales tratados con extracto 20 %
Y = Animales tratados con extracto 40 %
Z = Animales tratados con extracto 80 %

2.8.2.4 Tipos de respuesta

Los tipos de respuesta que se evaluaron durante y después de administrados los tratamientos

fueron:

= Dias de cicatrizacion

Se consideraron los dias en que tard6 en cerrar y cicatrizar completamente las heridas inducidas de

cada grupo.

= Longitud final de la cicatriz

Se tomo la medida en centimetros de las cicatrices finales, después de caidas las costras de los

grupos experimentales.

2.8.2.5 Examen histopatoldgico

Los animales fueron sacrificados después a la cicatrizacion de las heridas, mediante dislocacion

cervical. Se obtuvieron las muestras realizando un corte de 3 ¢cm de largo y 2 ¢cm de ancho
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alrededor de la zona de tratamiento. Estas muestras fueron colocadas en frascos estériles con
formol diluido al 10% para un posterior analisis histopatolégico.

Con estas muestras se realizaron las placas para su observacion microscopica y evaluar el
porcentaje de regeneracion celular con los diferentes tratamientos administrados mediante la

observacion de los tejidos.

CAPITULO 111

3 MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Después de haber realizado el control de calidad de la planta cruda como del extracto y las pruebas
de evaluacién de la actividad cicatrizante de Myrcianthes halli se obtuvieron los siguientes
resultados.
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3.1 Control de calidad de la materia vegetal

CUADRO 1-3: Control de calidad de las hojas de la planta seca Myrciantes halli

Myrcianthes halli | Desviacion | Especificaciones
PARAMETRO Hojas Estandar USP # 28
HUMEDAD 9.84% +0.014 7-14%
CENIZAS TOTALES 8.82% +0.16 Hasta 12%
CENIZAS SOLUBLES EN AGUA 7.34% +0.09 Hasta 7%
CENIZAS INSOLUBLES EN o o
ACIDO CLORHIDRICO 107% +0.11 Hasta 5%

Realizado por: Jenny Chavez, 2016

El cuadro N° 1-3, se expresan los resultados del control de calidad realizado a las hojas de
Myrcianthes halli obteniendo un porcentaje de humedad de 9.84% que garantiza que la materia
vegetal se encuentra dentro de los parametros que especifica la USP #28 para prevenir la

proliferacion microbiana.

El contenido de cenizas totales esta relacionado con sustancias minerales en una muestra vegetal
ya que expresa como una medida general de calidad porque la materia mineral puede estar
inmiscuida en alguna accién farmacoldgica; si existe un porcentaje elevado de cenizas insolubles
en acido quiere decir que la materia prima no se recolecté adecuadamente y puede estar

contaminada con arena o tierra silicea.
Como se puede observar el porcentaje de cenizas totales con valor 8.82%, cenizas solubles en agua

7.34% y cenizas insolubles en é&cido clorhidrico 1.07% estan dentro de las especificaciones USP #

28 lo cual nos indica que la materia vegetal fue recolectada adecuadamente.

3.2 Calidad fisico-quimica del extracto de arrayan

CUADRO 2-3: Determinacion organoléptica, densidad relativa, indice de refraccion y pH del

extracto fluidos de arrayan

ARRAYAN
OLOR Aromético
COLOR Verde intenso
ASPECTO Transparente, homogéneo
p® 1.0092
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1120

1.358

pH

4.22

Realizado por: Jenny Chavez, 2016

Los resultados revelaron las caracteristicas tipicas de un extracto, entre las cuales se encuentra una

ligera acidez, la cual favorece: a) conservacion del dentifrico elaborado, previniendo el desarrollo

bacteriano a largo plazo, b) absorcién éptima a nivel celular de los compuestos terapéuticos, c) su

aromaticidad corrobor6 la presencia de aceites esenciales.

3.3 Tamizaje Fitoquimico

Se efectud el tamizaje fitoquimico segln la técnica indicada en bibliografia (Miranda, 2006, pp. 32-62)

para la determinacion de los metabolitos secundarios principales en hojas de Myrcianthes halli, los

extractos se realizaron con diferentes solventes: éter dietilico, alcohol al 96% y agua destilada

analizados presentaron los siguientes resultados.

CUADRO 3-3: Tamizaje fitoquimico de los extractos de hojas de Myrcianthes halli.

EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
METABOLITO ENSAYO ETEREO ALCOHOLICO ACUOSO
Dragendorff (+++) (+4)
Alcaloides Wagner (+++) (++)
Mayer (+++) (+4)
Lieberman-
Triterpenos y Buchard +) “)
Esteroides
Flavonoides Shinoda ()
Antocianidinas (++)
Taninos y Fenoles  Cloruro férrico (+)

Saponinas Espuma (+) ()
AzUcares reductores Fehling ()
Compuestos grasos Sudan 111 (+)

Quinonas Borntrager

Cumarinas Baljet ) (++)
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Catequinas Catequinas ()

Resinas Resinas ()
(-) Ausencia; (+) Posible presencia; (++) Presencia confirmada; (+++) Presencia de cantidad suficiente

Realizado por: Jenny Chéavez, 2016

El tamizaje fitoquimico del extracto de Myrcianthes halli evidenci6 la presencia de flavonoides,
azucares reductores, taninos, lactonas, triterpenos y esteroides,siendo destacable la presencia de
flavonoides, lo cual se evidencia la presencia de compuestos fendlicos en hojas lo que nos permite
deducir que estos compuestos actGan en la cicatrizacién, como se ha demostrado que poseen
propiedades astringentes, antioxidantes y antimicrobianas, antiinflamatoria, antialérgica y

antitrombotica comprobadas.
3.4 Cromatografia de capa fina
3.4.1 Cromatografia en capa fina de la fraccion flavonica de hojas de Myrciathes halli

Se realizd una cromatografia de capa fina de la fraccion flavénica, mostr caracteristicas en buena
resolucién, presenté manchas separadas los cuales son compuestos de la fraccion obtenido de
acuerdo a las siguientes condiciones: Fase mdvil: cloroformo: acetona: acido férmico 7:2:1, luego
de haber probado con diferentes solventes se obtuvo mejores resultados que se muestran en la
Figura 5-3. Al no encontrar en bibliografia valores de Rf de los flavonoides aislados en esta fase

movil, se eluy6 el estandar quercetina.
A cora tv=254nm A corta tv=254nm

[
o
|

=

Hojas Quercetina

Quercetina

Figura 5-3: Cromatografia en capa fina de la fraccion flavdnica de las hojas de Myrcianthes halli
Realizado por: Jenny Chavez, 2016

CUADRO 4-3: Resultados de la determinacién de Rf de la cromatografia en capa fina de la
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fraccion flavonica de hojas de Myrcianthes halli.

MUESTRAS Rf Tedrico Rf Practico
0,27-0,37 (Luteolina) -
0,39-0,46 (Miricetina) 0.47
HOJAS 0,48-0,51 (Apigenina) -
0,53-0,59 (Rutina) 0.59
0,71-0,82 (Isoquercitrina) 0.80
0,84-0,93 (Quercetina) 0.87

Realizado por: Jenny Chavez, 2016

Adsorbentes: Silica gel 60PF 254 (Sigma Aldrich)
Sistema de solventes: Cloroformo-acetona-acido formico (7:2:1)
Revelador: UV X jarga A corta

El perfil cromatografico del extracto Myrcianthes halli mostré respectivamente 4 bandas, al
calcular los Rf para el estdndar y extracto, se puede indicar que la quercetina estan presentes en la
fraccion flavonica. La quercetina al ser una aglicona tiene caracteristicas farmacoldgicas
importantes, entre las cuales se puede mencionar: antiinflamatorias, sedante, antiespasmddica,

diurética, laxante y cardiotonico. (Martinez, 2001, pp. 8)

l Comentado [U1]: Busca alguna que esté en todo negro sino

queda informal
OH

HO o]
OH

OH

OH O

Figura 6-3: Estructura quimica de la Quercetina

Fuente: Martinez, 2001, pp. 8
3.5  Evaluacion de la actividad cicatrizante in vitro mediante inhibicion de la hialuronidasa
Para comprobar la actividad cicatrizante in vitro de la fraccion flavonica de hojas se utilizo el acido

hialurénico y la hialuronidasa tanto bovina como del veneno de cobra para el desarrollo de los

ensayos.
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El &cido hialurénico es un componente principal de la matriz extracelular, esta distribuido a lo
largo del tejido conectivo y epitelial, juega un papel esencial en la actividad cicatrizante, este
contribuye significativamente en la proliferacion y migracion celular, crece desde la base de la

herida y promueve la migracion de fibroblastos y células endoteliales dentro del sitio de la herida.
(Subalakshmi, y otros, 2014, pp.127-131)

3.5.1 Inhibicion de la hialuronidasa bovina

CUADRO 5-3: Porcentaje de inhibicion de la hialuronidasa bovina por efecto de las fracciones

flavénicas de las hojas Myrcianthes halli.

MATERIAL CONCENTRACION )
VEGETAL FRACCION FLAVONICA mg/mL % INHIBICION
80 54.70
60 18.00
Myrcianthes halli Hojas 40 16.23
20 12.82
10 7.69
5 5.98

Realizado por: Jenny Chavez, 2016

En el cuadro N° 5-3 se puede observar que la fraccion flavonica de hojas Myrcianthes halli tiene
una actividad inhibitoria ya que se obtuvo un 50.70% de inhibicion de la hialuronidasa bovina en la
dosis de 80mg/mL esto quiere decir que a mayor dosis mayor efecto inhibitorio.

Con este resultado se puede demostrar la especificidad de la fraccion flavénica, es decir cuanto
mayor es la concentracion de los compuestos flavénicos mayor sera su actividad inhibitoria segin
bibliografia esto puede deberse a la mayor concentracion presentes de Taninos los cuales van a
participar en la reepitelizacion de los tejidos y aceleracion de la cicatrizacion de las heridas, en

conjunto con los flavonoides. (Cabezas, 2014, pp. 59)

Al comprar los resultados con Sanchez (2015, pp. 43-44) que llevd a cabo la inhibicién de la
hialuronidasa bovina con fraccion de acetato de etilo de hojas de Pelargonium x domesticum L.H.
Bailey partiendo de un extracto metandlico, se observa que a muy bajas concentraciones de la
fraccion inhiben significativamente a la hialuronidasa 0,625mg/mL inhiben un 92,49%. Se puede

decir que a dosis bajas mejor efecto inhibitorio, a diferencia de la especie utilizada en etse estudio.

Al comparar los resultados con los de Monge (2015, pp. 24-26) se puede ver que la fraccion flavonica
solo de las hojas de Plectranthus amboinicus presentan una inhibicién de hialuronidasa bovina del
82,5% en la dosis de 20 mg/mL lo cual se demostro que a mayor dosis mejor efecto inhibitorio, al

igual que el caso de Myrcianthes halli que a 80mg/mL inhiben un 54.70% .
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Figura 7-3: Curva del % de inhibicion de Ila hialuronidasa bovina por efecto de la

fraccion flavénicas de hojas de Myrcianthes halli

Fuente: Jenny Chéavez, 2016

En la Figura 7-3, se puede observar que la fraccion flavonica de hojas de Myrcianthes halli

presenta mayor porcentaje de inhibicion de la hialuronidasa bovina a mayor concentracién o dosis

la cual es 80mg/mL, es decir, a mayor concentracion se logra mayor porcentaje de inhibicion para

esta enzima.

Por lo tanto podemos decir que a concentraciones menores de fraccion flavénica de hojas tienden a

formar complejos lo cual dificulta la inhibicién enzimatica, mientras que a dosis mayores los

compuestos estan mas libres y pueden actuar de mejor manera inhibiendo mayor porcentaje de

hialuronidasa bovina. (Sanchez, 2015, pp. 45)

3.5.2 Inhibicién de la hialuronidasa del veneno de cobra Naja naja.

CUADRO 6-3: Porcentaje de inhibicion de la hialuronidasa del veneno de cobra Naja naja por

efecto de la fraccion flavonica de hojas Myrcianthes halli.

MATERIAL CONCENTRACION % i
VEGETAL FRACCION mg/mL INHIBICION
FLAVONICA
80 65.72
60 43.90
Myrcianthes halli HOJAS 40 40.18
20 35.24
10 26.02
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17.75

Realizado por: Jenny Chavez, 2016

Segun el cuadro 6-3, la fraccion flavénica de las hojas Myrcianthes halli en dosis de 80mg/mL
permite el 65,72% de inhibicion de hialuronidasa encontrada en el veneno de cobra Naja naja, las
demas dosis realizadas en la investigacion son aceptables, es decir, que a dosis bajas se inhibe
significativamente la hialuronidasa del veneno de cobra. Para las hojas, a una concentracion de

60mg/mL admite un 43,90% de inhibicidn.

La mezcla del veneno de cobra con el acido hialurénico produce una turbidez, precipitacion o
floculacion del medio; indicativo de la maxima actividad de la hialuronidasa en degradar al acido
hialurénico, una vez que las fracciones flavonicas actdan sobre dicha mezcla no permiten el
progreso de la reaccion, es decir, la presencia del precipitado disminuye y va aumentando la

actividad inhibitoria de la fraccion flavénica.

% Inhibicion de hialuronidasa del veneno de cobra Naja
naja por efecto de fraccion flavonica de hojas

70
60
50
40
30
20 +—
10

% INHIBICION

% Inhibicion

ppm

Figura 8-3: Curva del % de inhibicion de la hialuronidasa del veneno de cobra Naja

naja por efecto de fraccion flavonica de hojas de Myrcianthes halli.

Realizado por: Jenny Chavez, 2016

En la Figura 7-3 se observa que la fraccion flavonica de hojas se presenta un 65.72% de inhibicion
de la hialuronidasa a 80mg/mL y un 17.75% de inhibicion a una concentracion menor de 5mg/mL,
si se seguiria realizando concentraciones altas se obtendria mayor porcentaje de inhibicién, por lo
cual a mayores concentraciones va haber una mayor inhibicién de la hialuronidasa del veneno de

cobra Naja naja.

CUADRO 7-3: Efecto de la fraccion flavonica de hojas del Myrcianthes halli en la inhibicién de la

hialuronidasa del veneno de cobra Naja naja.
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. Méxima
Tiempo seg actividad 80mg/mL 60mg/mL 40mg/mL 20mg/mL 10mg/mL 5mg/mL
0 0,034 0,010 0.018 0,019 0,023 0,026 0,029
30 0,058 0,012 0,021 0,030 0,032 0,036 0,043
60 0,075 0,020 0,048 0,042 0,045 0,050 0,052
90 0,095 0,038 0,059 0,059 0,062 0,069 0,079
120 0,109 0,052 0,072 0,072 0,079 0,085 0,092
150 0.112 0,052 0,086 0,088 0,089 0,094 0,098
180 0,118 0,052 0,086 0,088 0,090 0,096 0,104
210 0,122 0,052 0,084 0,088 0,090 0,099 0,110
240 0,122 0,048 0,073 0,079 0,090 0,099 0,110
270 0,122 0,029 0,038 0,055 0,059 0,087 0,101
300 0,122 0,020 0,032 0,038 0,049 0,072 0,085
Realizado por: Jenny Chavez, 2016
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Figura 9-3: Curva del efecto de la fraccion flavonica de hojas de Myrcianthes halli en inhibicion
de hialuronidasa del veneno de cobra

Realizado por: Jenny Chavez, 2016

En la Figura 8-3, de igual forma se observa la curva de maxima actividad de la hialuronidasa
presente en el veneno de cobra la que interviene en la degradacion del &cido hialurdnico liberando

N-acetilglucosamina y &cido glucurénico.
Cuando la hialuronidasa interacciona con 80mg/ml de fitocompuestos flavonicos de hojas se

liberaria en menor cantidad de N-acetilglucosamina y a los 120 segundos de la reaccion se

mantiene la absorbancia y después empieza a decrecer la curva. Se demuestra que a mayor
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concentracion de fraccion flavdnica, menor cantidad de N-acetilglucosamina liberada y por ende

mayor porcentaje de inhibicion de la enzima hialuronidasa.

3.5.3 Anadlisis estadistico

Con los datos in vitro obtenidos del porcentaje de inhibiciéon de la hialuronidasa bovina y el
porcentaje de inhibicion presente en el veneno de cobra con la fraccién flavénica de hojas de
Myrcianthes halli se efectué la prueba de Shapiro-Wilk cumpliendo ambos el supuesto de
Normalidad con un p-value > 0,05 respectivamente e indicando que los datos se encuentran
normalmente distribuidos. Seguido de un test Levene para determinar la Homogeneidad de
varianzas dando un p-value > 0,05 lo que indica la Heterogeneidad de las varianzas en ambos
casos, y mediante el ANOVA Unifactorial con un valor p-value < 0,05 se observa que existen
diferencias significativas en el porcentaje de inhibicion de hialuronidasa respectivamente.
Corroborando con la prueba Post-hoc de HSD Tukey con p-value < 0,05 al 95% de confianza
estadistica en el porcentaje de inhibicion de la hialuronidasa presente en veneno de cobra a
80mg/ml y un p-value < 0.05 al 95% de confianza estadistica en el porcentaje de inhibicién de la
hialuronidasa bovina con diferencias significativas en los tratamientos de 20mg/ml y 80mg/ml (ver
Anexo S y R). Para los analisis estadisticos se utilizo el Software IBM SPSS Statistics Version
23.0.0.0 (2015).

3.6 Evaluacion del efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de arrayan (Myrcianthes

halli) in vivo.

Se evalu6 la actividad cicatrizante del extracto hidroalcohélico de arrayan (Myrcianthes halli),
administrando de forma tdpica, con extractos hidroalcohdlicos de planta al 40, 60 y 80 %. Al
control (+) se administr6 Lamoderm y por dltimo el control (-) al cual no se administrd ningun tipo

de tratamiento. Se observo el tiempo cicatrizacion y longitud de la cicatriz.

3.6.1 Reduccion del tiempo de cicatrizacion

El proceso de cicatrizacion ocurre en varios dias dependiendo del tipo de tratamiento. Los dias del
tratamiento fueron los necesarios para que las heridas de cada animal pierdan costra y presenten

una piel renovada.
CUADRO 8-3 Efecto cicatrizante de extractos hidroalcohdlicos de Myrcianthes halli evaluado
mediante dias de cicatrizacién y longitud de la herida. BIOTERIO. Facultad de

Ciencias. ESPOCH. Enero 2016
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GRUPOS CICATR,IZACION LONGITUD CICATRIZ
(DIAS) (cm)
Sin tratamiento 15.74+ 0.058 1.18 +0.058
Lamoderm 14.74 £ 0.058 1.07 £ 0.058
Extracto 40% 12.74 £ 0.058 1.18 + 0.058
Extracto 60% 11.74 £ 0.058 0.86 + 0.058
Extracto 80% 11.74 £ 0.058 0.86 + 0.058

Realizado por: Jenny Chavez, 2016

Segun los datos obtenidos y expresados en el Cuadro 8-3 el tratamiento con mejores resultados y
mayor efecto cicatrizante fue el tratamiento con el Extracto de 60% y 80% siendo la mas efectiva
que el control positivo. Debido a que este grupo llevé 11.74 dias en cicatrizar completamente la
herida inducida, a diferencia de los otros tratamientos que llevaron més dias en hacerlo,

Esto puede deberse a la mayor cantidad de flavonoides, metabolitos secundario encargado de la
reepitelizacion de los tejidos que junto al contenido de taninos presentes producen un efecto

sinérgico acelerando la cicatrizacion de las heridas. (Proafio, 2013, pp. 65)

Ademés se pueden observar las longitudes finales de las cicatrices de cada grupo después de
finalizados los tratamientos. Identificando que las cicatrices que presentaron una menor longitud
fueron aquellas a los cuales se les aplicé el tratamiento con extracto al 60 y 80%, determinando
que se obtuvo una mayor eficacia con este tratamiento al disminuir de forma notable el tamafio de

las cicatrices.

CUADRO 9-3: Reduccion en porcentaje del tiempo de cicatrizacion de cada grupo en relacion a
la ausencia de tratamiento. Bioterio. Facultad de ciencias. ESPOCH. Enero 2016

GRUPO CICATRI;ACION TIEMPO DE
EN DIAS CICATRIZACION (%)
Control (-) Sin tratamiento 16 100
Control (+) Lamoderm 15 94
Extracto 40% 13 81
Extracto 60 % 12 75
Extracto 80 % 12 75

Realizado por: Jenny Chavez, 2016
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GRAFICO 1-3: Reduccién del tiempo de cicatrizacion de cada grupo en relacion a la ausencia de

tratamiento. Bioterio de la facultad de ciencias. ESPOCH. Enero. 2016
Realizado por: Jenny Chavez, 2016

En el cuadro 9-3 y grafico 1-3 se toma como referencia los 16 dias de cicatrizacién del Control (-),
es decir, el grupo al que no se le administrd el tratamiento, expresandose como el 100%. Al Control
(+) se le aplico Lamoderm como tratamiento, en este grupo se redujo el tiempo de cicatrizacion de
6%. En el extracto al 40%, el tiempo de cicatrizacion se reduce a un 19%, para el extracto al 60 y
80% se puede observar claramente que existe una reduccion notoria del tiempo de cicatrizacion con
respecto al Control (-), ya que tiene una reduccion del 25%. Siendo un porcentaje menor también

en comparacion a los demas tratamientos.

Al comparar con los resultados de in vitro podemos notar que la inhibicion de hialuronidasa se da
en concentraciones altas al igual que en in vivo por lo que no existe mucha diferencia por lo que los

dos métodos nos ayudan a corroborar la actividad cicatrizante.

3.6.2  Analisis estadistico

Este analisis se efectud con los datos obtenidos de los grupos (Control +; Control -; Extracto 40%;
Extracto 60%; Extracto 80%) de tratamientos evaluando el efecto cicatrizante mediante los dias de
cicatrizacion y la longitud de cicatrizacion, se realiz6 la prueba Shapiro-Wilk para determinar si los
datos cumplen el supuesto de Normalidad obteniéndose un p-value > 0,05 para ambos métodos
respectivamente e indicando que los datos se encuentran normalmente distribuidos. Luego se
efectud un test Levene para comprobar la Homogeneidad de varianzas arrojando un p-value > 0,05

manifestando la Heterogeneidad de las varianzas en ambos casos, seguido se realizé un ANOVA
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Unifactorial con un p-value > 0.05 para el efecto cicatrizante considerando la longitud de
cicatrizacion es decir, no existe diferencia significativa entre las medias de dicho ensayo y un valor
p-value < 0,05 para el efecto cicatrizante considerando los dias de cicatrizacion existiendo
diferencias significativas en este tratamiento. Finalmente se ejecuté un Post-hoc de HSD Tukey al
95% de confianza estadistica para el efecto cicatrizante considerando los dias de tratamiento y se
obtuvo un p-value > 0.05 en los tratamientos (80%, 60% y 40%) y controles respectivamente, se
dividieron en 2 subgrupos con diferencias significativas en los tratamientos con respecto a los
controles (ver Anexo T y U). Para los analisis estadisticos se utilizd el Software IBM SPSS
Statistics Version 23.0.0.0 (2015).

3.6.3 Examen Histopatologico

CUADRO 10-3: Examen histopatoldgico de piel de ratones (Mus musculus) a los cuales se
administro extracto hidroalcohélico de Arrayan (Myrcianthes halli) para la

evaluacion del efecto cicatrizante.

MUESTRA EXAMEN MACROSCOPICO EXAMEN
MICROSCOPICO

Largo: 2.5cm
Ancho: 2 cm
Color: Rojizo Proceso de cicatrizacion en
X 40% Aspecto: Liso, algo agradable 80 %.
(Extracto Myrcianthes halli) Forma/Trayecto:
Longitudinal Piel con tejido fibroso.

Profundidad:
Ninguna/Superficial
Herida cerrada

Largo: 2.5cm
Ancho: 2cm
Color: Blanco
Aspecto: Algo liso, algo Proceso de cicatrizacion en
Y 60 % agradable 95%.

(Extracto Myrcianthes halli) Forma/Trayectoria:
Longitudinal Piel con tejido fibroso.
Profundidad:
Ninguna/Superficial
Herida cerrada

Largo: 2.5 cm
Ancho: 2 cm
Color: Blanco
Aspecto: Algo liso, algo Proceso de cicatrizacion en
Z80% agradable 95%.

(Extracto Myrcianthes halli) Forma/Trayectoria:
Longitudinal Piel con tejido fibroso.
Profundidad:
Ninguna/Superficial
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Herida cerrada

Largo: 2.5 cm

Ancho: 2 cm

Color: Blanco
Aspecto: Algo liso, algo

Piel con proceso de
cicatrizacién en 100%.

H agradable
(Lamoderm) Forma/Trayectoria: Presencia de  epitelio

Longitudinal escamoso. Células basales
Profundidad: de la epidermis proveen
Ninguna/Superficial continuidad con tejido
Herida cerrada conectivo denso.
Largo: 2.5 cm
Ancho: 2cm Piel con proceso de
Color: Blanco cicatrizacion en 40%
Aspecto: Algo liso, algo

G agradable Presencia de tejido de

(Control negativo)

Forma/Trayectoria:
Longitudinal
Profundidad:
Ninguna/Superficial
Herida cerrada

granulacién y fibrosis.

Realizado por: Jenny Chavez, 2016

% de Regeneracion

100 -

80 -

60 -

Porcentaje (%)

20 -

Control (-)

Control (+) Trat. 40%

Grupos de Experimentacion

Trat. 80%

Grafico 2-3 Porcentaje de regeneracion celular en ratones (Mus musculus) a los que se administrd

extracto hidroalcoholico de Arrayan (Myrcianthes halli).

Realizado por: Jenny Chavez, 2016

En el grafico 2-3 se encuentran representados los porcentajes de regeneracién de cada grupo,

pudiéndose observar que el tratamiento que presenta un 100% en regeneracion es el grupo al

cual se aplico Lamoderm, mientras que el 95 % en regeneracion corresponde al extracto al 60 y

80 %. El extracto al 40 % presenta una regeneracion del 80%, mientras al que no se aplico
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ningun tratamiento, presentd apenas un 40% de regeneracion. Estos datos en conjunto con los

presentados en el cuadro 9-3 muestran que el extracto al 60 y 80 % resulta eficaz en la

cicatrizacion de heridas superficiales.

CONCLUSIONES

Se realiz6 el control de calidad de Myrcianthes halli de las hojas secas, de manera que tanto
humedad, cenizas totales, cenizas solubles en agua como cenizas insolubles en &cido
clorhidrico, estan dentro de los valores establecidos por la USP # 28, indicando que existio
adecuada recoleccion de la materia prima sin ningin tipo de contaminacion; a la vez las
condiciones de secado, conservacion y almacenamiento fueron correctas. El tamizaje
fitoquimico de los extractos etéreo, alcohdlico y acuoso demostré la presencia de varios
metabolitos secundarios entre ellos flavonoides, azlcares reductores, taninos, lactonas,
triterpenos y esteroides, siendo destacable la presencia de flavonoides.

Se determind la actividad inhibitoria de la fraccion flavonica del Myrcianthes halli en la
hialuronidasa bovina y en la enzima hialuronidasa del veneno de cobra en hojas, siendo la dosis
de 80 mg/mL dio un mayor porcentaje de inhibicion, en este caso a mayor dosis mayor efecto
inhibitorio, lo cual ofrece un mejor efecto cicatrizante en pacientes con heridas complicadas.

Se comproho el efecto cicatrizante del Myrcianthes halli sobre heridas inducidas, en relacion a
el control positivos Lamoderm, evidenciandose un mayor efecto en el tratamiento con el

extracto hidroalcohdlico de arrayan al 60 y 80 %, al presentar un menor tiempo de
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cicatrizacion y una menor longitud de la cicatriz. Mientras que en el analisis macroscopico y
microscopico el extracto hidroalcohdlico a las diferentes concentraciones presenta altos niveles

de regeneracion celular durante la cicatrizacion.

RECOMENDACIONES
e Se debe realizar el estudio de cicatrizacion utilizando un vehiculo similar al del control
positivo, disminuyendo asi la posibilidad de errores en los resultados debido este.
e Es necesario profundizar y realizar mas investigaciones sobre el efecto cicatrizante de
arrayan (Myrcianthes halli) con el objeto de poder obtener un fitofarmaco que sea

accesible a la poblacion.

e Es necesario continuar con un andlisis de toxicidad crénica para que el vegetal pueda ser

comercializado como tal o sus principios activos en una forma farmacéutica.
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ANEXOS

ANEXO A: Materia prima Myrciantes halli

Fuente: Jenny Chavez, 2016

ANEXO B: Parametros de calidad del material vegetal




Fuente: Jenny Chavez, 2016

ANEXO C: Determinacion de parametros fisicos del extracto: indice de refraccion, pH.

Fuente: Jenny Chavez, 2016

ANEXO D: Obtencidn del extracto de hojas de Myrciathes halli

Fuente: Jenny Chavez, 2016

ANEXO E: Tamizaje fitoquimico de los extractos
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Fuente: Jenny Chavez, 2016

ANEXO F: Obtencién de la fraccion flavonica de las hojas de Myrcianthes halli




Fuente: Jenny Chavez, 2016

ANEXO G: Fraccion flavonica de hojas
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Fuente: Jenny Chavez, 2016

ANEXO H: Cromatografia en capa fina



Fuente: Jenny Chévez, 2016

ANEXO I: Ensayo de inhibicion de la hialuronidasa bovina

Fuente: Jenny Chavez, 2016

ANEXO J: Ensayo de inhibicién de la hialuronidasa del veneno de cobra




Fuente: Jenny Chavez, 2016

ANEXO K: Acondicionamiento de los reactivos biolégicos

Fuente: Jenny Chavez, 2016

ANEXO L: Extractos para la evaluacion del efecto, ratones depilados previa induccion de heridas



Fuente: Jenny Chavez, 2016
ANEXO M: Induccion de heridas

Fuente: Jenny Chavez, 2016

ANEXO N: Aplicacion de tratamientos - control positivo animales tratados con Lamoderm

Fuente: Jenny Chavez, 2016



ANEXO O: Aplicacion de tratamientos extractos 40%, 60% y 80%

Fuente: Jenny Chavez, 2016

ANEXO P: Cicatrizacién de las heridas con aplicacion de tratamientos

Fuente: Jenny Chavez, 2016

ANEXO Q: Muestras de piel conservadas en formol al 10%
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Fuente: Jenny Chavez, 2016

ANEXO R: Andlisis estadistico de los resultados in vitro de la inhibicién de la hialuronidasa

bovina npor efecto de las hojas

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
mg/ml Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
% de 5 175 3 1.000 3 1.000
Inhibicion 7o 175 3 1.000 3 1.000
Hialuronidas ,,
a 20 175 3 1.000 3 1.000
"0 175 3 1.000 3 1.000
60
175 3 1.000 3 1.000
80 175 3 1.000 3 1.000
a. Correccion de significacion de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas
% de Inhibicién Hialuronidasa
Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
.000 12 1.000




% de Inhibicion Hialuronidasa

ANOVA

Suma de Media
cuadrados ql cuadratica F Sig.
Entre grupos 4854.400 5 970.880 970.880 .000
Dentro de 12.000 12 1,000
grupos
Total 4866.400 17
Descriptivos
% de Inhibicion Hialuronidasa
confianza para la media
Deswiacién | Error Limite
N Media estandar | estandar |Limite inferior|  superior Minimo Maximo
5 3 6.000 1.0000 5774 3516 8484 50 70
[10 3 7.700 1.0000 5774 5216 10.184 6.7 8.7
[20 3 12.800 1.0000 5774 10.316 15.284 118 138
l40 3 16.200 1.0000 5774 13.716 18.684 152 172
[60 3 18.000 1.0000 5774 15516 20484 170 19.0
[80 3 54700 1.0000 5774 52216 57.184 53.7 557
Total 18 19.233 16.9192 3.9879 10.820 21.647 50 55.7
%de Inhibicién Hialuronidasa
HSD Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
mg/ml N 1 2 3 4
5 3 6.000
10 3 7.700
20 3 12.800
20 3 16.200
60 3 18.000
80 3 54.700
Sig. 356 1.000 303 1.000

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3.000.




Comparaciones multiples

Variable dependiente:

HSD Tukey
95%
Diferenciade|  Eror Limite

(I) mg/ml| medias () | estandar Sig.  |Limite inferior| superior

5 10 -1.7000 8165 356 -4.443 1043
20 -6.8000° 8165 000 -9.543 -4.057
40 -10.2000° 8165 000 -12.943 -7457
%0 -12.0000° 8165 000 -14.743 -9.257
80 487000 8165 000|  51443| 45957

10 5 1.7000 8165 356 -1.043 4443
20 -5.1000° 8165 000 -7.843 -2.357
40 -85000° 8165 000 -11.243 -5.757
%0 -10.3000° 8165 000 -13.043 -7.557
80 -47.0000' 8165 000 -49.743 -44.257

20 5 6.8000" 8165 000 4,057 9543
10 51000 8165 000 2357 7.843
40 -3.4000° 8165 013 -6.143 -657
%0 5.2000° 8165 000 7943 2457
80 -41.9000' 8165 000 -44.643 -39.157

40 5 10.2000 8165 000 7457 12.943
10 85000 8165 000 5.757 11.243
20 3.4000° 8165 013 657 6.143
%0 -1.8000 8165 303 -4543 943
80 -38.5000° 8165 000 -41.243 -35.757

60 5 12.0000° 8165 000 9.257 14.743
10 10.3000° 8165 000 7557 13.043
20 5.2000° 8165 000 2457 7.943
0 1.8000 8165 303 -943 4543
80 -36.7000° 8165 000 -39.443 -33.957

80 5 48.7000° 8165 000 45957 51.443
10 47.0000° 8165 000 44257 49743
20 41.9000° 8165 000 39.157 44.643
40 38.5000° 8165 000 35.757 41.243
%60 36.7000° 8165 000 33957 39.443

* Ladiferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Fuente: Jenny Chavez, 2016

ANEXO S: Analisis estadistico de los resultados de in vitro de la inhibicion de la hialuronidasa del

veneno de cobra por efecto de las hojas



Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
mg/ml Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
% de 80 220 11 143 909 11 236
Inhibicién 5o 222 11 136 890 11 137
Venenode .
Cobra :10 115 11 200 962 11 792
20 186 11 200" 918 11 304
"10 167 11 200" 913 11 .266
| 4
5 .254 11 .046 .867 11 071
* Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas
% de Inhibicién Veneno de Cobra
Estadistico
de Levene gl1 gl2 Sig.
2.111 5 60 .076
ANOVA
% de Inhibicién Veneno de Cobra
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 15057.454 5 3011.491 19.819 .000
Dentro de
9116.995 60 151.950
grupos
Total 24174.449 65
Descriptivos
% de Inhibicién Veneno de Cobra
confianza para la media
Desviacion Error o Limite
N Media estandar | _estandar _|Limite inferior] superior Minimo Maximo
80 11 65.7182 11.17380 3.36903 58.2115 73.2248 52.29 83.61
[60 11 43.9036 17.33275 5.22602 32.2593 55.5479 23.21 73.77
[40 11 40.1791 13.87229 4.18265 30.8596 49.4986 2143 68.85
20 11 35.2409 12.52149 3.77537 26.8289 43.6530 2054 59.84
10 11 26.0236 8.40549 253435 20.3768 31.6705 16.07 40.98
[5 11 17.7509 8.15726 2.45951 12.2708 23.2310 7.84 30.67
Total 66 38.1361 19.28509 237383 33.3952 42.8769 7.84 83.61




%de Inhibicién Veneno de Cobra

HSD Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
mg/ml N 1 2 3 4
5 11 17.7509
2
10 11 26.0236 26.0236
20 11 35.2409 35.2409
[20 11 40.1791 40.1791
2
60 11 43.9036
50 11 65.7182
Sig. 619 .092 571 1.000

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 11.000.

Comparaciones multiples

Variable dependiente:

HSD Tukey
95%
Diferencia de Error o ) Limite

() mg/ml medias (1-)) | _estandar Sig. Limite inferior|  superior

5 10 -8.27273 5.25616 619 -23.7458 7.2004
20 -17.49000" 5.25616 018 -32.9631 -2.0169
"0 -22.42818" 5.25616 001 -37.9013 -6.9551
60 -26.15273" 5.25616 .000 -41.6258 -10.6796
80 -47.96727 5.25616 .000 -63.4404 -32.4942

10 5 8.27273 5.25616 619 -7.2004 23.7458
20 -9.21727 5.25616 503 -24.6904 6.2558
"0 -14.15545 5.25616 092 -29.6285 1.3176
60 -17.88000° 5.25616 015 -33.3531 -2.4069
80 -39.69455" 5.25616 .000 -55.1676 -24.2215

20 5 17.49000° 5.25616 018 2.0169 32.9631
"0 9.21727 5.25616 503 -6.2558 24.6904
"0 -4.93818 5.25616 935 -20.4113 10.5349
0 -8.66273 5.25616 571 -24.1358 6.8104,
80 -30.47727 5.25616 .000 -45.9504 -15.0042

40 5 22.42818" 5.25616 001 6.9551 37.9013
"0 14.15545 5.25616 092 -1.3176 29.6285
20 4.93818 5.25616 935 -10.5349 20.4113
60 -3.72455 5.25616 980 -19.1976 11.7485
80 -25.53909" 5.25616 .000 -41.0122 -10.0660

60 g 26.15273" 5.25616 .000 10.6796 41.6258
10 17.88000° 5.25616 015 2.4069 33.3531
20 8.66273 5.25616 571 -6.8104 24.1358
"0 3.72455 5.25616 980 -11.7485 19.1976
80 -21.81455 5.25616 001 -37.2876 -6.3415

80 5 47.96727 5.25616 .000 32.4942 63.4404
10 39.69455 5.25616 .000 24.2215 55.1676
20 30.47727 5.25616 .000 15.0042 45.9504
20 25.53909" 5.25616 .000 10.0660 41.0122
50 21.81455" 5.25616 001 6.3415 37.2876

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Realizado por: Jenny Chavez, 2016

ANEXO T: Analisis estadistico de los resultados in vivo del efecto cicatrizante de los grupos

tratados considerando los dias de cicatrizacion.



Pruebas de normalidad

SmirnoV?' Shapiro-Wilk
Estad Estadi
Grupos de Experimentacion |istico| gl | Sig. | stico | gl [ Sig.
Dias de Control (+) ,300 5| ,161| ,883 5[ 325
Cicatrizacion - control (-) 300 5| 61| 883 5 325
Extracto 40% | 300 5| ,161| ,883 5[ ,325
Extracto 60% | 300 5| ,161| ,883 5[ ,325
Extracto 80% | 300 5| ,161| ,883 5[ ,325
a. Correccion de significacién de Lilliefors
Descriptivos
Dias de Cicatrizacion
confianza para la media
Desviacion Error o Limite
N Media estandar estandar _|Limite inferior| superior Minimo Méaximo
Control (+) 5 16.00 707 316 15.12 16.88 15 17
Control () 5 15.00 707 316 14.12 15.88 14 16|
Extracto 40% 5 13.00 707 316 12.12 13.88 12 14
Extracto 60% 5 12.00 707 316 11.12 12.88 11 13
Extracto 80% 5 12.00 707 316 11.12 12.88 11 13
Total 25 13.60 1.780 356 12.87 14.33 11 17
Prueba de homogeneidad de varianzas
Dias de Cicatrizacion
Estadistico
de Levene gl1 gl2 Sig.
0.000 4 20 1.000
ANOVA
Dias de Cicatrizacion
Sumade Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 66.000 4 16.500 33.000 .000
Dentro d
entro de 10.000 20 500
grupos
Total 76.000 24




Dias de Cicatrizacion

HSD Tukey®

STUPTS UT

Experimentac 0.05

ion N 1 2
Extracto 60% 5 12.00

Extracto 80% 5 12.00

Extracto 40% 5 13.00

Control (-) 5 15.00
Control (+) 5 16.00
Sig. .207 .207

Se visualizan las medias para los grupos en los
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica
Comparaciones multiples

Variable dependiente:

HSD Tukey
95%
(I) Grupos de Diferencia de Error Limite
Experimentacion medias (I-)) | _estandar Sig. Limite inferior] superior
Control (+)  Control (-) 1.000 447 207 -34 2.34
Extracto 40% 3.000" 447 .000 1.66 4.34
Extracto 60% 4,000 447 .000 2.66 5.34
Extracto 80% 4,000 447 .000 2.66 5.34
Control (-)  Control (+) -1.000 447 207 -2.34 34
Extracto 40% 2.000" 447 002 .66 3.34
Extracto 60% 3.000" 447 .000 1.66 434
Extracto 80% 3.000 447 .000 1.66 4.34
Extracto 40% Control (+) -3.000" 447 .000 -4.34 -1.66
Control (-) -2.000" 447 002 -3.34 -.66
Extracto 60% 1.000 447 .207 -.34 2.34
Extracto 80% 1.000 447 .207 -.34 2.34
Extracto 60% Control (+) -4.000" 447 .000 -5.34 -2.66
Control (-) -3.000 447 .000 -4.34 -1.66
Extracto 40% -1.000 447 .207 -2.34 .34
Extracto 80% 0.000 447 1.000 -1.34 1.34
Extracto 80% Control (+) -4.000" 447 .000 -5.34 -2.66
Control (-) -3.000 447 .000 -4.34 -1.66
Extracto 40% -1.000 447 .207 -2.34 34
Extracto 60% 0.000 447 1.000 -1.34 1.34

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
Realizado por: Jenny Chavez, 2016

ANEXO U: Andlisis estadistico de los resultados in vivo del efecto cicatrizante de los grupos

tratados considerando la Longitud de cicatrizacion




Pruebas de normalidad
SmirnoV?' Shapiro-Wilk
Estad Estadi

Grupos de Experimentacion Jistico| gl | Sig. [ stico | gl | Sig.
Longuitud de Control (+) 157 15| 2007 ,923 15| 212
'("’C‘r:)ica"iz Contol () | 155| 16| 2007 .944| 16| 201

Extracto 40% | 165 13| 2007 942 13| 481

Extracto 60% | 225 12| ,093[ ,909 12| ,205

Extracto 80% | 189 12| 2007 874 12| 073

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Longuitud de la Cicatriz (cm)

Descriptivos

confianza para la media
Desviacion Error o Limite
N Media estandar estandar _|Limite inferior| superior Minimo Méaximo
Control (+) 16 1.0688 51214 12804 7958 1.3417 30 2.00)
Control () 16 1.1875 53276 13319 .9036 14714 .30 2.00
Extracto 40% 16 8625 45880 .11470 .6180 1.1070 .20 2.00
Extracto 60% 16 1.1813 51409 .12852 .9073 1.4552 .30 2.00
Extracto 80% 16 8563 51247 12812 .5832 1.1293 .20 2.00
Total 80 1.0313 51523 05760 9166 1.1459 20 2.00|
Prueba de homogeneidad de varianzas
Longuitud de la Cicatriz (cm)
Estadistico
de Levene gl1 gl2 Sig.
217 4 75 928
ANOVA
Longuitud de la Cicatriz (cm)
Sumade Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1.719 4 430 1.674 165
Dentro de
19.253 75 257
grupos
Total 20.972 79




Variable dependiente:

Longuitud de la Cicatriz (cm)

HSD Tukey®

Subconjunto
Grupos de para alfa =
Experimentac 0.05
i6n N 1
Extracto 80% 16 .8563
Extracto 40% 16 .8625
Control (+) 16 1.0688
Extracto 60% 16 1.1813
Control (-) 16 1.1875
Sig. 354

Se visualizan las medias para los grupos

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la

Comparaciones multiples

HSD Tukey
95%
(I) Grupos de Diferencia de Error Limite
Experimentacion medias (I-)) | _estandar Sig. Limite inferior]  superior
Control (+)  Control (-) -11875 17913 964 -6195 3820
Extracto 40% .20625 17913 779 -.2945 7070
Extracto 60% -11250 17913 970 -6132 .3882
Extracto 80% .21250 17913 759 -.2882 7132
Control (-)  Control (+) 11875 17913 964 -.3820 6195
Extracto 40% .32500 17913 373 -1757 8257
Extracto 60% 00625 17913 1.000 -.4945 5070
Extracto 80% 33125 17913 354 -.1695 8320
Extracto 40% Control (+) -.20625 17913 779 -7070 2945
Control (-) -.32500 17913 373 -.8257 1757
Extracto 60% -.31875 17913 393 -8195 1820
Extracto 80% 00625 17913 1.000 -.4945 5070
Extracto 60% Control (+) .11250 17913 970 -.3882 6132
Control (-) -.00625 17913 1.000 -5070 4945
Extracto 40% 31875 17913 393 -.1820 8195
Extracto 80% .32500 17913 373 -1757 8257
Extracto 80% Control (+) -.21250 17913 759 -7132 2882
Control (-) -.33125 17913 354 -.8320 1695
Extracto 40% -.00625 17913 1.000 -5070 4945
Extracto 60% -.32500 17913 373 -.8257 1757




Media de Dias de Cicatrizacion
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