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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue elaborar una crema con actividad cicatrizante, a base de
extracto hidroalcohélico de hojas de Piper aduncum L. Las plantas fueron recolectadas en la
parroquia de Tena, perteneciente al canton Tena, ubicado en la provincia del Napo, el material
vegetal fue desinfectado de impurezas, secado y triturado. Se realiz6 el control de calidad
pertinente con diferentes ensayos como: determinacion de humedad, determinacién de cenizas
totales, y solubles en agua e insolubles en acido clorhidrico. Se macer6 por 48 horas el material
vegetal seco y triturado con éter, alcohol al 96%, agua destilado y alcohol al 70%. Ademas, se
realizaron ensayos fitoquimicos de cada extracto para la determinacion cualitativa de metabolitos
secundarios de interés para el producto como: Flavonoides, Taninos y Triterpenos. A
continuacion, se realizd las diferentes formulaciones hasta la obtencién de la formulacién final
del producto, se evalué las caracteristicas fisicoquimicas. Por ultimo, se envasd, etiquetd. Se
realizo el andlisis microbioldgico el cual se comprobd la ausencia de diferentes microorganismos
como: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Coliformes totales,
Aerobios mesdfilos y Mohos y levaduras, adquiriendo asi un producto final seguro en 6ptimas
condiciones para su uso. En conclusién, se obtuvo una crema cicatrizante que present6 todos los
parametros establecidos dentro de los limites. Se recomienda en proximos estudios realizar la
comprobacion de la actividad cicatrizante en animales de experimentacién, y ademas realizar
otras combinaciones con diferentes excipientes organicos que potencien la actividad cicatrizante

0 mejoren la presentacion del cosmético.

Palabras clave: <CICATRIZANTE>, <EXTRACTO HIDROALCOHOLICO>,
<MACERACION>, <TAMIZAJE FITOQUIMICO>, <METABOLITOS SECUNDARIOS>,
<RECOLECCION>, < CRITERIOS DE INCLUSION>, < CRITERIOS DE EXCLUSION>,
<PARTES AREAS DE LA PLANTA>.

1661-DBRA-UPT-2023
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ABSTRACT

The objective of the present study was to produce a cream with cicatrizing action, based on
hydroalcoholic extract of leaves of Piper Aduncum L. The plants were collected at Tena city,
which is located in Napo province. The vegetable material was disinfected, dried, and crushed. A
control of quality was carried out through different tests such as humidity determination, total ash
determination, and water-soluble and insoluble hydrogen chloride. The dried and crushed
vegetable material with éter was macerated for 48 hours, 96% of distilled water, and 70% of
alcohol. Besides, phytochemical tests were applied on each extract for the qualitative
determination of secondary metabolites which are relevant for products such as flavonoids,
tannins, and triterpenes. Then different formulas were used to obtain the final formula of the
product. Phytochemical features were evaluated. Finally, they were packed and labeled. A
microbiological analysis was carried out in which it was demonstrated the lack of different
microorganisms such as Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, total
coliforms, Mesophilic aerobiosis, mold, and yeast, obtaining a final product of high quality for its
consumption. In conclusion, a cicatrizing cream was obtained which presented every established
parameter within the limits. For the next studies, it is recommended to make the verification of
the cicatrizing action in experimental animals. Besides, some combinations with different organic
excipients that can enhance cicatrizing action should be carried out. This can improve the

cosmetic presentation.

Keywords: CICATRIZING, HYDROALCOHOLIC EXTRACT, MACERATION,
PHYTOCHEMICAL SCREENING, SECONDARY METABOLITES, COLLECTION,
INCLUSION CRITERIA, EXCLUSION CRITERIA, PLANT AREAS.

Ing. Romel Francisco Calles Jiménez. MSc.
C.1. 0603877713
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INTRODUCCION

La basqueda de componentes biolégicamente activos de origen natural es un area en la que se
ha dedicado un gran esfuerzo de investigacion. Entre los diversos tipos de fuentes naturales de
sustancias bioactivas, las plantas son probablemente la fuente méas estudiada, con ayuda de la
fitoguimica se puede identificary evaluarla calidad de sus principios activos. Las
preparacion de medicamentos botanicos es una practica ampliada en todas las civilizaciones
y culturas, siendo un medio importante para combatir las enfermedades y conservar un buen

estado de salud (Villacis, 2017).

En Ecuador, existe una planta llamada Matico nombre cientifico Piper aduncum L. que se
extiende en la Amazonia, donde muchos pueblos indigenas han utilizado sus hojas como agente
curativo de cicatrices durante generaciones. También es utilizada en la medicina tradicional para
tratar enfermedades bronquiales, como antiinflamatorio, antiséptico, en el tratamiento de

infecciones vaginales, digestivas, infecciones de la piel, quemaduras y heridas (Delgado-Paredes et
al., 2012).

La piel es la primera linea de defensa que puede ser dafiada por heridas y estar expuesta a
microorganismos patogenos que colonizan el éarea, de manera que siunindividuo esta
inmunocomprometido, y ocurre una emergencia medica puede ser afectado por microorganismos
o0 adquirir alguna infeccién, serd oportuno ser atendida con productos propiedades cicatrizante y

antibidticas (Vilchez , Inocente, Flores, 2020).

En base a esto, las investigaciones tratan de mejorar y optimizar el proceso de cicatrizacion
en adultos, con la finalidad de acelerar el tiempo de reparacién y evitar la aparicion de procesos
infecciosos o la cicatrizacién de heridas crénicas, por ejemplo, en pacientes diabéticos, donde
esta patologia metabdlica ralentiza el proceso. De tal manera, los estudios posteriormente citados,
a partir de diferentes aproximaciones terapéuticas son muy valiosas, en la indagacion de
un producto ideal para acelerar los eventosy prevenir la inflamacion y por consiguiente el

crecimiento de microorganismos (Leén-Yéanez et al., 2010).



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1. Estudios realizados

(Paco et al.,2016) realizaron el estudio sobre la “Determinacion del efecto cicatrizante de Piper
aduncum (matico) en fibroblastos humanos”. El extracto se obtuvo a través de extraccién sélido-
liquido, el cual fue concentrado y liofilizado. Las proteinas del extracto se purificaron mediante
cromatografia liquida de alta eficacia de fase reversa (RP-HPLC); las proteinas se identificaron
mediante espectrometria de masas en tindem de péptidos tripticos y se analizaron por MALDI-
TOF-TOF en un espectrdmetro de masa ABSciex4800. Los valores de concentracion efectiva
media (EC50), concentracidon inhibitoria media (IC50), y el porcentaje de proliferacion celular;
fueron determinados por ensayos con sales de tetrazolio (MTT). La migracién celular se evalud
mediante la "técnica de rayado”. Se analizé la expresion de factores de crecimiento mediante el
ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa a tiempo real (RT-
gPCR). Objetivo: Evaluar el efecto cicatrizante del extracto hidroetanélico de Piper aduncum, en
una linea celular de fibroblastos Dermales Adultos Humanos (hDFa). Resultados: La linea hDFa
evidencié un 1C50 de 200 pg/mL con el extracto, el valor de EC50 fue 103,5 pg/mL. En el ensayo
de proliferacion, la proteina K2; mostr6 mayor actividad en la proliferacién respecto de otros
tratamientos (1 pg/mL). En el ensayo de migracion de fibroblastos, la proteina K2 mostré mayor
actividad (50 pg/mL). La expresion relativa del factor de crecimiento derivado de plaguetas
(PDGF) se increment0 8,6 veces respecto al control, en presencia de la proteina K2. Conclusiones:
El extracto hidroetanélico de Piper aduncum, asi como las proteinas que contiene, incrementaron
la proliferacion y migracion de fibroblastos dermales humanos (hDFa); asi mismo, aumentaron

la expresion de factores de crecimiento que intervienen en el proceso de cicatrizacion.

(Alberto Trujillo et al.,2018) realizaron el estudio de “Efecto cicatrizante de una crema a base del
extracto hidroalcohdlico del Piper aduncum (matico) en animales de experimentacion”.
Metodologia: El método de investigacion fue experimental, longitudinal y prospectivo, en el
analisis fitoquimico se determind la presencia de: taninos, compuestos fenolicos, flavonoides y
alcaloides. Se emplearon ratas y ratones, se sometieron a incisiones quirdrgicas, y se trataron con
crema topica en dosis de dos veces al dia durante siete dias consecutivos en todos los grupos.
Objetivos: determinar el efecto cicatrizante de una crema a base del extracto hidroalcohdlico del
Piper aduncum “matico” en animales de experimentacion. Resultados: demostré que la aplicacion
topica del 25 % y el 40 % de la crema de “matico” redujo el porcentaje de herida, aunque fue

superior en todas las evaluaciones la concentracion al 40 %, incluyendo menor tiempo de
2



cicatrizacion. Conclusién: que la aplicacion topica de la crema de Piper aduncum al 25 %y 40 %
tiene un potencial efecto en la cicatrizacion de heridas. La crema a base de “matico”, seria un
tratamiento complementario conjuntamente con los métodos actuales, asi puede mejorar la

curacion de heridas y promover la salud de la sociedad.

(Paco Mendivil, 2017) realizo el estudio de “Determinacion del efecto cicatrizante del extracto
etanolico de Piper aduncum (matico) en linea celular de fibroblastos humanos hDFa, analisis de
expresion de genes EGF, FGF, PDGF y su efecto en heridas inducidas en Rattus norvegicus”
Metodologia: Experimental. Las hojas de Piper aduncum fueron recolectadas y llevadas a
sequedad, luego se obtuvo el extracto etandlico mediante la técnica de extraccion sélido-liquido
manejando un equipo Soxhlet, se utiliz6 como solvente etanol, el extracto fue concentrado y
liofilizado. Las proteinas contenidas en el extracto se purificaron mediante la técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia de Fase Reversa RP-HPLC, ademés mediante
espectrometria de masas en tandem de péptidos tripticos (MALDI-TOF-TOF) se identificaron las
secuencias N-terminales de las 5 proteinas purificadas las que fueron denominadas K1, K2, K3,
K4 y K5. Obijetivo: evaluar el efecto cicatrizante del extracto etanélico de Piper aduncum y de
las proteinas purificadas que contiene en la linea celular de Fibroblastos Dermales Adultos
Humanos (hDFa), asi como su efecto In vivo en heridas inducidas en ratas (Rattus Norvegicus).
Resultados: Se determind el efecto del extracto liofilizado y de las proteinas K1 y K2 en la
proliferacion y migracion de fibroblastos en cultivo In vitro, obteniéndose un incremento
significativo comparado a los controles negativos. Asi mismo se analizé la expresion de los
factores de crecimiento: Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF), Factor de
Crecimiento de Fibroblastos (FGF) y el Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), mediante la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Reversa a tiempo real (RT-
gPCR), en fibroblastos, de esta manera se comprob6 que el extracto y las proteinas K1 y K2
incrementan la expresion de estos genes relacionados al proceso de cicatrizacion. Conclusiones:
se comprobd que el extracto en sus formas liofilizadas y gel favorecen la reepitelizacion, la
angiogénesis y fibroplasia en las heridas inducidas en ratas comparada con un control negativo.
Finalmente, los resultados demuestran que el extracto etanélico de Piper aduncumy las proteinas

K1y K2 tienen un efecto cicatrizante.
1.2. Planteamiento del problema
En Ecuador existe una gran diversidad de flora ecuatoriana rica en plantas Utiles; donde 3 de cada

10 especies que crecen en el Ecuador son (Utiles para el ser humano, de las cuales el 60 % son

medicinales con 3188 especies pertenecientes a 206 familias (la Torre et al., 2008).



Donde, la gran mayoria de estudios realizados en temas sobre el uso de plantas utilizadas en
medicina tradicional a nivel mundial han sido desarrollados en grupos indigenas, con ayuda de la
etnobotanica la cual es una herramienta Gtil para el rescate del conocimiento sobre el uso del
recurso vegetal. En Ecuador, los estudios de plantas medicinales y etnobotanica han sido
desarrollados principalmente en la region central andina y Amazonia, cabe destacar el gran
interés e importancia en las Gltimas décadas debido a la pérdida acelerada del conocimiento

tradicional y a la degradacion de los bosques (Zambrano-Intriago et al. 2015).

Lo inquietante es el desarrollo de una gran cantidad de productos principalmente en el &rea de
cosmeética y medicina, a base de saberes ancestrales sin que haya retribucion en ningln aspecto a
las comunidades indigenas por la informacién, donde se enmarca la inocencia y solidaridad de
los pueblos, que van de la mano con el Estado ecuatoriano como industrias extranjeras han
considerado a la Amazonia ecuatoriana como fuente econémica para la explotacion de recursos
naturales y extraccion de petroleo, lo cual genera una gran pérdida de bosques primarios y
biodiversidad incluyendo perdida de varias etnias indigenas hasta convertirse en minorias en
peligro de desaparicion. Ademas, provoca problemas de la salud, por ejemplo: dermatitis,
infeccion de pulmones y garganta, problemas digestivos, dafio cardiovascular, alergias o

sarpullidos, etc. O de tal manera en el estado de nutricion y de hidratacién.

En caso, de un paciente diabético o con un sistema inmunolégico deprimido, los diferentes
problemas ocasionados por dicha explotacién provocan una alteracién en el proceso de

cicatrizacion que puede ser unos perjudiciales.

1.3. Justificacion

La Organizacion Mundial de la Salud, afirma que en los paises en vias de desarrollo el 80 % de
la poblacién es dependiente de drogas de origen vegetal, y se menciona que el 30 % de los

medicamentos que se expenden en el mundo contienen compuestos a base de plantas (Valencia,
2010).

Ecuador, ser un pais multicultural y poseer una inmensa biodiversidad, es un rea estratégica para
los intereses de la industria farmacéutica, puesto que su mayor riqueza esta plasmada en los
saberes ancestrales relacionados al mundo vegetal (GONZALEZ MERIZALDE, 2010). Especialmente
el conocimiento tradicional de las comunidades indigenas del sur de la Amazonia,
sustentados y potenciados por el apoyo cientifico y tecnolégico son la base para generar

propuestas de gran impacto (Guaipatin, Schwartz, 2014).



Se han utilizado varios productos vegetales a lo largo de los afios para el tratamiento de heridas y
guemaduras; por ejemplo, existen extractos de plantas que favorecen la coagulacion de la sangre,
combaten infecciones y aceleran la curacion. El valor medicinal de estas plantas radica en sus

componentes fitoquimicos bioactivos (Paco Mendivil, 2017).

En varios estudios se han identificado metabolitos secundarios activos, que favorecen directa y
positivamente en la estabilizacion y aceleracion del proceso de cicatrizacion. Es el caso de

metabolitos como el arabionolactano, flavonoides y &cido linoleico metiléster (Valencia, 2010).

Existe una serie de evidencias sobre plantas que muestran buenas propiedades cicatrizantes, por
efecto y teniendo en cuenta la informacion sobre el uso de las hojas de Piper aduncum L. Como
una alternativa curativa para heridas; Por ello, el presente trabajo experimental esta enfocado en
la “Elaboracion de una crema del efecto cicatrizante del extracto hidroalcoholico de las hojas de

Piper aduncum L.”
El uso de especies vegetales como actividad medicinal ofrece fuentes de tratamiento de bajo costo
y accesibilidad para aquellos que no tienen alcance a los medicamentos disponibles

comercialmente (Gallegos-Zurita, 2017).

1.4. Objetivos de la investigacion

1.4.1. Obijetivo general

Elaborar una crema con actividad cicatrizante a base de extracto hidroalcohdlico de hojas de Piper

aduncum L.

1.4.2. Objetivos especificos

° Determinar la calidad del material vegetal y del extracto mediante de ensayos

organolépticos y fisicoquimicos.

. Formular una crema con actividad cicatrizante usando el extracto hidroalcohélico de Piper
aduncum L.
° Determinar la calidad de la crema cicatrizante a través de ensayos microbioldgicos y

fisicoquimicos.



CAPITULO 11

2. MARCO TEORICO

2.1. Familia Piperaceae

2.1.1. Caracteristicas

Piperaceae es una familia de plantas de clima tropical, subtropical y templados, considerada
primitiva dentro de las dicotileddneas, una de las méas complejas y diversas entre las angiospermas
basales, con un estimado de 10 a 12 géneros con 3600 especies. En la mayoria de los casos, los
ejemplares de esta familia pueden ser arbustos, fratices o hierbas, trepadoras o epifitas que se

desarrollan en lugares oscuros y himedos (Delgado-Paredes et al., 2012).

Esta familia es considerada econémicamente importante por sus propiedades ornamentales,
alimenticias y medicinales. El espécimen vegetal mas conocido en este aspecto es Piper nigrum
L. ya que la palabra Piper probablemente se deriva del sanscrito que se refiere al sabor picante y

aromatico que producen sus frutos en estado de madurez (Calle,1983).

Ecuador ha registrado 450 especies en cuatro géneros, siendo el mas diverso Peperomia con 180

especies nativas y 50 endémicas, seguido por Piper con 157 especies nativas y 61 endémicas
(Ledn-Yénez et al., 2010).

2.2.Piper aduncum L.

lustracion 2-1: Piper aduncum L.
Fuente:(Piper aduncum L,2021)



2.2.1. Descripcion taxonémica

Tabla 2-1: Taxonomia de Piper aduncum L.

Nombre comun Matico

Nombre cientifico Piper aduncum L.

Familia Piperaceae

Género Piper L.

Especie Piper aduncum 1.
Sinénimos Arthante elongata (Vahl), Piper

angustifolium R. & P., P. elongatum
Vahl, P. elongatum Trelease, P.
elongatifolium Trelease, P.
purpurascens  d.  Dietrich, P.
reciprocum  Trelease,  Steffensia
elongata (Vahl).

Fuente: (GBIF Backbone Taxonomy.2021)
Realizado por: Tapuy Yurak, 2023.

2.2.2. Descripcion geogréafica

Es una planta con mayor concentracion en América del Sur y Central, crece a una elevacion de

2600-2700 msnm, prefiere areas himedas, orillas de los rios y fangos (MAE (Ministerio del Ambiente

del Ecuador), FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2015).

lustracion 2-2: Descripcion geogréfica

Fuente: (GBIF Backbone Taxonomy, 2021)

2.2.3. Caracteristicas botanicas

Arbusto delgado perenne de 6-7 m de alto, con tallos verdes y nudos voluminosos; hojas con
superficie escabrosa de color verde claro, alternas con peciolo corto; apice en punta de 12-20 cm de
largo y 5-8 de ancho; nervadura secundaria mayor, inflorescencia en espiga simple o compuesta

con pequefias flores hermafroditas, 4 mm de grosor, 12 cm de largo, curvado, blanco (Proafio

Escudero, 2013).



https://www.google.com/search?rlz=1C1ONGR_esEC972EC972&sxsrf=AOaemvJ6F6JQbklAxXzTL15DVCa09ax50w:1637605406395&q=Piperaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MCyuzLNcxMoVkFmQWpSYnJqYCgB0-FlNGgAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjqw57Ey6z0AhUYZzABHbt_DRwQmxMoAXoECDIQAw

2.2.4. Composicion Quimica

Las hojas presentan alcaloides, saponinas, esteroides, taninos, flavonoides, aceites esenciales,
fenoles, esteroles, azucares reductores y glucosidos, cumarinas, acido tartarico, vitamina K, etc.
algunos sesquiterpenos, entre los cuales, los mas abundantes son el y-gurjuneno, el trans-f-

farneseno, el B-bisaboleno y el B- sesquifelandreno (Proafio Escudero, 2013).

Se han aislado varios compuestos triterpénicos como el friedelinol, la friedelina, la 3-amirenona
y de acetato dammaradienilo; también flavonoides, en especial medicinales del mismo género, se

han aislado glucosidos, eupatorina, guayandlidos, eupatélidos, eupatilina y kaempferol (Proafio
Escudero, 2013).

Tallos y raices: aceites esenciales, fenoles, esteroles, terpenos, glucésidos, alcaloides, saponinas,

esteroides, taninos flavonicos, flavonoides (Proafio Escudero, 2013).

2.2.5. Propiedades etnofarmacoldgicas

La principal propiedad beneficiosa de esta planta es de ayudar en la cicatrizacion de cualquier tipo
de heridas, ya sea externamente o internamente (Proafio Escudero, 2013). De aqui su utilidad en el
tratamiento de Ulcera digestiva en infusion y en cataplasma para contusiones, lavados antisépticos
sobre heridas y en infusion para evacuar calculos biliares, también para aliviar o curar
enfermedades del tracto respiratorio (MAE, FAO, 2015). Externamente, su efecto benéfico sobre
heridas de cicatrizacién lenta es muy asombroso, lo que ha contribuido en mayor medida a su

gran reputacion (Proafio Escudero, 2013).

2.3. Importancia de la actividad cicatrizante de las plantas

Como mencionamos anteriormente, Ecuador es considerado uno de los paises con mayor
biodiversidad en el mundo, lo cual le otorga un gran potencial para el uso de las plantas, como
fuente de medicina tradicional, siendo importante establecer aspectos como la forma de uso y los

beneficios terapéuticos que brindan, en las diferentes comunidades del pais (Jacob-Paredes, Buenafio-
Allauca, Mancera-Rodriguez, 2015).

Esevidente que mediante estudios los extractos crudos procedentes de céscaras, hojas, flores y
corteza de raiz, tienen el potencial para acelerar los procesos de cicatrizacion (Valencia,
2010).Acompariado de buenos excipientes que formen fitomedicamentos de alta calidad y eficacia

(Dehesa, 2002). Por otro lado, un gran porcentaje de la poblacion mundial actual, en particular en
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paises en desarrollo, aprovechan material vegetal para afrontar sus necesidades primarias de

apoyo médico (Gallegos-Zurita, 2017).

2.4, Piel

La piel es un 6rgano importante del cuerpo humano tanto por tamafio como por sus funciones,
depende de la altura y peso de la persona. En los seres humanos, la piel pesa entre 4,5y 5 Kgy

tiene unos 2 metros cuadrados. Su espesor de entre 0,5y 4 mm, dependiendo la region del cuerpo
(Merino, Noriega, 2011).

Es una envoltura completa sin solucién de continuidad, una piel sana es una barrera contra
agresiones mecanicas, quimicas, toxicas, calor, frio, radiaciones ultravioletas y microorganismos
patdgenos. Ademas, la piel es esencial para mantener el equilibrio de fluidos corporales, que actla
como barrera ante la posible pérdida de agua, mantiene del equilibrio térmico y transmite una
gran cantidad de informacion externa que accede al organismo por receptores del tacto, la presion,
temperatura y receptores del dolor (Merino, Noriega, 2011).

2.4.1. Estructura de la Piel
Constituida por tres capas muy diferentes entre si en anatomia y funciones, pero con complejas

interrelaciones: epidermis (epitelio de cobertura), dermis (vascularizada, rica en anexos cutaneos

y estructuras nerviosas) e hipodermis o tejido celular subcutaneo (Garcia Dorado, 2021).

-mm eeeeeee

stratum corneum _
pigment layer

s
hair follicle
| suscutis

papilla of hair (hypodermis)

nerve fiber

blood and K
Iymph vessels

lustracién 2-3: Estructura de la Piel
Fuente:(Merino, Noriega, 2011).

> Epidermis
La capa mas superficial, que esta en contacto con el exterior, es un epitelio plano poliestratificado
y queratinizado que cubre la totalidad de la superficie corporal. Es la capa de la piel con el mayor

numero de células y con una dindmica de recambio asombrosamente grande. Presenta un espesor
9



variable, con un valor medio de 0,1 mm, pudiendo alcanzar espesores de hasta 1 0 2 mm en zonas

como las plantas de los pies y palmas de las manos (Merino, Noriega,2011).

Contiene cinco capas microscépicas: estrato basal (germinativo), estrato espinoso, estrato

granuloso, estrato lucido y estrato corneo; los mas importantes para el tratamiento de heridas

superficiales son:

e El estrato basal, la capa celular mas profunda de la epidermis. Se compone de
queratocitos cilindricos, que estadn capacitados para llevar a cabo la division celular
y aseguran la continua regeneracion de la epidermis. La division celular estd sujeta a un
control a través de un abundante numero de sustancias como por ejemplo factores de
crecimiento, hormonas y vitaminas (Ulceras.net ,2021).

e El estracto corneo: una capa constantemente renovada y altamente protectora. Formado por

células queratinizadas y desprovistas de ndcleo, que se denominan corneocitos (Ulceras.net ,
2021).

> Dermis

Es la estructura de soporte de la piel, la cual le proporciona resistencia, elasticidad y capacidad
de adaptacion a movimientos y cambios de volumen. El espesor de la dermis es variable: de 1- 4
mm, dependiendo de la localizacién anatémica. ES un tejido conjuntivo vascularizado y con
abundantes terminaciones nerviosas que se extiende a través de ambas capas de la dermis.
Ademas, que contiene receptores, componentes celulares y anexos cutaneos (pelos, glandulas

sebaceas y glandulas sudoriparas) (Orozco, 2013).

Su tipo celular especialmente es de fibro-elastica y sintetizan precursores de colageno, los cuales
son esenciales para las propiedades retractiles de la piel. Otras células presentes son los
macrofagos, mastocitos y linfocitos, células plasmaticas, eosindfilos y monocitos son

indispensables para el progreso de los procesos de reparacion en el tratamiento de heridas (Garcia
Dorado, 2021).

La dermis se subdivide en dos capas distintas, la dermis papilar y la dermis reticular. Dermis
papilar contiene fibras de colageno, rico en vasos sanguineos que permiten la irrigacion de la
epidermis, pero no la penetran. Dermis reticular es la mas profunda contiene gruesas fibras de
colageno, fibras elasticas, células adiposas, y el plexo vascular. Ademas, mecanorreceptores que

responden al estiramiento y la tension de la piel (Zarate, Pifia, Zarate, 2015).

Ademas de actuar como protector frente a diversas afecciones que pueden afectan la piel como

guemaduras, alergias, etc. O imposibilitar la entrada de agentes ambientales, acompafiando con
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las secreciones epidérmicas y anexiales que recubren, hidratan y protegen la epidermis (Eisman et
al., 2018)

> Hipodermis o tejido subcutaneo

Situada en la capa inferior de la piel, formada por tejido conjuntivo laxo que contiene un nimero
variable de células adiposas ademas de vasos sanguineos y nervios. Su espesor depende de la zona
del tamafio corporal, el sexo o la edad y de la nutricion del organismo. El tejido subcutaneo actla
como almacén de energia, ademas de aislante térmico y de protector mecanico frente a golpes.
Ademas, tiene la importante funcién de unir toda la composicion de la piel con los misculos y

tendones, ayudando que la piel se pueda doblar (Merino, Noriega, 2011).

2.5.Herida

Es una solucion de continuidad del tejido afectado por una falta de absorcién de la fuerza
traumatica que las ha provocado. Los dafios tisulares se reparan mediante el recambio del tejido
lesionado o cuando el tejido que ha sido roto no puede curar de forma natural, debe ser reparado
manteniendo sus bordes unidos por medios mecanicos, hasta que haya mejorado lo suficiente

como para resistir tensiones sin necesidad de dichos soportes (Rodriguez Ariza, Becerra Pérez , 2002).

2.5.1. ¢Cbémo se originan las heridas?

Su origen puede ser muy variado, siendo la mayoria de las veces ocasionadas por caida casual o
accidentes de trafico, laboral, deportivo, arma blanca y arma de fuego, ciertas enfermedades y
mordeduras. Los mecanismos que la han provocado orientan si los tejidos han sido arrancados o
contundidos y si puede haber cuerpos extrafios. Es importante comprender la causa de la herida

para establecer el tratamiento mas adecuado y el tiempo previsto de cicatrizacién (Martinez
Rodriguez, 2002).

2.5.2. Clasificacion de las heridas

Los cortes o desgarros accidentales de la piel pueden clasificarse segun las capas afectadas.

- Heridas superficiales: son aquellas que afectan al conjunto de estructuras cutaneas y
subcutaneas comprendidas bajo el concepto de tejidos blandos. No ocasiona dafio en 6rganos
importantes (Martinez Rodriguez, 2002).

- Heridas profundas: penetran en la capa profunda de la dermis y alcanzan el tejido subcuténeo,
0 mas all4, quedan abiertas y se hace necesario aproximar sus bordes mediante sutura para reducir

la cicatriz incluso comprometiendo nervios o cartilagos (Orozco, 2013).
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2.5.3. Valoracion de una herida

- Las heridas crénicas son manifestaciones de una enfermedad subyacente combinada con otros
factores como diabetes, etc.

- Enpresencia de una herida infectada se debe valorar calor local, eritema, dolor, edema, pérdida
de la funcién y examenes complementarios.

- Lapresencia de microorganismos en la herida son signos principales de infeccion, con cultivo

positivo, indican la colonizacién de una herida (Leal R.Cecilia, 2000).

Varian en funcion de la localizacién, complejidad, profundidad, etc. Entre los méas comunes son:
1. Dolor: Tiene como causas el traumatismo y la exposicion de las terminaciones sensitivas al
aire. El dolor traumatico varia de intensidad y duracién de acuerdo con los siguientes factores:

a. Region afectada: La riqueza nerviosa de la region traumatizada.

b. Naturaleza de la herida: Las heridas incisas son menos dolorosas que las contusas.

c. Velocidad: Cuanto mayor sea la fuerza del agente etiol6gico, méas rapidamente se producira la
herida y el dolor (Vvaler Tito, Repetto Trujillo, 2020).

2. Hemorragia: es la consecuencia mas l6gica de la herida, en funcién de la lesion producida y
del tipo de herida (Valer Tito, Repetto Trujillo, 2020).

3. Separacion de sus bordes: depende principalmente de la elasticidad y capacidad retractil de los
tejidos en cuestidn (Valer Tito, Repetto Trujillo, 2020).

4. Pérdida de sensibilidad en la zona afectada (Valer Tito, Repetto Trujillo ,2020).

2.6.Cicatrizacion

El proceso bioldgico de cicatrizacion es activado a partir del dafio producido, a menudo se
describe por lo general, como una serie de eventos independientes que involucran reacciones
bioquimicas y mitéticas celulares. En esencia se puede entender como un conjunto de cuatro fases
interconectadas que se basan en la activacion y accion celular que estimulan el crecimiento,
reparacion y remodelacion del tejido, lo que permite el restablecimiento de las caracteristicas

+fisicas favorables, mecanicas y eléctricas que favorecen las condiciones normales del tejido
(Guarin-Corredor, 2013).

Sin embargo, en determinadas condiciones, la cicatriz resultante puede tener implicaciones o

significados estéticas y funcionales, por su localizacion, tamafio o cicatrizacion patoldgica,

incluso con formacién de cicatrices hipertroficas o queloides (Orozco, 2013).

12



2.6.1. Procesos de cicatrizacion

Existen 3 maneras de cicatrizacidn segun el periodo de tiempo de reposo:

1. Por primera intencion: Se realiza de forma inmediata; es la mas frecuentemente utilizada y la
que produce una cicatriz de mejor calidad y en menor tiempo. Se realiza en las primeras 24
horas y cuando no esta contaminada y es posible disponer de unos bordes regulares que
permitan un procedimiento aceptable (Rodriguez Ariza, Becerra Pérez ,2002).

Cumple con las siguientes condiciones: Ausencia de infeccion, hemostasia equilibrada,
afrontamiento adecuado de los bordes, y ajuste por planos anatomicos durante la sutura (Valer
Tito, Repetto Trujillo, 2020).

2. Por segunda intencion: Se produce cuando el cierre se ha demorado mas de 24 horas, 0 no
cicatriza por primera intencion, se lleva a cabo un proceso de cicatrizacién mas lento y mas
complejo. Ocurre cuando hay pérdida de sustancia o dificultad para afrontar los bordes de una
herida o también cuando hay un compromiso infeccioso (del Fresno Asensio, 2012). En este caso,
bien se deja que cierre sin intervencidn para permitir que cicatrice desde las capas profundas
y desde sus bordes. Habitualmente se forma tejido de granulacion que contiene

miofibroblastos y cierra por contraccién y formando una cicatriz larga, retraida y antiestética
(Salem et al., 2000).
3. Por tercera intencién: También conocido como cierre primario tardio, ocurre cuando unimos

dos superficies de una herida, en fase de granulacién. Es un método seguro de reparacién de
heridas muy contaminadas o en tejidos severamente traumatizados de acuerdo a la evolucion

local, asegurando asi un cierre sin complicaciones (Weiss, 2018).

2.6.2. Fases de cicatrizacion

Una lesion en la piel desencadena mecanismos de reparacion para restablecer la integridad del

area lesionada conocidos como procesos de accion o fases de reparacion cutanea:

1. Fase | - Fase Inflamatoria: Inicia después del dafio tisular y con una duracion promedio
entre 24 a 48 horas. Luego comienza con los mecanismos de hemostasia, vasoconstriccion,
cascada de coagulacion, formacion del coagulo que va a establecer la matriz de regeneracion de
la herida. Posteriormente se produce una respuesta vascular y otro celular, que se manifiestan con
vasodilatacion, aumento de la permeabilidad vascular y presencia de leucocitos, macréfagos en
un ambiente inflamatorio y evitar asi la invasion bacteriana. En esta fase se producen sustancias
que estimulan la aparicion de tejido granulatorio y la angiogénesis. Su duracion puede extenderse
hasta 5 dias en una herida con cierre primario (Benavides, 2008).

2. Fase Il - Migracién/Proliferacion: Se inicia hacia el tercer dia y dura alrededor de 15 a 20
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dias. Durante este periodo aparecen los fibroblastos que van a formar el tejido de granulacion
compuesto por colageno y sustancia fundamental, ademas ocurre la recanalizacion de los vasos

linfaticos y se forman capilares sanguineos (Guarin-Corredor, 2013).

Ademas, se presenta el proceso de epitelizacion, angiogénesis y fibroplasia, la humedad de la
herida favorece el proceso de migracion celular. Por Gltimo, acontece la contraccién de la herida,
y la transformacion de fibroblastos en miofibroblastos que originan el cierre de los bordes de las
heridas (Weiss, 2018).

3. Fase Ill - Maduracion/Remodelacion: Se extiende entre el dia 15 hasta que se logra la
cicatrizacion completa que se logra entre los 6 meses a un afio. Dénde el principal acontecimiento
fisiologico es la epitelizacion y el aumento gradual de la resistencia a la traccion de la piel. Se
caracteriza por la formacion, organizacion y resistencia que adquiere el tejido durante la
formacion de la cicatriz, lo cual se obtiene de la contraccién de la herida generada por los
miofibroblastos y la organizacion de los paquetes de coldgeno (Guarin-Corredor, 2013).

2.6.3. Factores que retardan la cicatrizacion

Es fundamental comprender el comportamiento de la piel ante una lesidn y depende de mdltiples

factores, tanto intrinsecos como extrinsecos, que afectan cada paso de este complejo proceso
(Orozco, 2013).
a) Edad del paciente: La edad avanzada interfiere generalmente en la capacidad

regenerativa de los fibroblastos y las células epiteliales, donde la piel va modificandose, perdiendo
densidad y elasticidad, ademas, la produccién natural de coldgeno y elastina disminuye
considerablemente, por lo que la dermis pierde su capacidad para volver a su estado normal
después de una lesion (Porras - Reyes, 1992).

b) Nutricién:  los desequilibrios de la ingesta de nutrientes afectan el proceso de
cicatrizacion, posiblemente al interferir con la sintesis de colageno. Esto se
asocio con un aumento de complicaciones en personas con sobrepeso o que perdieron el 10 por
ciento de su peso corporal (Porras - Reyes, 1992).

C) Vitaminas: El consumo de alimentos ricos en proteinas, vitaminas A y C, y sales
minerales como el Zn, Ca, Cu y el Fe son esencial para la sintesis de DNA y la division celular
(Lucha Fernéndez et al., 2008).

d) Infeccion de la herida: Es una invasion de los tejidos sanos periféricos y subyacentes
por microorganismos, en especial Estreptococo beta-hemolitico y Pseudomonas aureoginosas
que produce una respuesta del huésped con fiebre, eritema, pus y retraso de la cicatrizacion
(Montequin-Fernandez, 2011).

e) Farmacos: Los corticoides interfieren con la migracion y fagocitosis de los glébulos
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blancos, reduciendo la descontaminacion de la herida. Povidona yodada y el agua oxigenada:
puede retardar la cicatrizacion al destruir células durante la fase proliferativa y algunas hormonas:
la progesterona favorece la angiogénesis, pero deprime la fibroplasia (Lucha Fernandez et al., 2008).
f) Glucocorticoides: alteran el proceso de cicatrizacién debido a otros procesos como la
alteracion de la migracion de macrdfagos, la marginacién y la sintesis de procolageno por los
fibroblastos, afectando la inmunidad celular (Porras - Reyes, 1992).

) Enfermedades: diabetes, arterioesclerosis, alcoholismo, anemia, VIH, etc. que afectan

la cicatrizacidn (Lucha Fernandez et al., 2008).

2.6.4. Complicaciones en la cicatrizacion

Durante el proceso de cicatrizacion, se puede presentar algunas complicaciones que impiden su
formacion, siendo las mas comunes:

1. Infeccion: Una de las complicaciones méas severa, donde el tejido celular subcutaneo
generalmente el méas comprometido. Se originan por la introduccién de gérmenes bacterianos en
una herida. La manifestacion méas frecuente es la fiebre, puede haber aumento de dolor en la
herida, edema y eritema (Del Aguila Hoyos, Vargas Carbajal, 2020).

2. Separacion de la herida (dehiscencia): La separacion de los bordes de la herida puede ser
parcial o total. Los factores de riesgo como diabetes, edad avanzada, obesidad, estrés sobre la
herida, tratamiento con esteroides, desnutricion, perfusion comprometida, e infeccion (Hunter etal.,
2008). La dehiscencia es mas comun en casos de cirugia de urgencia, en el sexo masculino y en
pacientes de mayor edad.

3. Alteraciones de la Cicatrizacién: La formacion de queloides, hipertrofia, y ulceracion de

la cicatriz (Proafio Escudero, 2013).

2.6.5. Cicatrizaciones patoldgicas

Existe la posibilidad de que el proceso de cicatrizacion presente alteraciones patoldgicas, siendo

las siguientes las principales causantes:

1. Herida crdnica: O también llamado defecto ulcerativo, ocurre cuando hay un defecto de
barrera en el tejido que no ha cicatrizado adecuadamente durante un tiempo mayor o igual a 3
meses. Pueden llevar a la perdida de funcidn, reduce la calidad de vida y son una causa
significativa de morbilidad (Zarate, Gatica, Alfieri, 2015).

2. Exceso de tejido cicatrizal (queloide y cicatriz hipertréfica): son el resultado de una fase
proliferativa excesiva y una disminucion de la lisis del colageno. Las cicatrices hipertroficas se

mantienen dentro de los limites de la herida, elevadas, eritematosas y pueden mejorar con cirugia.
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A diferencia el queloide se extiende por fuera de los limites, elevadas, eritematosas, se desarrolla

de forma mas lenta, no curan espontaneamente y empeoran con cirugia (Zarate, Gatica, Alfieri, 2015).

2.7.Cremas

Son formas farmacéuticas semisélidas emulsionadas que contienen uno o mas principios activos
y hasta un 80 % de agua, que se consiguen combinar gracias a la accion de emulgentes para
producir una mezcla estable y homogénea. Estan destinadas para su uso sobre la piel o
determinadas mucosas con efecto protector, terapéutico o profilactico, particularmente cuando no
se necesita un efecto oclusivo (ANMAT, 2004).

En funcion de su excipiente “principal” se pueden clasificar en:

1. Cremas lipdfilas: o emulsiones de agua dispersa en grasa, water in oil (W/O). Ideales para
formular farmacos liposolubles, no se mezclan con exudados cutaneos y sudor. Tienen un efecto

oclusivo moderado, pero no congestivo. Son adecuadas para liberar principios activos en la piel
(L6pez, Ortonobes, Garcia, 2015).

2. Cremas hidrdfilas: o emulsiones de grasa en agua o crema oil in water (O/W). Adecuadas
para desarrollar farmacos hidrosolubles. Poseen un efecto evanescente: pierden el agua con
facilidad. Tienen poco efecto oclusivo se mezcla bien con exudados cutaneos. Son ideales para

proteger la piel de la suciedad (Lépez, Ortonobes, Garcia, 2015).

2.8. Excipientes

Son aquellas sustancias que complementan al principio activo, se encuentran en forma de
dosificacion, no poseen de actividad farmacoldgica y que se usan para proteger, apoyar y mejorar

la apariencia, la estabilidad, la biodisponibilidad o la aceptabilidad por el paciente (Villafuerte
Robles, 2011).
Los excipientes favorecen la fabricacion y el desempefio de las formas farmacéuticas, sirviendo

a diferentes propositos. Actlan como diluyentes, aglutinantes, desintegrantes, lubricantes,
colorantes, conservantes, o reguladores de pH, etc. Los excipientes son considerados como

componentes funcionales de una formulacion (Villafuerte Robles, 2011).

2.9. Fitoterapia

La fitoterapia es un tratamiento con fines curativos o preventivos de enfermedades, con el uso de

plantas medicinales en diversas preparaciones, considerada una préctica que se ha utilizado desde
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tiempos inmemoriales (Badell et al., 2017).

Durante mucho tiempo los remedios generalmente de las plantas medicinales, fueron el principal
recurso disponible para los médicos. Haciendo que se profundizara el conocimiento de distintas
especies vegetales que poseen propiedades medicinales y la utilizacién de productos que de ellas

se extraen con algin disolvente que concentre los compuestos y facilite su administracion
(Zambrana Alvarez, 2005).

Las plantas medicinales atribuyen su accion terapéutica a los diversos componentes que se
encuentran en diferentes partes de la planta; estimulan las defensas del organismo en lugar de
sustituirlas, estos componentes varian en mayor o menor grado en funcién de la especie, el suelo
y el clima. Los resultados son mas efectivos, mas duradero y normalmente desprovisto en general

de efectos secundarios (Echegaray et al., 2011).

La OMS reconoce la importancia de las plantas medicinales en el tratamiento y prevencion de
enfermedades (Gallegos Zurita 2017), y también su importancia a nivel econémico al ser una fuente

de descubrimiento y sintesis de nuevos farmacos (Avello, Cisternas, 2010).

2.10. Planta medicinal

(Bermudez, Oliveira, Velazquez, 2005) menciona que la Organizacion Mundial de la Salud: define a una
planta medicinal como cualquier especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser
empleadas para propositos terapéuticos o cuyos principios activos pueden ser utilizados como

precursores para la sintesis de nuevos farmacos.

Las plantas juegan un papel importante en la medicina moderna, son fuente directa de agentes
terapéuticos, se emplean como materia prima en la produccion de medicamentos semisintéticos,
donde la estructura quimica de sus principios activos puede servir de modelo para la elaboracion
de drogas sintéticas y se pueden utilizar como marcadores taxondmicos en la busqueda de nuevos

medicamentos (Bermudez, Oliveira, Velazquez, 2005).

2.11. Principios activos

Principio activo es aquella molécula producto del metabolismo de los organismos vegetales, que

se conoce posee actividad farmacoldgica y que es susceptible de uso terapéutica (Berdonces, 1994).
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2.11.1. Clasificacidn de los principios activos

De acuerdo a (Guano, 2015) los principios activos se clasifican en:

2.11.1.1. Metabolitos primarios:

Son esenciales e intervienen directamente en supervivencia, crecimiento y reproduccién; como

los glacidos, lipidos, derivados de aminoacidos (Guano, 2015).

2.11.1.2. Metabolitos secundarios:

Son sustancias no esenciales en el metabolismo, pero son sintetizados como defensa, adaptacion
y son relevantes. Como principios activos entre ellos tenemos los siguientes:

- Heter6sidos:  Antraquinénicos, cardiotonicos, cianogénicos, cumarinicos, fenolicos
flavénicos, Ranunculésidos, Saponosidos, sulfurados (Guano,2015)

- Polifenoles: acidos fenolicos; cumarinas; flavonoides; Lignanos; taninos; quinonas.

- Terpenoides: aceites esenciales; Iridoides; lactonas; Diterpenos; saponinas (Guano, 2015)

- Alcaloides

2.12. Metabolitos secundarios que intervienen en la cicatrizacion

2.12.1. Flavonoides

Los flavonoides denominados también como bioflavonoides, son compuestos multifendlicos por
lo que se les conoce como polifenoles. Por lo general actlan como antioxidantes neutralizando o
estabilizan los radicales libres, participan inhibiendo la lipoxigenasa, enzima que convierte el
acido araquiddnico en leucotrienos y ademas muy necesario estabiliza el colageno (Guano, 2015).

Son sustancias sélidas cristalizadas, solubles en agua, alcohol y disolventes organicos polares e
insolubles en disolventes apolares. Tienen presencia de sustancias aromaticas y conjugadas que

producen una intensa absorcion en la region ultravioleta y visible del espectro (Guano, 2015).

2.12.1.1. Propiedades de los flavonoides:

Son compuestos con accion antioxidante y vitaminica, poseen efectos antimutagénicos, destacando
su baja toxicidad.
La accion antioxidante depende exclusivamente de su capacidad para reducir los radicales libres.

También actda inhibiendo los sistemas enziméticos, como antiagregante plaquetario, diurética,
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antiespasmodica, antiulcerosa gastrica y antiinflamatoria (Guano, 2015).

2.12.2. Taninos

(Allaica Tenesaca, 2015) indica que los taninos tienen la propiedad de formar complejos con
macromoléculas, generalmente con proteinas; de esta manera forman enlaces colocandose entre
las fibras de colageno de la piel, por lo que se usan para "curtir la piel”, otorgandole flexibilidad
y resistencia.

2.12.2.1. Clasificacion de los taninos:

- Lostaninos hidrolizables son ésteres de glucosa y &cido galico, se hidrolizan facilmente en un
medio &cido (Allaica Tenesaca, 2015).

- Taninos condensados o proantocianidinas son dimeros o polimeros flavanicos (hasta 50
unidades), se forman por polimerizacién de catequinas y leuco-antocianidinas, son muy
resistentes a la hidrdlisis, en caliente y en medio &cido dan lugar a antocianidinas: polimeros

insolubles (Allaica Tenesaca, 2015).

2.12.2.2. Propiedades:

- Cicatrizante y cuidado de la piel: beneficia la coagulacion y cicatrizacion de la piel. cumplen
la funcién cicatrizante acelerando la curacion de heridas, mediante la combinacién de las
proteinas de los taninos para formar una costra, creando un medio seco lo que impedira el
crecimiento bacteriano. también tiene funcién hemostética, ya que ayuda a la coagulacion de la
sangre cuando constrifie los vasos sanguineo (Cabezas, 2014).

- Antioxidante: tienen capacidad de combatir los radicales libres y consumir oxigeno disuelto,
lo que le atribuye la propiedad antioxidante. previene el desarrollo de enfermedades
degenerativas.

- Antiinflamatorio: algunas proantocianidinas tienen capacidad de inhibir a los mediadores de
la inflamacion.

- Antibacteriano: esta funcion se debe béasicamente a que los microorganismos se ven

privados del medio ideal, lo que les impide desarrollarse y multiplicarse (Cabezas,2014).

2.13. Extracto vegetal

Son compuestos producidos de la obtencidn de sustancias biol6gicamente activas presentes en los

tejidos de plantas, con la utilizacién de un solvente (alcohol, agua, mezcla de ambos u otro
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solvente selectivo) y un proceso de extraccién conveniente. Donde de una misma planta,
dependiendo de la parte autilizar, del solvente y de la técnica de extraccion, podremos obtener una

gran variedad de sustancias (Santamaria, Martin, Astorga, 2015).

20



CAPITULO I11

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Lugar de investigacion

La presente investigacion se realizd en los laboratorios Facultad de Ciencias de Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo:
- Laboratorio de Productos Naturales

- Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica

3.2.Recoleccion del material vegetal

Las hojas de Piper aduncum L fueron recolectadas en la Ciudad del Tena, Parroquia Tena, Cantén
Tena, Provincia de Napo (Ecuador).

Latitud: - 0.989

Longitud: - 77.8159

3.3. Seleccion de la muestra

La seleccion de la muestra vegetal se basé en estudios bibliogréaficos y conocimientos ancestrales
de Piper aduncum L, donde se pudo observar evidencia notable sobre su actividad cicatrizante.
La parte designada para el estudio realizado fueron las hojas y se recolectd en un area donde existe
poca contaminacion. Ademas, las partes areas de Piper aduncum L no presentaban deterioro en

sus caracteristicas organolépticas.

3.4. Identificacion del material vegetal

La identificacién de la especie vegetal se realiz6 en el Herbario de la Escuela Superior Politécnica
de Chimborazo, cuyo encargado es el Ing. Jorge Caranqui (ANEXO A) y la recoleccién de la
planta se realiz6 dentro del Contrato Marco de Acceso a los Recursos Genéticos del Programa de
Investigacion Cientifica denominado: “Estudio de la biodiversidad en el Ecuador, ecologia,

conservacion y su potencial uso sostenible”.
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3.5.

3.5.1.

Equipos, materiales y reactivos

Equipos

Molino Arthut H. Thomas C.O
Balanza analitica
Desecador

Estufa de secado
Mufla

pH-metro
Refractometro
Rota vapor r110
Céamara de luz UV
Sorbona
Sonicador

Materiales

Vasos de precipitacién de 250, 150 mL
Tubos de ensayo
Gradilla

Termometro

Pipetas de 1, 5, 10 mL
Probeta 50 ml, 100 mL
Balon esmerilado
Matraces de Erlenmeyer
Reverbero pequefio
Capsula de porcelana
Crisol

Vidrio reloj

Pinza para crisol

Varilla de vidrio
Embudo simple
Picnémetro

Pera de succion
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3.5.3. Reactivos

- Agua destilada

- Alcohol 70°

- Alcohol (etanol 96°)

- Alcohol amilico

- Acido citrico

- Acido clorhidrico concentrado

- Acido clorhidrico al 1 % y concentrado
- Acido nitrico reactivo

- Acido sulfarico concentrado

- Anhidrido acético

- Cloroformo

- Eter

- Hidroxido de potasio o sodio

- Solucidn de carbonato de sodio

- Solucién de ninhidrina al 5 %

- Solucidn de nitrato de amonio 10g/100 mL
- Perdxido de hidrégeno concentrado
- Tricloruro férrico al 5%

- Reactivo Dragendorff

- Reactivo Wagner

- Reactivo Mayer

- Reactivo de Baljet

- Reactivo de Borntrager

- Reactivo de Liberman-Buchard

- Reactivo de Shinoda

- Reactivo de Sudan

- Reactivo de Resinas

- Reactivo de Fehling

- Reactivo de Antocianinas

- Extracto de Piper aduncum
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3.6. Metodologia

3.6.1. Acondicionamiento del material vegetal

Una vez recolectado el material vegetal, se realizo la limpieza de las hojas con abundante agua
destilada eliminando las impurezas presentes. A continuacion, se procedio al secado colocando
las hojas en bandejas en una estufa de secado a 40 °C por 24 horas y, finalmente, se procedio a la
molienda con ayuda de un molino, hasta conseguir particulas pequefias. La muestra triturada y

seca se almaceno correctamente para evitar humedad o proliferacion de microorganismos.

Hojas de Piper
Aduncum
Recoleccion de
materia prima SN
. ' \ Hojas de
1 Piper
e Seleccion de materia | ;//}" Aduncum
g o ¢
Agua r . _
destilada |\
\-::--I\ : : :
" | Limpicza de materia [, Hojas lavadas
prima
Secado [ Estufa40°C
Hojas secas

llustracion 3-1: Acondicionamiento del material vegetal
Realizado por: Tapuy Yurak, 2023.

3.6.2. Determinacién de control de calidad de la materia prima

3.6.2.1. Determinacion del contenido de humedad: método gravimétrico

Se tar6 una capsula de porcelana a 105 °C hasta obtener un peso constante durante 2 horas y 30
minutos en el desecador, luego se procedid a pesar 2 g de droga cruda y se transfiri6 a la capsula
previamente tarada. A continuacion, se procedio a secar en la estufa a 105 °C durante 3 horas y

seguidamente, la capsula de porcelana se coloco en el desecador durante 30 minutos, y lo dejamos

24



enfriar hasta que alcanz6 una temperatura ambiente y se pesd. Finalmente, se colocé en la estufa

durante 1 h, y se volvio a repetir el paso anterior, hasta obtener un peso constante (Miranda, 2002).

Ecuacion 1-2: Determinacion del contenido de humedad.

M
%H = ——1 %100
M, — M

%H=porcentaje de pérdida en peso por desecacion (%)
M,=masa de la capsula con la muestra (g)

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

100= factor matematico
3.6.2.2. Determinacion de cenizas totales

Se realiz6 mediante un método gravimétrico. Las cenizas totales es el residuo inorganico o
contenido total de minerales que queda tras la incineracién. Es un parametro que nos indica
alteracion en la calidad de la droga cruda ya sea adulteracion, contaminacion o substitucion de la

misma (Lara, Castro , Camones, 2020).

Para realizar este ensayo se pesaron 2 g de muestra vegetal pulverizada y se transfirié a un crisol
de porcelana previamente tarada. Posteriormente, se calentdé la muestra pulverizada hasta
carbonizar y se inciner6 en mufla a una temperatura de 605 °C durante 3 horas. Seguidamente,
el crisol se dejo enfriar en un desecador y se peso, volviendo a repetir el procedimiento anterior

hasta obtener un peso constante (30 minutos) (Miranda, 2002).

Ecuacion 2-2: Determinacidn de cenizas totales.

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

M1= masa del crisol con la porcidn de ensayo (g)

M2= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico para los calculos.
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3.6.2.3. Determinacion de cenizas solubles en agua

A las cenizas totales obtenidas en el proceso, se afiadieron 15 mL de agua destilada, se tapé el
crisol y se puso a hervir gradualmente durante 6 minutos. A continuacion, se filtré con ayuda de
papel filtro libre de cenizas. Seguidamente, el residuo se transfirié al crisol inicial, donde se
carboniz6 con ayuda de un reverbero y luego se incinerd en la mufla a una temperatura de 605 °C
durante 2 horas. Finalmente, se colocé en el desecador y cuando alcanz6 la temperatura ambiente

se peso. Se repitio el procedimiento hasta que alcanzo6 peso constante (Miranda, 2002).

Ecuacion 3-2: Determinacidn de cenizas solubles en agua.

M, — M,
=—2_ 49,100
M,—M

Ca
C = porcentaje de cenizas solubles en agua (%)
M,= masa del crisol con las cenizas totales (g)
M, = masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)
M, = masa del crisol con la muestra de ensayo (g)
M = masa del crisol vacio (g)

100= Factor matematico
3.6.2.4. Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

A las cenizas totales obtenidas se afiadieron 2 mL de &cido clorhidrico al 10 %, con ayuda de un
vidrio reloj se tapd el crisol y se calent6 en bafio maria durante 10 minutos. Se lavo el vidrio reloj
con 5 mL de agua caliente y se colocd al contenido del crisol, donde la solucién se filtr6 a travées
de un papel filtro libre de cenizas. Se lavo el residuo con agua caliente hasta que esté libre de
acido. Se afiadieron una o dos gotas de solucion de nitrato de plata 0.1 mol/l, hasta que la solucién
no muestre presencia de cloruros. El filtrado con el residuo se desecé a 105 °C, y se transfiri6 al
crisol inicial y se incinerd en un horno mufla a una temperatura de 605 °C durante 2 horas.
Posteriormente, se colocé en el desecador y cuando alcanzo la temperatura ambiente se peso, se

repite hasta obtener un peso constante (Miranda, 2002).

Ecuacion 4-2: Determinacion de cenizas insolubles en &cido clorhidrico.



B= porcentaje de cenizas insolubles en acido (%)
M,= masa del crisol con las cenizas totales (g)
M, = masa del crisol con la muestra de ensayo (g)

M= masa del crisol con cenizas insolubles (g)

3.6.3. Obtencioén del extracto hidroalcohdlico

Se pesaron 30 gramos de Piper aduncum seca y molida. Se colocé en un recipiente de color &mbar,
se afiadieron 200 mL de etanol a 70 °C. Se dejo macerar por 48 horas protegido de la luz, y a
temperatura ambiente, agitando constantemente por 5 minutos. Transcurrido el tiempo, se filtré y
se concentro en el rotavapor a 60 °C aproximadamente, se midi6 el extracto alcohélico obtenido

y almaceno adecuadamente.

3.6.4. Tamizaje fitoquimico

También conocido como screening fitoquimico, es una de las etapas iniciales de la investigacion
fitoquimica, que permite identificar cualitativamente los principales grupos de constituyentes
quimicos presentes en la droga vegetal (Espinoza, 2018). LOS ensayos se caracterizan por ser
sencillos, rapidos y selectivos en la determinacién de los componentes fitoquimicos que contiene

la droga vegetal, utilizando un minimo de recursos instrumentales de laboratorio (Salazar Cabrera,
2011).

3.6.4.1. Ensayo para compuestos grasos

Ensayo de Sudan

Se colocaron 2 mL del extracto hidroalcohdlico, se afiadidé 1 mL de solucion diluida en agua del
colorante Sudan Il o Sudan 1V. Se calent6 en bafio maria hasta evaporacion del solvente. Se
considera positivo cuando se evidencia la presencia de gotas o una pelicula de color rojo en la

mitad del liquido o en las paredes del tubo de ensayo (Miranda, 2002).

3.6.4.2. Ensayo para alcaloides

Ensayo de Dragendorff

Se coloc6 2 mL del extracto hidroalcohdlico, si no esta disuelta en un solvente organico, se
evapora en bafio de agua y al residuo afiadimos 1 mL de acido clorhidrico al 1 % en agua, mientras
que, en el extracto acuoso, se afiadié 1 gota de acido clorhidrico concentrado. Con la solucién

acuosa acida se realizé el ensayo, afiadiendo 2 gotas del reactivo de Dragendorff Ay reactivo de
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Dragendorff B, se considera positivo cuando se evidencia la presencia: Opalescencia (+) Turbidez

(++) y Precipitado (+++) (Miranda, 2002).

Ensayo de Mayer
Se realizo6 de la forma descrita anteriormente, hasta obtener la solucién acida. Luego se agregd
una pizca de cloruro de sodio en polvo, se agit6 y filtrd. Finalmente, se agrego 2 gotas del reactivo

de Mayer. Se considera positivo cuando: Opalescencia (+) Turbidez (++) Precipitado (+++)
(Miranda, 2002).

Ensayo de Wagner

Se procedio de igual manera hasta obtener la solucién acida, seguidamente se afiadi6 2 gotas del
reactivo de Wagner. Se considera positivo cuando se observa opalescencia (+) Turbidez (++)
Precipitado (++ +) (Miranda, 2002).

3.6.4.3. Ensayo para Cumarinas y lactonas

Ensayo de Baljet

Se coloco 2 mL del extracto se evaporo el solvente en bafio maria si no se encuentra en alcohol,
y se redisolvio en 1 mL de alcohol. Posteriormente, se afiadio 1 mL del reactivo de Baljet. En
estas condiciones se adiciona 1mL del reactivo. Se considera positivo con la aparicion de

coloracion rojiza (++) o un Precipitado rojo (+++) (Miranda, 2002).

3.6.4.4. Ensayo para Quinonas

Ensayo de Borntrager

Colocamos 2 mL del extracto, si no se encuentra en cloroformo, evaporar el solvente en bafio de
agua hasta sequedad, adicionamos 1 mL de cloroformo y 1 mL de hidréxido de sodio al 5 % en
agua. Finalmente, se agitd, mezcld y se dejo en reposo, hasta la separacién de fases. Se considera

positivo: coloracion rosada (++) y Coloracién roja (+++) (Miranda, 2002).

3.6.4.5. Triterpenos y esteroides

Ensayo Liebermann-Burchard

Se colocaron 2 mL del extracto, evaporar el solvente en bafio de agua y el residuo se redisolvio

en 1 mL de cloroformo, se adiciond 1 mL de anhidrido acético, se mezcld. Finalmente, se dejo

correr por la pared del tubo de ensayo 2 gotas de acido sulfarico concentrado sin agitar. Se
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considera positivo cuando: Rosado -azul muy rapido, verde intenso-visible, aunque rapido y verde

oscuro-negro-final de la reaccion (Miranda, 2002).

3.6.4.6. Saponinas

Ensayo de la espuma

Se colocaron 2 mL del extracto afiadimos 5 veces su volumen de agua destilada, si se encuentra
en alcohol, se mezcl6 y se agito durante 5 minutos. Se considera positivo cuando la espuma es
mayor a 2 mm de altura por 2 minutos (+).

2.6.4.7 Catequinas

Ensayo de catequinas

Con la ayuda de un capilar se coloco 1 gota del extracto, en un papel filtro. Se adicion6 solucion
de carbonato de sodio sobre la mancha. Se considera positivo cuando existe: mancha verde
carmelita a la luz de la camara UV.

3.6.4.7. Resinas

Ensayo de resinas
Tomamos 2 mL del extracto y adicionamos 10 mL de agua destilada. Cuando se observa un

precipitado sera positivo.

3.6.4.8. Azlicares reductores

Ensayo de Fehling

Se colocaron 2 mL del extracto, se evaporo el solvente en bafio de agua y el residuo se redisolvio
en 2 mL de agua, se adicion6 1 mL del reactivo del Fehling Ay 1 mL del Reactivo del Fehling
B, se calentd en bafio de agua durante 8 minutos. Solucion se colorea de rojo o aparece precipitado

rojo. Se considera positivo si la solucién se torna una coloracion o precipitado rojo (+) (Miranda,
2002).

3.6.4.9. Compuestos fendlicos y taninos

Ensayo de cloruro férrico
A 2 mL del extracto se adicion6 3 gotas del reactivo de tricloruro férrico al 5 % (alcohélico) en
solucion salina fisioldgica. Si el extracto es acuoso afiadimos 1 mL del acetato de sodio y 3 gotas

del Reactivo de Tricloruro Férrico al 5 %. Se considera positivo cuando: Coloracién roja — vino:
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compuestos fenolicos en general, color verde intenso: taninos del tipo pirocatecolicos, color azul:

taninos del tipo pirogalotanicos (Miranda, 2002).

3.6.4.10. Ensayo de shinoda (flavonoides)

Ensayo de Shinoda

Se colocd 2 mL del extracto, se diluy6 con 1 mL de &cido clorhidrico concentrado y un pedazo
de cinta de magnesio metalico. Se esperd 5 minutos hasta que finalice la reaccion y afiadimos 1
mL de alcohol amilico, se mezcl6 y se dejé reposar hasta que se separen las fases. Se considera

positivo cuando el alcohol amilico: se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo intenso
(Miranda, 2002).

3.6.4.11. Antocianidinas

Ensayo de antocianidinas

Se calent6é 2 mL del extracto con 1 mL de HCL concentrado por 10 minutos, se dejo enfriar y se
adicion61 mL de agua 'y 2 mL de alcohol amilico. Posteriormente, se agit6 y se dejamos en reposo
hasta la separacion de las dos fases. Una coloracion roja a marrén en la fase amilica (+), se

considera positivo (Miranda, 2002).

3.6.4.12. Aminoécidos libres o de aminas en general

Ensayo de la Ninhidrina

Se colocd 1 mL del extracto en alcohol, o el residuo de la concentracién en bafio de agua, en caso
el extracto se encuentra en otro solvente organico, se afiadié 2 mL de solucion al 2 % de ninhidrina
en agua, se mezclé y se calentd por 10 minutos en bafio de agua. Se considera positivo si da una

coloracion azul violaceo (Miranda, 2002).

3.6.4.13. Mucilagos

Ensayo de mucilagos

Se coloc6 2 mL del extracto y se dejo enfriar a 0-5 °C. Los resultados positivos es la presencia de
una consistencia gelatinosa (+).

3.6.4.14. Principios amargos y astringentes

Ensayo de principios amargos
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Se tomo6 una 1 gota del extracto acuoso, se sabored y se diferencid el sabor al paladar de forma

adecuada.

3.7.Control de calidad de extracto hidroalcoholico

3.7.1. Determinacidn de requisitos organolépticas

En un tubo de ensayo limpio y seco, se coloca 2 mL del extracto para evaluar parametros

sensoriales como: color, olor, sabor y aspecto.

Determinacion de olor: Se introduce un extremo de una tira de papel en el extracto. Se determina

si pertenece a las caracteristicas propias del extracto.

Determinacion de color: En un tubo de ensayo limpio y seco, se llena las tres cuartes partes con
extracto y se observa el color, la transparencia, presencia de particulas y separacion de fases.

3.7.2. Determinacion de la densidad relativa
Se procedi6 a pesar el picnémetro vacio y seco (m), seguidamente se llend con la muestra del
ensayo, el cual se dejo en reposo a una temperatura de 25 °C durante 15 minutos, y se pesé (mL);

se repitio el proceso usando agua destilada con el picnémetro limpio (m?) (Miranda, 2002).

Ecuacion 5-2: Determinacion de la densidad relativa.

M1=peso del picndmetro en g con la muestra de ensayo (g)
M2=peso del picndmetro en g con el agua destilada (g)

M=peso del picnémetro vacio (g)
3.7.3. Determinacion de pH
Se tomd una muestra del extracto en un vaso de precipitacion, se ajustd el equipo con la solucion

buffer reguladora y se introdujo el electrodo del equipo en la muestra se procedi6 a medir el pH,

su lectura se da enseguida, finalmente limpiar el electrodo y colocarlo su solucién buffer (Miranda,
2002).
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3.7.4. Determinacion de sélidos totales

Se colocd 5 mL del extracto en una capsula previamente tarada, y se llevo a bafio maria hasta
evaporacion, se coloco en la estufa a 105 °C durante 2 horas, hasta, peso constante. Finalmente
se retird la capsula de la estufa y se colocd en el desecador hasta temperatura ambiente y se peso.
el proceso se repite hasta obtener 2 pesos constantes (Miranda, 2002).

Ecuacion 6-2: Determinacion de Sélidos Totales.

P
* 100

P.=masa en g de la capsula mas residuo
P=masa en g de la capsula vacia
V=volumen de la porcion del ensayo en mL

100=factor matematico

3.8. Formulacion de la crema cicatrizante

Se realizaron diez diferentes formulaciones usando componentes de origen natural y el extracto
hidroalcoholico de hojas de Piper aduncum L. En las formulaciones se fue variando la
concentracion de sus componentes debido que su consistencia o apariencia no se presentaban

adecuados, hasta obtener la formulacidn definitiva.

3.8.1. Proceso de preparacion de la crema

Para la formulacion de la crema cicatrizante se tuvieron en cuenta algunos aspectos como la forma
farmacéutica, el signo de la misma, compatibilidad, y calidad de los componentes debido que en
su mayoria son de origen natural, también la temperatura, agitacién y pH. La crema cicatrizante
de signo oleo/acuosa (0/w), se obtuvo a partir de una fase a (oleosa) y fase acuosa (b), en distintas

concentraciones.

Primeramente, se pesaron cada uno de los componentes utilizados con ayuda de una balanza. En
un vaso de precipitacion de 250 mL se colocé la fase a como: manteca de cacao, cera de abeja
purificada, aceite de sacha Inchi y oliva, también prozol y alcohol cetoestearilico y se funde a una
temperatura de 70 °C en bafio de agua. Mientras en otro vaso se colocd los excipientes acuosos
de la fase b a fuego lento (pendiente de la temperatura anteriormente mencionada). Seguidamente,

cuando las dos fases se fundieron, y se encontraron a una misma temperatura, se mezcla
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enérgicamente la fase acuosa sobre la fase oleosa hasta observar que no exista presencia de
grumos, luego se adicioné los conservantes y aceite esencial. Finalmente, se mezcl6 hasta que se

haya homogeneizado completamente, se envasg, etiquetd y almacend.
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En la Tabla 3-1 se muestra los componentes y sus cantidades usadas para las formulaciones 1 a 10

Tabla 3-1: Formulaciones 1 a 10 de la crema cicatrizante

Cantidad para 100 gramos

Componente Formulaciéon | Formulaciéon | Formulacion | Formulaciéon | Formulacion | Formulacién | Formulacion | Formulacion | Formulacién | Formulacion
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Extracto 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL
Agua destilada 67 mL 67,5 mL 69 mL 73 mL 71 mL 68 mL 69 mL 67 mL 67 mL 67 mL
Glicerina 7 mL 7 mL
Sorbitol 7mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL
Alcohol lor lgr 20r lor lor 3gr 2gr 2gr 2gr lgr
cetoestearilico
Prozol 59r 59r 6gr 59r 5¢gr 6gr 6gr 6gr 59r 6gr
Manteca de cacao 29r 49r 4qr 49r 4qr 4qr 3or 49r
Manteca de karité 5gr 5gr 55q¢r
Cera de abeja 7ar 0,50r 3gr 4.gr 3gr 3gr 3gr 2gr
Cera de arroz 0,5¢gr
Aceite Sacha Inchi 1mL 2mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
Aceite de aguacate 8 mL
Aceite de caléndula 3mL
Aceite de Oliva 3mL 3mL 2mL 3mL 5mL 3,5mL 3mL
Aceite E. de Jazmin 0,5mL
Aceite E. de Naranja 0,5mL 0,8 mL 0,8 mL 0,8 mL 0,5mL
Vitamina E ImL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
Sharomix 1mL 1mL 1mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL

Realizado por: Tapuy Yurak, 2023.
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3.9. Control de calidad del producto terminado

Tiene como finalidad determinar si las formas farmacéuticas poseen las caracteristicas de calidad

Optimas para su uso.

3.9.1. Control organoléptico

Tabla 3-2: Parametros organolépticos

Determinacion Procedimiento Interpretacion
Color Percepcidn sensorial directa - Verde oscuro
Olor - Aroma caracteristico
Untuosidad - Buena, media, mala
Presencia de grumos Una pequefia cantidad de Presencia o ausencia

producto y se aplica en el
dorso de la mano o

portaobjetos.
Realizado por: Tapuy Yurak, 2023.

3.9.2. Control de los parametros fisicos

3.9.2.1. Determinacion de extensibilidad

Se pes6d 1 g de muestra y se presioné entre dos superficies de vidrio sobre un papel milimétrico
con sus respectivos trazos diagonales, a las cuales se les adicioné un peso de 50 g. Durante 1
minuto, se realizd con pesos de 100 g y 200 g, se observo los radios formados. Ademas, se

expresd en cm? (Miranda, 2002).

3.9.2.2. Determinacion del pH

En un vaso de precipitacion se dispersaron 2 g de muestra en 30 mL de agua destilada,
seguidamente se calibré el pH metro y se procedié a homogenizar y medir el pH. El limite

aceptable debe ser entre 4-6, cercano a la superficie cutanea (Miranda, 2002).

3.9.2.3. Determinacion del signo de la emulsion

En un vaso de precipitacion se coloc6 1 g de muestra con 30 mL de agua destilada, después de
una ligera agitacion se observd si la muestra se dispersa en agua, su fase externa es acuosa es

decir de signo (O/W), y en caso no logra su dispersion su fase externa es oleosa y su signo (W/O)
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(Miranda, 2002).

3.9.3. Determinacion microbioldgica de la formulacion final

El control microbiolégico es un requerimiento fundamental para garantizar la calidad de los
productos y la seguridad del consumidor, donde es necesario mantener buenas practicas de
manufactura, esterilizacion de los materiales y laboratorios correctamente desinfectados.

Para la determinacion microbioldgica se prepararon medios de cultivo de acuerdo a la norma
INEN 2867-2015 para la identificacion de: microorganismos mesoéfilos aerobios totales,

Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, mohos y levaduras.

Tabla 3-3: Recuento e identificacién microbiol6gico

Método: Recuento en placa
Caldo: de Agua de peptona.
Medio de cultivo: Agar PCA

Recuento de aerobios mesofilos -

Pseudomona aeruginosa

Método: Recuento en placa
Medio de cultivo: Agar soya triptica

Método: Recuento en placa
Medio de cultivo: Agar manitol

Staphylococcus aureus -

Escherichia coli

Método: Recuento en Placa
Medio de cultivo: Agar EMB

Hongos

Método: Recuento en placa

Medio de cultivo: Agar Sabouraud

Con su respectivo tiempo necesario para el conteo de las diferentes colonias.

Realizado por: Tapuy Yurak, 2023.

Tabla 3-4: Requisitos microbioldgicos

en_ 1goml

Area de aplicacion y fase Requisito Limites de aceptabilidad Método de
Etaria ensayo de
referencia
= Cosméticos para nifios | Microorganismos Recuento de [ NTE INEN-ISO
(hasta 3 anos) mesdfilos  aerobios | microorganismos 21149
totales mesdfilos aerobios
= Cosméticos para el totales. Limite maximo 5 x
area de los ojos 10% ufc*/g o mi
Pseudomaona Ausencia de Pseudomona | NTE INEN-ISO
= Cosméticos que entran aeruginosa aeruginosa en 1g o ml 22717
en contacto con las Staphylococcus Ausencia de NTE INEN ISO
membranas mucosas aureus Staphylococcus aureus 22718

Escherichia coli

Ausencia de Escherichia
cofien 1goml

NTE INEN-ISO
21150

PDemas productos cosmeéticos
Busceptibles a contaminacion
microbiologica

Microorganismos
mesdfilos aerobios
totales

Recuento de
microorganismos
mesdfilos aerobios

totales. Limite maximo 5 x
107 ufc*/g o mi

NTE INEN-ISO
21149

Pseudomona
aeruginosa

Ausencia de Pseudomona
aeruginosa en 1 g o mil.

NTE INEN-ISO
22717

Staphylococcus
aureus

de
aureus

Ausencia
Staphylococcus
en1goml

NTE INEN-ISO
22718

Escherichia coli

Ausencia de Escherichia
cofi en 1 go ml

NTE INEN-ISO
21150

Productos cosmeéticos a ser Candida albicans.
utilizados en los érganos

genitales externos

Ausencia

NTE INEN-ISO
18416

*ufc = unidades formadoras de colonias

NOTA_ En el caso de que sean usados otros métodos alternativos a los considerados en la tabla 2, estos deben ser
oficiales. En el caso de no ser un método oficial, este debe ser documentadamente validado.

Fuente:(NTE INEN 2867, 2015).
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3.9.4. Etiquetado y envase del producto final

El envase primario ayuda a la conservacidn correcta de nuestro producto, frente factores
ambientales tanto bioldgicos como mecanicos. En este se coloco la etiqueta que ayuda a la
identificacion del producto, y se lo transfiere al empaque secundario. El disefio de la etiqueta para
la crema cicatrizante se realizé en el programa Adobe llustrador, bajo la (NTE INEN 2867, 2015)
Productos Cosméticos.

Menciona: que el envase o en el empaque de los productos cosméticos debe figurar con caracteres
indelebles, facilmente legibles y visibles, y debe contener.

a) Nombre y marca del producto.

b) Nombre o razén social del fabricante o del responsable de la comercializacion del
producto cosmético. Podran utilizarse abreviaturas, siempre y cuando puedan identificarse
facilmente en todo momento a la empresa.

C) Nombre del pais de origen.

d) El contenido nominal en peso, volumen o unidades cuando aplique en el Sistema
Internacional de Unidades.

e) Las precauciones particulares de empleo establecidas en las normas internacionales sobre

ingredientes y las restricciones o condiciones de uso, incluidas en las listas internacionales.

f) El nimero de lote o la referencia que permita la identificacién de la fabricacion.

0) El nimero de Notificacion sanitaria obligatoria (NSO) con indicacion del pais de
expedicion.

h) La lista de ingredientes precedida de la palabra “ingredientes” en nomenclatura INCI.
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CAPITULO IV

4, MARCO RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo 111 se presentan datos experimentales del analisis y control de calidad de las hojas

de Piper aduncum.

4.1. Determinacién de control de calidad de la droga vegetal

4.1.1. Determinacion del contenido de humedad

Tabla 4-1: Resultados del porcentaje de humedad de Piper aduncum

Parametro Piper aduncum Limites
Real Farmacopea Espafiola 2002

Humedad 7,025 % 14,00
Realizado por: Tapuy Yurak, 2023.

El ensayo de humedad se realiz6 mediante el método gravimétrico dando un porcentaje de
humedad de 7,025 %, el cual se encuentra dentro de los limites establecidos segun la Real
Farmacopea Espafiola 2002. Se puede deducir que no existe exceso de agua y presenta las
condiciones adecuadas, teniendo en cuenta que existen factores que alteran estos valores como el
estado vegetativo de la planta. En un estudio realizado por (Grande Tovar et al. 2020) presenta
que dentro de los limites no existe la presencia de crecimiento microbiano ni la degradacion de

los metabolitos lo cual contribuye a que no se presente el deterioro de las drogas.

4.1.2. Determinacién de cenizas

Tabla 4-2: Resultados del porcentaje de cenizas de la droga cruda.

Limites
Parametro Piper aduncum Real Farmacopea Espafiola
2002
Porcentaje de Cenizas Totales 9,25 % 12 %
Porcentaje de Cenizas Solubles en 2,96 % 7%
agua
Porcentaje de Cenizas Insolubles en 2,41 % 5%

Acido Clorhidrico
Realizado por: Tapuy Yurak, 2023.
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El porcentaje de cenizas totales es un indice del contenido total de minerales en la muestra, es un
valor gue puede considerarse como una medida de la calidad, y a menudo es un criterio Util para
determinar la identidad de la planta. Cuando hay un alto contenido se sugiere la presencia de

adulterantes inorganicos (Proafio Escudero, 2013).

Los resultados obtenidos para cenizas totales fueron de 9,25 %, cenizas solubles en agua 2,95 %
y para cenizas insolubles en &cido clorhidrico 2,41 %, los cuales se encuentran dentro de los
valores de referencia dado por la Real Farmacopea Espafiola 2002. En el trabajo realizado por
(Proafio Escudero 2013) se obtuvieron valores de cenizas 8,95 %, 2,93 %, 2,36 %, logrando resultados
similares al presente estudio.

4.2.Control de calidad del extracto hidroalcohdlico

4.2.1. Descripcién Organoléptica

Tabla 4-3: Resultados de la descripcién organoléptica

Parédmetros Resultados
Aspecto Liquido oscuro
Color Verde amarillento
Olor Herbal Fuerte
Sabor Amargo

Realizado por: Tapuy Yurak, 2023.

Se determinaron los pardmetros del control de calidad del extracto hidroalcohdlico de Piper
aduncum, donde se pudo observar que presenta un aspecto liquido oscuro, con una coloracion
verde amarillenta caracteristica de la planta, su olor es herbal debido que su solvente es un alcohol
ademas que posee un olor fuerte por naturaleza y su sabor amargo se puede considerar que se
debe a la presencia de determinados flavonoides y taninos si su concentracion es elevada (Martinez-
Florez et al. 2002). Estos son los resultados observados donde se puede mencionar que estos
parametros no tienen estandares de referencia con los cuales se pueda comparar o de las partes de

la especie vegetal utilizada.

4.2.2. Parametro fisico

Tabla 4-4: Resultados de parametros fisicos

Parametros Piper aduncum
pH 6,27
Densidad 0,96 g/mL

Solidos totales 2,358 %

Realizado por: Tapuy Yurak, 2023.
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Se analizaron los pardmetros fisicos del extracto, de forma que el pH de Piper aduncum fue de
6,27, lo cual indico que es aceptable debido que es un pH ligeramente acido, no poseen ningun
riesgo para la salud al aplicar topicamente ademas que los metabolitos no se alteren.

La densidad relativa fue de 0,96 g/mL, que indica que el extracto presenta mayor o igual densidad
que el agua (1,0 g/mL) debido a los metabolitos presentes.

De igual forma, el valor de los sélidos totales fue 2,358 %, indicando la cantidad de material
disuelto en el solvente. En un trabajo realizado por (Proafio Escudero, 2013) el valor de sélidos totales
fue de 2.520 %, observando que existe bastante similitud en los resultados.

4.3. Tamizaje fitoquimico
El tamizaje fitoquimico consiste en pruebas preliminares sencillas y rapidas que permitan detectar
cualitativamente la presencia de determinados grupos de compuestos en la muestra vegetal,

mediante formacion de precipitados, coloraciones (Miranda, 2002).

Tabla 4-5: Resultado del tamizaje fitoquimico

ENSAYO TIPO DE EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
METABOLITO ETEREO ALCOHOLICO ACUOSO
Sudan Aceites y grasas +++ ) )
Dragendorff Alcaloides + + +
Mayer Alcaloides + + +
Wagner Alcaloides + + +
. Lactonas y
Baljet Cumarinas ++ ++ ©)
Borntrager Quinonas ++ )
Liebermann- Triterpen_os ylo ) i )
Burchard esteroides
Catequinas Catequinas “) ++ ++
Resinas Resinas ) ++
Fehling Azlcares reductores
) ++ ++
Espuma Saponinas ) ++ ++
Cloruro
Férrico Taninos ) t t
(FeClI3)
Ninhidrina Aminoécidgs libres
0 de aminas ) ++ )
Shinoda Flavonoides “) +++ ++
Antocianinas Flavonoides ) +++ +++
Mucilagos Mucilago ) ) )
Principios
Amargos O] ++ ++

Indicativos de la Tabla (-) Negativo; (+) Escasa Evidencia; (++) Evidencia Moderada; (+++) Alta Evidencia

Realizado por: Tapuy Yurak, 2023.
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Se realizé el tamizaje fitoquimico con diferentes tipos de solventes: etéreo, alcohdlico (70° C) y
acuoso, donde se pudo observar que el extracto alcoholico de Piper aduncum presentan en mayor
proporcion flavonoides, taninos, triterpenos, fenoles, cumarinas y saponinas que, segun
referencias bibliograficas, estan relacionados con propiedades farmacoldgicas antibacterianas,

antioxidante, cicatrizantes y medicinales de la planta (Gil Padilla, 2019).

En un estudio realizado por (zaa, Valdivia, Marcelo, 2012) determinaron que los componentes
fendlicos predominantes en Piper aduncum fueron quercetina, floridzina y epicatequina. Las
cuales presentan otras acciones como en el caso de la quercetina tiene una accién antiinflamatoria
y antialérgica ya que bloquea la conversion de &cido araquidonico en prostaglandinas y
leucotrienos proinflamatorios, ademas que es considerado como un antioxidante natural ya que
actla como protector frente a las especies reactivas de oxigeno, mediante la neutralizacién de

radicales libres como aniones superoxido.

Este papel dual de antioxidante/antinflamatorio convierte a este metabolito en una molécula
prometedora para el tratamiento de heridas cronicas (Diaz-Solares et al. 2017). Ademas, Floridzina
destaca por su accion antioxidante, antiinflamatoria, antibacteriana, antienvejecimiento e
inmunomoduladora, como su efecto antihiperglucemiante, que no altera la secrecion de insulina.
esta principalmente en su efecto antihiperglucemiante, que no altera la secrecién de insulina.
Finalmente, la epicatequina tiene un alto potencial antioxidante y propiedades bioldgicas como
su capacidad para reducir la alergenicidad en humanos, como diversos estudios han encontrado
gue diferentes metabolitos presentes en alimentos tienen potenciales funciones antibacterianas,

siendo uno de ellos la epicatequina (Caucoto Oliva 2014).

4.4, Formulacién de la crema cicatrizante

La crema cicatrizante es del tipo aceite en agua (O/W), esta caracteristica brinda una mejor
liberacion del principio activo y una rapida absorcion, ademas de otorgar una buena hidratacion
(Baldelomar, Gonzélez 2020).

A continuacién, se puntualiza el porcentaje de concentracion de los componentes y su funcion.

Tabla 4-6: Formulacion y funcion de sus componentes (100 gr)

Componentes Cantidades (%0) Funcién
Extracto de Piper aduncum 5 Cicatrizante
Agua destilada 67 Vehiculo
Sorbitol 5 Humectante
Alcohol 1 Agente espesante y
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Cetoestearilico emulsionante

Prozol 6 Agente co-emulsionante
Manteca de cacao 4 Emoliente
Cera de abeja 2 Hidratante
Aceite Sacha Inchi 1 .
Aceite de Oliva 3 Hidratantes
Aceite esencial de naranja 0,8 Brinda olor y efecto
calmante
Vitamina E 1 Actividad antioxidante
Sharomix 0,5 Conservante

Realizado por: Tapuy Yurak, 2023.

Para la elaboracion de la crema se realizaron 10 formulaciones con distintos porcentajes de
componentes, las cuales contemplaron las fases: acuosa, oleosa y termolébil. Finalmente, la
formulacion diez es la que present6 valores adecuados, representando en la fase acuosa 67 % de
agua, 5 % de sorbitol, 5 % del extracto de Piper aduncum. Los componentes para la elaboracion
de la formulacion fueron seleccionados con el propdésito de cumplir con el objetivo de estudio, es
decir, componentes activos y organicos, los cuales brindan una accién cicatrizante,
antiinflamatoria, e hidratantes. La raz6n principal del uso de este tipo de componentes, es que al
ser de origen organico es amigable y suave con la piel ademas que existe una minima posibilidad

de reacciones adversas.

El extracto a base de Piper aduncum actia como el principio activo debido que posee propiedades
cicatrizantes. Se seleccionaron como emulsificante y espesante el alcohol cetoestearilico y prozol
ya que son ideales para cualquier tipo de formulaciones tanto O/W como W/O, ademas, que
ambos brindan suavidad y nutren la piel sin efecto graso, en nuestra formulacion se utilizé una
concentracion de 1 % y 6 %, facilitando el proceso de emulsién, mejorando la estabilidad y la
vida (til, de esta forma ayudando a mejorar la viscosidad y evitando la separacion de fases.

El uso de sorbitol en la formulacién actla como hidratante, suavizante y lubricante, brindando
proteccién e hidratacién a la piel (Instituto de Dermocosmética 2022), donde es compatible y no deja
sensacion pegajosa, permitiendo la solubilidad del principio activo ademas de incorporar vitamina
E que otorga propiedad antioxidante. Otro componente es la manteca de cacao, su aplicacion es
muy agradable y posee absorcion répida sobre la piel, brindando hidratacién, ayudando a
cicatrizar y presentandose como un regenerador celular (Gea 2022), al igual que los de aceites

utilizados como es el caso de aceite de oliva y sacha Inchi.
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4.4.1.

Control de calidad del producto terminado

Tabla 4-7: Resultados del control organoléptica formulaciones 1 a 10

Parametro

Color

Olor

Aspecto

Untuosida
d
Presencia
de grumos
e

impurezas

Realizado por: Tapuy Yurak, 2023.

Formulacio
nil
Beige-

Verdoso

Manteca-
Herbal

Homogéneo

Aceptable

Ausencia

Formulacio
n2

Beige

Manteca-
Herbal

Heterogéneo

Baja

Separacion

de fases

Formulacio
n3

Beige

Manteca-
Herbal

Heterogéneo

Baja

Separacion

de fases

Descripcion organoléptica

Formulacio
n4

Beige

Manteca-
Herbal

Homogéneo

Media

Ausencia

Formulacié
nb5
Beige
verdoso

Herbal

Homogéneo

Media baja

Ausencia
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Formulacio
n 6

Beige

Herbal-
aceite
esencial de
Jazmin
Homogéneo-

Espeso

Media baja

Ausencia

Formulacié
n7
Beige
amarillento

Herbal

Homogéneo-

Espeso

Media

Ausencia

Formulacié
ng
Beige
verdoso
Herbal-
aceite
esencial de
naranja
Homogéneo-

Espeso

Media

Ausencia

Formulacié
no
Beige
verdoso
Herbal -
aceite
esencial de

naranja

Homogeéneo

Media alta

Ausencia

Formulaci6
n 10

Beige

Herbal-
aceite
esencial de

naranja

Homogéneo

Aceptable

Ausencia



Se realiz6 el control organoléptico de las formulaciones 1 a 5, y se pudo observar que no cumplen
con ciertos requerimientos de aceptabilidad, debido que presentaron consistencia muy liquida o
compactas y otros con separacion de fases, la cual pudo deberse al alto porcentaje de mantecas,
ceras y aceites. En caso de la untuosidad, fue baja en algunas formulaciones, lo cual pudo deberse
a la alta cantidad de mantecas que no permitia la absorcién en la piel. Otro parametro considerado
fue el olor, una percepcién de olor a mantecas, ceras y aceites utilizados como fue el caso del
aceite de sacha Inchi que present6 un olor bastante caracteristico a notas verdes. Por consiguiente,
se descartan las formulaciones y se desarrollan nuevas que presenten los pardmetros dentro de los

limites de calidad.

Tabla 4-8: Resultados del control de los parametros fisicos de las formulaciones 6 al 10

Resultados
Parametros Formulacién = Formulacion = Formulacion =~ Formulacion =~ Formulacion
6 7 8 9 10
Fisicos pH 5.34 5.23 6.11 6 5.56
Extensibilidad 3.12 3.67 4.0 4,15 4.22
Signo de la
» o/wW o/wW Oo/W O/W o/wW
emulsion

Realizado por: Tapuy Yurak, 2023.

Se analiz6 la calidad de las formulaciones 6 a 10, de manera general se observo como signo de la
emulsion O/W, es decir para prevenir la evaporacion de la humedad en la piel y mejor absorcion.
Se observo la coloracién de las formulaciones 8, 9 y 10 las cuales presentaron una coloracion
beige verdosa, esto se debia a los excipientes usados con el extracto, aceite de oliva, aceite de
sacha Inchi y la disminucion de la proporcion de cera de abeja. La untuosidad se determina como
el tiempo de absorcidn en la piel, de manera que en las formulaciones 6, 7, 8 Y 9 fue media o
baja, las cuales no cumplieron con el parametro a comparacion de la formulacion 10 que fue
aceptable. La extensibilidad se conoce como el espacio que puede cubrir la crema sobre la piel,
las formulaciones 6,7 y 8 presentaron una baja extensibilidad a diferencia de las formulaciones
fueron 9 y 10 con un valor de 4.15y 4.22, segun la USP 36-NF31 (2013) el rango del éarea de
extensibilidad debe estar entre 4.1 y 5 cm?, las cuales se presentan con una minima diferencia de
extension. Por ende, se opta por la formulacion con mayor extensibilidad, considerandola que

tiene una adecuada distribucion en la piel y sensacion agradable al tacto.

Ademas, la mayoria de las formulaciones presentaron limites aceptables para la aplicacion tépica,

en ninguna formulacion se present6 incidencia de grumos ni de impureza. Finalmente, el pH de

la crema es ligeramente acido, favoreciendo a la estabilidad de los flavonoides y taninos presentes

en la crema cicatrizante. Por consiguiente, la formulacién que cumple con todos los requisitos
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aceptables de calidad es la numero 10, con una diferencia del namero 9 debido a su untuosidad,;

es por ello que la formulacion 10 es la indicada para continuar con el proceso de estudio.

4.4.2. Determinacién microbioldgica de la formulacién final

Tabla 4-9: Resultados del analisis microbiol6gico de la formulacion final

Microorganismos Resultados Valor de Referencia
Staphylococcus aureus Ausencia Ausencia de Staphylococcus aureus en 1 g o mL
Escherichia coli Ausencia Ausencia de Escherichia colien 1 g omL
Pseudomonas aeruginosa Ausencia Ausencia de Pseudomonas aeruginosaen 1 g o
mL
Coliformes totales Ausencia Ausencia de Coliformes totalesen 1 g o mL
Aerobios mesdfilos Ausencia Aceptable: <10X101 UFC/g o mL No

Aceptable: »10X101 UFC/g o mL
Mohos y levaduras Ausencia Aceptable: <10X101 UFC/g o mL No

Aceptable: »10X101 UFC/g o mL

Fuente: (NTE INEN 2867, 2015)
Realizado por: Tapuy Yurak, 2023.

La ausencia de microorganismos representa un parametro significativo en la calidad del producto

significa que es apta para la utilizacion producto.

4.5.Envase y etiquetado

El envase primario se selecciond resaltando facilidad de uso y evitar los factores externos, el cual
es un envase de vidrio opaco, y como envase secundario una caja de papel couché biodegradable.

Para el disefio de la etiqueta de la crema cicatrizante MUSKUY se realiz6 con base a los

requerimientos de la norma NTE INEN 2867.
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MUSKUuy *

CREMA CICATRIZANTE
Trabajamos para resaltar tu belleza

NATURAL
con aceites escenciales

llustracion 4-1: Etiqueta
Realizado por: Tapuy Yurak, 2023.

46



CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados se pudo determinar que la calidad de las hojas de Piper aduncum, se
encuentran dentro de los limites permitidos, en cuanto a humedad, cenizas totales, cenizas
solubles en agua y cenizas insolubles en &cido. Ademas, el extracto hidroalcohoélico de hojas de
Piper aduncum, se mostr6 con pH ligeramente &cido lo que le convierte en un producto

compatible con la piel.

Se elaboraron 10 formulaciones de crema cicatrizante a base del extracto de Piper aduncum, de
manera que la formulacién 10 present6 las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicos méas

adecuadas.

Se determind la calidad de la crema cicatrizante mediante ensayos fisicoquimicos y
microbioldgicos, observandose que los valores se encuentran dentro de los rangos de aceptacion
de los requerimientos de calidad en cosméticos por la Norma INEN 2867.

Se formul6 una crema cicatrizante a base de la planta amazénica Piper aduncum aplicando tanto

los saberes ancestrales de la Amazonia como evidencias cientificas de su actividad, utilizando

materia prima de origen natural y no derivada del petréleo.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda determinar la actividad cicatrizante de la crema a base Piper aduncum en animales

de experimentacion.

Elaborar otras formulaciones a partir de plantas de la Amazonia del Ecuador y asi obtener

productos con valor afiadido para su comercializacion.

Generar un emprendimiento para la comercializacion de la crema a base de Piper aduncum y

otros productos Fitocosméticos.
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ANEXOS
ANEXO A: IDENTIFICACION BOTANICA DE LA ESPECIE VEGETAL

& HERBARIO POLITECNICA CHIMBORAZO (CHEP)
ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL CHIMBORAZO
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Ofc.No.026.CHEP.2021

14 de octubre del 2021
Msc. Karen Acosta

RESPONSABLE TECNICA
CONTRATO MARCO DE ACCESO A LOS RECURSOS GENETICOS

Reciba un atento y cordial saludo, por medio de la presente certifico que dentro del Contrato Marco de
Acceso a los Recursos Genéticos asignado con el : Nro-MAE-DNB-CM-2018-0086. que la sefiorita
Tapuy Avilés Yurak Pakcha con Cl: 1501267981, tesista de Bioquimica y Farmacia, se identificd: Piper
aduncum L. Esta especie es nativa , se revisé en el herbario y se archivaran en el lapso de un ano
para los fines pertinentes. Es todo cuanto puedo decir en honor a la verdad y |a interesada puedo usar
el presente certificado como crea conveniente

Atte.

JORGE Firmado digitalmente
MARCELO por JORGE MARCELO
CARANQUIALDAZ
CARANQUI Fecha: 2021.10.14
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ANEXO B: CONTROL DE CALIDAD DE Piper aduncum

SECADO DE LA
PLANTA
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ANEXO C: OBTENCION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO
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ANEXO E: CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO
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Medicion de pH
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ANEXO F: ELABORACION DE LA CREMA CICATRIZANTE
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