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RESUMEN

Se evalud la actividad cicatrizante de los extractos metanolicos de Plectranthus amboinicus y
Justicia chlorostachya en el modelo animal raton de laboratorio (Mus musculus) cepa BALB/c al
que previamente se indujo diabetes mediante la administracion de estreptozotocina, luego de aplicar
un disefio experimental de bloques al azar, se administraron los tratamientos a los grupos
experimentales a las dosis de 200 mg/kg y 400 mg/kg de extracto metandlico por kilogramo de peso
de animal, para cada especie vegetal. Se usaron un control positivo y un control negativo para
discriminar el avance del proceso de cicatrizacion sin presencia de ingredientes activos. Los
extractos se obtuvieron mediante un proceso de extraccion por soxhlet a partir de 50 gramos de la
parte aérea seca de las especies vegetales. Se obtuvo como resultado una disminucion significativa
de la superficie de las heridas de forma macroscopica durante el tiempo establecido en el protocolo
experimental, demostrando la eficacia de los tratamientos sobre las heridas de ratones diabéticos.
Este hecho fue comprobado aplicando un Analisis de varianzas (ANOVA) seguido de un post test
TUKEY, siendo el extracto de P. amboinicus el mas eficaz desde el punto de vista estadistico,
hecho que result6 evidente dado que incluso existié desprendimiento total de la costra al término
del tratamiento. Sin embargo, no se pueden despreciar los efectos producidos por los demas
tratamientos, dado que exhiben un porcentaje de cicatrizacion considerable. En complemento, se
evalud el efecto toxico del extracto de P. amboinicus a una dosis de 2000 mg/kg de peso en un
grupo establecido del mismo modelo animal de experimentacion, los resultados fueron
satisfactorios ya que no se produjo ningun efecto téxico, con lo cual se demuestra que la planta es
inocua para el consumo, mas aun si se la administra de manera tdpica. La investigacién produce
nuevas expectativas en el estudio de los productos naturales y en la mejora la calidad de vida de los

pacientes diabéticos.

Palabras clave: <DIABETES> <TAMIZAJE FITOQUIMICO> <ESPECTROFOTOMETRIA
UV> <ESPECTROFOTOMETRIA IR> <CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA TLC>
<PRUEBAS IN VIVO> <USO TOPICO> <PIE DIABETICO> <PLECTRANTHUS> <JUSTICIA
CHLOROSTACHYA> <FLAVONOIDES>



SUMMARY

The healing activity of methanol extracts of Plectranthus amboinicus and Justicia chlorostachya in
the animal model laboratory mouse (Mus musculus) strain BALB/c the previously diabetes was
induced by administration of streptozotocin, was evaluated after applying a block design randomly
to experimental treatment groups at the doses of 200 mg/kg and 400 mg/kg of methanol extract per
kilogram of animal, for each plant species were administered. A positive control and a negative
control for discriminating progress of the healing process without the presence of active ingredients
were used. The extracts were obtained by soxhlet extraction process from 50 grams of the dried
aerial part of the plant species. A significant decrease in wound area macroscopically for the time
stated in the experimental protocol was obtained results, showing the effectiveness of the treatments
on the wounds of diabetic mice. This was tested using ANOVA followed by TUKEY test post
being P. amboinicus extract the most effective from the statistical standpoint, made it became
apparent that even existed since the crust total detachment of the end of treatment. However, can’t
neglect the effects of other treatments, since exhibit a significant percentage of healing. In
complement, the toxic effect of the extract of P. amboinicus at a dose of 2000 mg/kg in a group
established in the same experimental model was evaluated, the results were satisfactory since there
was no toxic effect, thereby which shows that the plant is safe to eat, especially if it is administered
topically. Research yields new expectations in the study of natural products and improving the

quality of life of diabetic patients.

Keywords: <DIABETES> <PHYTOCHEMICAL SCREENING> <UVv
SPECTROPHOTOMETRY> <SPECTROPHOTOMETRY IR> <THIN LAYER
CHROMATOGRAPHY TLC> <TESTS IN VIVO> <TOPICAL USE> <DIABETIC FOOT>
<PLECTRANTHUS> <JUSTICE CHLOROSTACHYA> <FLAVONOIDS>



INDICE DE CONTENIDO

INDICE DE ABREVIATURAS
INDICE DE CUADROS
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE GRAFICOS
INDICE DE TABLAS

INDICE DE FOTOGRAFIAS
INDICE DE ANEXOS
INTRODUCCION

CAPITULO |

MARCO TEORICO.......ccceiiiiiiiiiiieeetieeeeeeeeteeteeeeeseseeseeeesesseseessssssmsssssssssssssssssnmm 3
1.1. L) 1T N 3
1.1.1. Historia de 12 diaheteS...eeiieieiuiiiiiiiiiiiiiiiiii et rerarecacasrseeenessnnens 3
1.1.2. Complicaciones que presenta [a diabeteS...veeeeeireieereiersaeeiresersscncrrsasessncnsommmmsenns 4
1121, ReUNOPALIAS.ceveuentereeaeneeerarnreesererneeressecasnsnssnsssssnsnseriasssnsssnsasessssssssssnnns 4
1.1.2.2.  Pie diahALICO.euturinrnrareiiiirreieneierarasetesessnsasasasesssssasassssasssssssssssssssssnes 4
070 TR o 1107=1 0 01 o RPN 5
1.2. Plectranthus AmDOINICUS . .....cc.ovvinereeiiiriiieiiseiirioiatesatsestssissssssssssssarmessssssmenss 5
1.3. Justicia ChIOrOStACHYA. cuiuueiriiniieiniiiinieieiiiireiniiiietsesasessnsssssnssssnssssesssssnans 6
1.4. ComMPUESLOS fENOIICOS. ..uineiniieiniiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiieirerrreet et raeeeas 7
1.4.1. [ Fo 1Yo o] [0 RPNy |
1.4.2. O 0T ] N 9
1.4.3. QUINONAS. 4 et teeniiaentsnsntseonsossasssonsossssasssonssssssssonsssonsssssssssssssssssosssssosssssossans 9
1.5. Modelos de induccion a hiperglicemia temporal o permanente..........cccoeevveennnnn 9
1.5.1. LIS £=7 0] (6740 (0] o1 | 1 - VA 9
1.5.2. | 0= T o T PP PSP PTPRPPPN 10
1.6. 2 4T 10
1.6.1. 0 =T ] 11
1.6.2. =T 0 £ 11



1.6.3. Hipodermis 0 tejid0 SUDCULANEO....uiuieiuieiniiiiiieiiiiiiiinerteeneeesenecnsnsessassnsane 11

1.7. 0T T 1 1= o 12
1.7.1. TIPOS 08 NEIIAAS. eeeetiuinireenirniriaesientersastsnsessssetsasessssnssssessssnsssonsssssesessssss 12
1.7.1.1.  Segun la integridad de la piel...c.ceeeieeininiiiieieiiiiinieiiiieieieimmirececesnsesosmneesessnns 12
0 T T o =T T == ] 1= 12
0 T 72 o =T T = 01T - o = 13
1.7.1.2. Segun lagravedad de 1a 18SI0N...ceeueeieireiereeieneietereneneiecarencncoscesnsansnsensasansens 13
1.7.1.2.1. Herida SUPErfiCIal...ceeeeieeeiieiiiinineiieiieneiateecaesensesessesensnsssnsancnsansnsansenns 13
1.7.0.2. 2. Herida PeNetrante . e e e eeeeieeeeeeceeesereeaneeensescnsnsenssassesansnsassnsesansnssnsanseens 13
1.8 (O oF LR g 12T 1) | D 13
1.8.1.  Fase iNflamatoria...c.ceeeeeeereeieiiiniieieierererreieesisesesasasasasssessssssssssssasasasasssss 14
1.8.2.  Fase ProliferatiVa...cececeeeeeeeieenerereieneneeneeeeneeeenceecasencnsescasescasnsascnsansnsassnsans 14
1.8.3.  Fase de remodelaCion. ccceieeeereierererarnrernreieesesesasesasesssnssmsssssssssssssssasasssssnnss 14
1.8.4.  Tip0S 08 CICAIIIZACION . eueieererneeeereeeeneeeearerenceecasnsansnsassasassnseneascnsessnsasannenans 16
1.8.4.1. Cicatrizacion de primera iNtENCION..c.ciieerirereiiieeeeeeereeecareeenseecncnsansesansasnsamenns 16
1.8.4.2. Cicatrizacion de segunda iNtENCION......ieeiimeeerernetererereeeecesacnsmmesssessssasnsesnsnses 16
1.9. FArmacos CiCatriZantes......ovueveiieiieiieiiernioreorecsasessssssassassnssassssssssssssssscssssnses 16
1.10. Animales de eXperimentacion.........ccovveiuiiiieiiiiuiiiieiiiieiiiieiiiiiiiieiiietiieaieinenes 17
I O TR R 10] g TR (= F=Y o] =1 (6] o TR 17
1.11.  Vias de adminiStracion.......coeeiiuiiinriieiiieiientoeniorersssssercsnecsesssssssssssmsssenssossnnes 18
00 T T V7= W o | 18
1.11.2. Vi@ SUDCULANEA. .. turerurarerenirernrarenerrsesessssasasnssssssssmossssssssssassssssssssssssnsnnnns 18
1.11.3. Via INtraperitONeal....ceceeeeeeeiniurumeeresesesensnrrasasesessnsesasssmnssssssssssssasasassssssnne 19
CAPITULO 1I

PARTE EXPERIMENTAL...ciiititiiiitiiiitaiiotaeiessetcsssetsssasssssssssssssssssssssesssssesssssssssss 20
2.1. Lugar de investigaciOn.......ccvvuiieiniiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 20
2.2. Materiales, eqUIPOS ¥ FeACtIVOS..cuvuiuiniieieieiuiniiiiiiiiiieieiuieiiiiiitiniieretecasasasacnce 20
2 S |V =1 (=T = o] 4 0 - T 20
VA A N = LT 0 (V70 B o [0 o o oo T 20
P40 TR 1= o) 1o o] o TR 21
2.2.4.  MaterialeS Y BQUIP0S...ceiereieiurutritteieieiirntetetacatasasntersesesesssesasssasasnsmesasasnses 22
2.2.5.  REACHIVOS. eeuiereieiinieniierutetsatsesasessasstsssesssssssssnsssosssssnssssssssssssssssssssssssnsssss 23
2 TR N <70l 11 (r: T 11 1< 1T (1 N 24



2.3.1. Control de calidad de 1a droga Cruda.....ceeeeeeiiereiierniseenisssnsssnsmosesssssssnssssssnssnss 24

2.3.1.1. Determinacion del contenido de humedad.......oeuveiniuruumeriraieiereninierereneninisasenenn 24
2.3.1.2. Determinacion de cenizas totaleS.....evvurureriiiiiiiureiiiininiiriieieneniiiirasasesennessenas 24
2.3.2. Tamizaje fitogQUIMICO. et erereierarrerrereteeeeeeeecesnserramrasesessssssssssnsasnsnssssssssssnsnses 25
2.3.2.1. ENsay0 de Dragendorff..cceiee i cseerireeniseeeiseenisssessssntsssesossnssssnsessssnssssnssnsnsssons 25
2.3.2.2. ENSAYO0 (8 MAYET . euuirtiuiierainteiiisesentsssasnsossntsssesssssssssnssssssssssssssssnsssssssssnsssass 26
2.3.2.3. ENSAY0 (8 WANEN c.eteieieieenteniiieeeeneeeensnseesesansnsassasassnssssnsassssnssssnsansnsansnsansns 26
2.3.2.4. Ensayo de Lieberman- BuChard......cceeeeeieiieiiiiiiiiieiniiieneenteeceseeenceecnsesancnss 26
2.3.2.5. ENSAY0 (8 Baljl.uueniieieieiiieiieieiiieeeeneieeiienecatescnsnsensesassesansesassasssssssnsasansnss 26
2.3.2.6. ENSAY0 08 SUAAN Tl e.neneniieiieiieniieeiieieneeiiieeeeeeeeesncencasassasessnsnsansnsansmeensanenns 26
2.3.2.7. ENSAYO0 (8 BOINIIAQgE . cueniieeiiertieeteeierteeeeenseseesncansasessnsassnsssmmmsensssansasansaens 27
2.3.2.8. ENSAY0 (8 CalEgUINGS.ceeueenreeeereeeneneenreeeeencensasansesansesassasassnsassasasansnsansosseesnsans 27
2.3.2.9. ENSAYO0 (8 SAPONINGS. cueutenenraereeeeneaeanreransessasassasassnsesansascnsasassnsassnsansansassss 27
2.3.2.10. ENsayo de ClOrUro fEITICO. e eeeeeieeeeeeeenerereeraenenaceencacaesacencasesansesansnsesmnsonne 28
2.3.2.11. ENSAY0 de ShiN00a...eeuteeeeereieieeieeneiarereerareeeneeecaseeencaseassensesancasoscnsnssnnnnsnnns 28

2.3.3. Preparacion de los extractos de Justicia chlorostachya y Plectranthus amboinicus.....28
2.3.4.  Cromatografias en capa fina (TLC).uiieieieiriieieierneerrereeneneensnsiensiienssesssssssnsnsens 30
2.3.4.1. Cromatografias en capa fina del extracto de Plectranthus amboinicus...............ccce...30

2.3.4.2. Cromatografias en capa fina del extracto de Justicia chlorostachya.........ccccceevevrennn.31

2.3.5.  Separacion de 10S COMPUESIOS.cueueurnrerereereeereenrnsererernsmmeesscsmecssssnsnsessnsnssssnnes 32
2.3.6.  Cuantificacion de flavonoides tOtaleS.....cuvererininiereimnirarererenrrrasenenenrerasasenensnnes 32
2.3.7.  Determinaciones eSPECtIOSCOPICAS. ceueeeerearaensareresaresasmasssncasesesesesssssssnsnsasnsesses 32
2.3.7.1. Determinacion del UV...cuiueeieiniieieiiniirnreienininiieresesesssrasasassssssasasassssssssmoes 32
2.3.7.2. DeterminacCion de TR ...iiiieieiiiiiiiuiuieieiiorasasetesrasusasesssssssassssssssnsasasssssses 33
2.3.8. PreparaCion de 105 gElES. e eeeerirereieeiererrneeeeteecncenneeencsencasemmemsssascnsassnsansasnses 33
2.3.8.1. Preparacion de 10s geles VENICUIOS. . ..vuviuieieiiniiiiiiiiiiiiiiiiineniiiirireneneneeasaanens 33
2.3.8.2. Preparacion de los geles experimentales (200 Mg/Kg)...ueueererenrmmeninrureeneninenenseenas 34
2.3.8.3. Preparacion de los geles experimentales (400 Mg/KQ)..cueueururureneniimnenruraraneencmnnnenn 34
2.3.9. Protocolo farmacol0gico en [0S ratONES....eeeeieiururureriniirreierenenirareneneersaseencnnes 35
2.3.9.1. Induccion de diabetes @ [0S FatONES...ueuerirureieniiirureiiiiirurerenererusanmesasasesencns 35
2.3.9.2. Efecto cicatrizante €N [0S FatONeS.....veveieiuruiuriivuriiiiiiiieieiereiririinieeimecesecasane 36
2.3.9.3. ENsay0 de tOXICIAA0. c.uvueieiuiuiuruiiiiiiieieiuiieieieturrieiienetesecssasasasacntsesecssssnssnne 37
2.3.10. ANALISIS ESTAAISTICO. .. tuturururereniiniuraieieriirtetereittitaretereesasasassnmsssssssessnsnsassnnss 37



CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSIONES. ...cttiiiiiiiiiiiiiiiiiietiietietsestinsssestsnssessosssssssssnsonns 38
3.1.  Control de calidad de [a droga cruda.....cccceeeeiieiniiiiniieeniseinisrnnesesnssscnssssasssonsens 38
3.2. Tamizaje fitoqUIMICO....cccevieiiiniiiniiiiiiiiiieiiieiiiniiieiieettertiestesssstsesssesssescnssnes 39
3.3. Cromatografias €N Capa fila.....cceeeeieeeieieiniieinrnrrrroiensasnssssssessssssnsmesnsssnsnses 40
3.3.1. Cromatografias en capa fina del extracto de Plectranthus amboinicus...........ccceeeeeenes.. 40
3.3.2. Cromatografias en capa fina del extracto de Justicia chlorostachya......c.ccceeeeeniennnnnne 44
3.4. Cuantificacion de flavonoides totales.........ooeivveiiieiiniiieiinionnieeecserecsrosnsesasonasoes 45
3.4. Analisis espectroscopicos de los compuestos Separados........coeeveerniiereniennrancencnnnanens 46
3.5.1. Andlisis espectroscopicos de los compuestos separados de Plectranthus amboinicus........46
3.5.1.1. COMPUESTO L.uuuiiniennionerenarosasoescsssssssssssssssssssosscssssssssssscsssssnsonsssnssssssossssnass 46
3.5.1.2. COMPUESTO 2.uuueinieenronsresatosassescsssssssssssssssssssssscsssssssssssssssssssosssssssssasssassnase 50
3.5.1.3. COMPUESTO 3.uuveiniennrensresaroasoescsssssssssssssssssasosscssasssssssscsssssssonsssnssssssossssnase 54
3.5.1.4. COMPUESTO 4. .uviiinienniensrenatosatoescssstsssssssssssssasosssssssssssssscsssssssonssssssssssossssnase 58
3.5.1.5, COMPUESIO B.urriiinieiniernrinaisratsercssetsssssssssssssssosscssssssssssscsssssssonsssnasssssossssnase 62
3.5.2. Andlisis espectroscopicos de los compuestos separados de Justicia chlorostachya..........63
3.5.2. 1. COMPUESED Luuuvinreneerarnarsesessenrssssscssssssssossossssssssssnssnsssssasssssnssssssssassassnssnsons 63
3.5.2.2. COMPUESTD Z.uuvinrenrenetratsossarsatoscsscssssssssossosassssssssnssnsssssssssssnssssssssasssssssssssans 67
3.5.2.3. COMPUESLO uuueinieneeneinarserearsntoscsassnssssssossossssssssssnssnsosssssssssnssssssssasssssnsssssass 71
3.5.2.4, COMPUESTO Auuuviriireiiaiintsnrsntontsntsassnssnssnssstsssonsonssnssnsssssnssnsosssnssnssnsonsonssnsons 73
3.6. Lecturas de glicemias €n 10S ratones......c.ccvvevereeinineiiaiiniseisarsntsscmmsessessssasanses 77
3.7. Analisis del protocolo de cicatrizacion de las heridas.........cccccevveiiiiiiniiiniiinnennnnn 78
3.8. ANALISIS eStAdISTICO. .0uivuiiriiniiniieeiiiiorioiienisntsnrontsntonsonssnsonssntsessnssnssnssnssassns 79
3.9. Analisis de toxicidad aguda.......cccevuiieiieiieiioiiniiiiniinieiseisesosssessessssssssssonsinns 81
CONCLUSIONES. . tttiitttieieetietseiesesstsesssesesstossssosssssossssosessssssssssessssssssssessssssnsssss 82
RECOMENDACIONES......iutuiuiiiiniiiuitiiitiireietitititsasesestssasasassstsssasasssssmssssnsans 83
BIBLIOGRAFIA

ANEXOS



INDICE DE ABREVIATURAS

AIClI;
ANOVA
cm?

°C
DNA
FDA

HCI
H3BO3
INEC
IR

kg
MetOH
mg
mg/kg
min
MINSAL
MINSAP
mL

mm
MSP
NaOAc
NaOMe
NRSP
OMS
STZ
TLC
uv

Cloruro de aluminio

Anélisis de varianza

Centimetro cuadrado

Grado Celsius

Acido desoxirribonucleico

Food and Drug Administration

Gramo

Acido clorhidrico

Acido borico

Instituto Nacional de Estadisticas y Censos
Infrarrojo

Kilogramo

Metanol

Miligramo

Miligramo por kilogramo de peso
Minuto

Ministerio de Salud de Chiles
Ministerio de Salud de Cuba

Mililitro

Milimetro

Ministerio de Salud Publica de Ecuador
Acetato de Sodio

Metdxido de Sodio

Normas Ramales de drogas crudas y extractos y tinturas.
Organizacion Mundial de la Salud
Estreptozotocina

Thin Layer Chromatography
Ultravioleta



INDICE DE CUADROS

Cuadro No.

Cuadro No.

Cuadro No.

Cuadro No.

Cuadro No.

Cuadro No.

2-3

3-3

4-3

5-3

6-3

Control de calidad de las plantas secas de Plectranthus amboinicus
y Justicia chlorostachya. Laboratorio de Productos Naturales.
Facultad de Ciencias. ESPOCH. Marzo 2015.............ccccovvnenn... 38

Tamizaje Fitoquimico de los extractos de Plectranthus amboinicus

y Justicia chlorostachya. Laboratorio de Productos Naturales.

Facultad de Ciencias. ESPOCH. Marzo 2015..............cccoeveninnnn.. 39
Rf de los compuestos obtenidos por cromatografia de capa fina del
extracto de Plectranthus amboinicus. Laboratorio de Productos

Naturales. Facultad de Ciencias. ESPOCH. Marzo 2015................ 44
Rf de los compuestos obtenidos por cromatografia de capa fina del
extracto de Justicia chlorostachya Laboratorio de Productos

Naturales. Facultad de Ciencias. ESPOCH. Marzo 2015................ 45
Lecturas de niveles de glucosa luego de la induccion a diabetes en

los animales de experimentacion. Bioterio. Facultad de Ciencias.
ESPOCH. Marzo 2015, ... 7
Areas de contraccion de las heridas en los ratones diabéticos

inducidos por estreptozotocina. Bioterio. Facultad de Ciencias.

ESPOCH. Marzo 2015. ... 78

Xi



INDICE DE FIGURAS

Figura No.

Figura No.

Figura No.

Figura No.

Figura No.

Figura No.

Figura No.

Figura No.

Figura No.

Figura No.

Figura No.

Figura No.

Figura No.

Figura No.

Figura No.

2-1

3-1

4-1

5-1

1-2

2-2

3-2

4-2

5-2

1-3

2-3

3-3

4-3

5-3

Plectranthus QmbBOINICUS ... ... ... oo coeies e eee e e e

Justicia chlorostachya...............cooooiiiiiii

Estructura basica de los flavonoides..........ooveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiineene

Estructurade lapiel...........oooiiiiiiii

Fases de 1a CICatriZacCiOn. .......ovviiiiiieieeeee e

Diagrama de obtencion de metabolitos secundarios......................

Esquema de reacciones realizadas en el extracto etéreo..................

Esquema de reacciones realizadas en el extracto alcohdlico............

Diagrama de flujo para obtencion de extracto de P. amboinicus.......

Diagrama de flujo para la obtencion de extracto de J.
chlorostachya............ooiiii
Posible estructura del compuesto 1 obtenido del extracto de P.
AMDOINICUS. ...
Posible estructura del compuesto 2 obtenido del extracto de P.
AMDOINICUS. ...
Posible estructura del compuesto 4 obtenido del extracto de P.
AMDOINICUS. ...
Posible estructura del compuesto 2 obtenido del extracto de J.
Chlorostachya..........c.oooiiii i
Posible estructura del compuesto 4 obtenido del extracto de J.

chlorostachya............ooooiiiii e,

29

Xii



INDICE DE GRAFICOS

Gréfico No.

Grafico No.

Grafico No.

1-3
2-3

3-3

Grafico No.4-3

Grafico No.
Grafico No.
Grafico No.

Grafico No.

Grafico No.
Grafico No.
Grafico No.
Gréfico No.
Gréfico No.
Gréfico No.

Gréfico No.
Gréfico No.
Gréfico No.
Gréfico No.
Gréfico No.

Gréfico No.

Gréfico No.
Gréfico No.
Gréfico No.
Gréfico No.
Gréfico No.

Grafico No.

Grafico No.

5-3
6-3
7-3
8-3

9-3

10-3
11-3
12-3
13-3
14-3

15-3
16-3
17-3
18-3
19-3
20-3

21-3
22-3
23-3
24-3
25-3
26-3

27-3

Curva de calibracion de la quercetina...............ccoevvviiniininnnn..
Espectro IR del compuesto nimero 1 obtenido del extracto de P.
AaMDOINICUS. ...
Espectro UV del compuesto 1 con MetOH.............................
Espectro UV del compuesto 1 con NaOMe..............cceeveennn.n.
Espectro UV del compuesto 1 con AICI; y HCL........................
Espectro UV del compuesto 1 con NaOAC.........coveviviinininne...
Espectro UV del compuesto 1 con HsBOs.........ooooiviiiinin,
Espectro IR del compuesto nimero 2 obtenido del extracto de P.
AMDOINICUS. ...
Espectro UV del compuesto 2 con MetOH.............................
Espectro UV del compuesto 2 con NaOMe.............cccvevvinnnnnen.
Espectro UV del compuesto 2 con AICI; y HCL.......................
Espectro UV del compuesto 2 con NaOAC.........coevevvivinnnnnnnn.
Espectro UV del compuesto 2 con HsBOgs......c.coviviiiininnn
Espectro IR del compuesto numero 3 obtenido del extracto de P.
AMDOINICUS. ...
Espectro UV del compuesto 3 con MetOH.............................
Espectro UV del compuesto 3 con NaOMe...........coceeveinnnne.
Espectro UV del compuesto 3 con AICIs y HCL.......................
Espectro UV del compuesto 3 con NaOAC..........c.coeveviiiinnin
Espectro UV del compuesto 3 con HzBOs.........cooovviviiiinininnen.
Espectro IR del compuesto nimero 4 obtenido del extracto de P.
AMDOINICUS. ...
Espectro UV del compuesto 4 con MetOH..............................
Espectro UV del compuesto 4 con NaOMe..............c.eevvnennen.
Espectro UV del compuesto 4 con AICIs y HCL.......................
Espectro UV del compuesto 4 con NaOAC...........oevviinieninnn.
Espectro UV del compuesto 4 con HsBOgs.........oooovviiiiinnn,
Comparacion del espectro IR de compuesto numero 5 obtenido
del extracto de P. amboinicus, vs. El espectro IR de la
dihidroeUParina. ........c.oviiuiitit e

Espectro UV del compuesto 5 con MetOH......................cce



Gréfico No.

Gréfico No.
Gréfico No.
Gréfico No.
Gréfico No.
Gréfico No.
Gréfico No.

Gréfico No.
Gréfico No.
Gréfico No.
Gréfico No.
Gréfico No.

Grafico No.

Grafico No.

Grafico No.

Gréfico No.
Gréfico No.
Gréfico No.
Gréfico No.
Gréfico No.

Gréfico No.

Gréfico No.

Gréfico No.

28-3

29-3
30-3
31-3
32-3
33-3
34-3

35-3
36-3
37-3
38-3
39-3
40-3

41-3
42-3

43-3
44-3
45-3
46-3
47-3
48-3

49-3
50-3

Espectro IR del compuesto numero 1 obtenido del extracto de J.

chlorostachya. ..o 64
Espectro UV del compuesto 1 con MetOH.............................. 64
Espectro UV del compuesto 1 con NaOMe..............c.evvnnennnn. 65
Espectro UV del compuesto 1 con AICI; yHCL....................... 65
Espectro UV del compuesto 1 con NaOAC..........oovevivinnnnnnn. 66
Espectro UV del compuesto 1 con HzBOs.........ccoovviiiiiininnnen. 66
Espectro IR del compuesto numero 2 obtenido del extracto de J.

chlorostachya. ..o 68
Espectro UV del compuesto 2 con MetOH.............................. 68
Espectro UV del compuesto 2 con NaOMe..............cceoevnnntn. 69
Espectro UV del compuesto 2 con AICI; y HCL..........c...oenene. 69
Espectro UV del compuesto 2 con NaOAC.........covvviviininninnnen. 70
Espectro UV del compuesto 2 con HsBOs.........oooooiiiinini, 70
Espectro IR del compuesto nimero 3 obtenido del extracto de J.

chlorostachya. ... 72
Espectro UV del compuesto 3 con MetOH....................oee 72
Espectro IR del compuesto nimero 4 obtenido del extracto de J.

chlorostachya...........oooiiii 73
Espectro UV del compuesto 4 con MetOH............................ 74
Espectro UV del compuesto 4 con NaOMe.............ccoevinnnnnn. 74
Espectro UV del compuesto 4 con AICI; y HCL....................... 75
Espectro UV del compuesto 4 con NaOAC...........ovevvivinnnnnnn. 75
Espectro UV del compuesto 4 con HsBOs.........ooooiviiiiinin, 76

Diagrama de barras de las areas de las heridas al final de los

tratamientos en los ratones diabéticos inducidos por
ESTIEPLOZOTOCING. L.\t tutietett et et et et e et et et et e e ereeeeeenaenss 78
Analisis de varianzas, ANOVA de un factor........................... 80

Anélisis mediante test de TUKEY para comparacion de grupo

EXPEIIMENLAlES. .. ettt 81

Xiv



INDICE DE TABLAS

Tabla No.
Tabla No.

Tabla No.

Tabla No.

Tabla No.

Tabla No.

Tabla No.

Tabla No.

Tabla No.

1-1
2-1

3-1

4-2

5-2

6-2

7-2

8-2

9-2

Taxonomia del Plectranthus amboinicus................c.cc.eeeveeeeecee e 6
Taxonomia de la Justicia chlorostachya................................ 7
Taxonomia del raton de laboratorio.............c.cooeiiiiiiiiiinn.. 18
Lista de materiales y Equipos utilizados..............ccoceviiviiiininnn. 22
Lista de reactivos utilizados en la investigacion......................... 23
Formulaciones de los geles para actividad cicatrizante.................. 34
Esquemas de tratamientos para actividad cicatrizante..................... 35
Esquema de dosificacion de estreptozotocina a los animales........... 36
Esquema de tratamientos a cada animal de experimentacion........... 37

XV



INDICE DE FOTOGRAFIAS

Fotografia No.

Fotografia No.

Fotografia No.

Fotografia No.

Fotografia No.

Fotografia No.

Fotografia No.

Fotografia No.

1-3

2-3

3-3

7-3

8-3

Cromatografia en capa fina del extracto metandlico de P.
amboinicus. Fase mavil: Acetato de etilo: &cido férmico: acido
aceético glacial: agua (100:11:11:26).......cceiiiiiiiiiiniinnn, 40
Cromatografia en capa fina del extracto metandlico de P.
amboinicus. Fase mdvil: Acetato de etilo: &cido férmico: acido
acético: metil-isobutil-cetona: agua (50:7:3:30:10)................ 41
Cromatografia en capa fina del extracto metandlico de P.
amboinicus. Fase movil: cloroformo: acetato de etilo

(B0:40) . ... 41
Cromatografia en capa fina del extracto metandlico de P.
amboinicus. Fase movil: Cloroformo: metanol: acetato de etilo
(60:30:10). .ot e, 42
Cromatografia en capa fina del extracto metandlico de P.
amboinicus. Fase movil: acido acético: agua: acido clorhidrico
(B0:10:3) et 42
Cromatografia en capa fina del extracto metandlico de P.
amboinicus. Fase movil: Cloroformo: acido acético: agua

(300152 e 43
Cromatografia en capa fina del extracto metandlico de P.
amboinicus. Fase mdvil: Tolueno: acetato de etilo en forma
progresiva (93:7)- (80:20)- (70:30)- (60:40)...........cccvenenn... 44
Cromatografia en capa fina del extracto metanolico de J.
chlorostachya. Fase movil: Acetato de etilo: acido férmico:

acido acético glacial: agua (100:11:11:26)............ccoevennn.n. 45

XVi



INDICE DE ANEXOS

Anexo A

Anexo B

Anexo C
Anexo D
Anexo E
Anexo F
Anexo G

Anexo H
Anexo |

Determinaciéon de humedad. ...ttt

Preparacion de los extractos de Justicia chlorostachyay
Plectranthus amboOiniCUS ... ... ... ....cccccooe v ieiaeecee e et it eee e e e,
Tamizaje Fitoquimico del extracto de Justicia chlorostachya.........
Tamizaje fitoquimico del extracto de Plectranthus amboinicus... .....
Preparacion de geles para la actividad cicatrizante......................
Induccion de diabetes a 10S ratones. .............c.oovviiiiiiiinininnnn,
Lecturas de Glicemias a los animales, sangre obtenida por puncion
SUbMAXILAT. ...
Induccion de las heridas a los ratones diabéticos........................
Diferentes estadios de la cicatrizacion de los ratones diabéticos

inducidos por estreptoZotoCiNg. ... ....oveveeneeneieiniiiieieieaeeanns,

88

XVil



INTRODUCCION

Las plantas alrededor del mundo, no sélo han servido como principal fuente de alimentacion
sino también con fines medicinales. El aprovechamiento de las plantas medicinales se remonta a

las civilizaciones mas antiguas conocidas por el hombre, segiin consta en testimonios historicos
(Mufioz, F. 2002 p.22).
En Ecuador, las plantas medicinales han constituido uno de los principales recursos existentes

gue se usan en el &mbito de la fitoterapia. Dado el acervo del conocimiento ancestral y su grado
de extensidn, estos vegetales se utilizan tanto en las poblaciones urbanas y rurales. La cultura
milenaria ecuatoriana desde tiempos inmemoriales ha utilizado las plantas segln sus cualidades,

entre ellos, citamos a plantas célidas, plantas frescas, medicinales y nutritivas. (Tazto, A,
Rodriguez, G. 1992 p. 11)
El conocimiento etnobotanico de poblaciones de la Amazonia ecuatoriana de determinadas

plantas que se pueden aplicar a este tipo de enfermedades es conocida por el contacto de
colonos con etnias como la huaorani. Las hojas machacadas, como emplastos o extractos
aplicados a heridas, luxaciones, etc.; contribuyen con las curaciones. Ademas que el empleo de
productos elaborados a base de plantas ahorra mucho en cuanto se refiere a costo para quienes
las usan (Aragadvay, S.P. 2009 p. 20).

En la actualidad, uno de los principales problemas de salud esté representado por la diabetes. En
el afio 2011, aproximadamente 4.455 personas en Ecuador han fallecido a causa de la diabetes
mellitus, llegando a ser la principal causa de mortalidad en el pais. La incidencia de esta
enfermedad se estd incrementando exponencialmente debido al estilo de vida actual, entrando
como un problema de salud publica que tiende a aumentar la comorbilidad en ciertos cuadros
clinicos de muchos pacientes (INEC, 2011 p. 5).

Para el afio 2012, en Ecuador se reportaron 116.937 casos de diabetes mellitus aumentando a
una tasa de 753,64 personas con esta enfermedad por cada 100.000 habitantes del pais, respecto
al 2011. De estos casos, el 71% se presentan en la region costa, quedando el resto en la sierra,
de igual manera estos casos se presentan en el 60% en la poblacion masculina a nivel nacional.
(Tamayo, M. 2014 pag. 25)

Este creciente aumento de poblacion con diabetes en el Ecuador conlleva varios problemas que
incluyen ulceraciones en los pacientes; una lesién muchas veces irreparable que finaliza con
necrosis de la parte afectada. Ademas de presentar factores de riesgo en la evolucion de heridas
crénicas debido a que esta asociada a enfermedades vasculares, neurolégicas e inmunoldgicas.
La neuropatia diabética por si sola puede causar el desarrollo de ulceras en el pie. Esto sucede
porgue se produce un dafio en los nervios sensitivos, ademas de que la piel se vuelve seca y

susceptible a fisurarse. Por consiguiente, el problema de cicatrizacion en pacientes diabéticos es



mucho mas lento que en una persona en condiciones normales, esto se debe a la falta de muchos
factores de crecimiento necesarios entre los que encontramos a los factores para generacion de
queratinocitos y formacion de colageno; elementos vitales para la regeneracion del tejido.
Ademas, un paciente diabético presenta menos irrigacion sanguinea en las extremidades lo que
conlleva a dificultar el proceso de regeneracion tisular. (Lira, L.F. 2012 p. 15).

Con el avance de la ciencia, la humanidad se encuentra inmersa en una gran cantidad de
productos usados para curar sus diversas dolencias, pero muchas veces no es posible adquirirlos
debido al elevado costo que representan. (Tamayo, M. 2014 p. 15).

Por este inconveniente, es necesario encontrar alternativas para facilitar el proceso de
cicatrizacion en pacientes diabéticos, de una manera que resulte accesible a la poblacién, ya que
en Ecuador solo existe un medicamento llamado trolamina que es usado en protocolos para
cicatrizacion, pero se encuentra limitado exclusivamente para pacientes que presentan
guemaduras. Se han encontrado nuevas alternativas como el reciente uso del factor de
crecimiento epidérmico recombinante, comercialmente llamado Heberprot-P®. Este
medicamento mejora ostensiblemente la tasa de curacion en el tratamiento del paciente con pie
diabético, pero su adquisicién es muy costosa; dos viales llegan a un valor de hasta 6.857,35
ddlares si el paciente decide llevar el tratamiento por pago propio (MSP, 2013).

El uso de los extractos de Justicia chlorostochya y Plectranthus amboinicus, se debe a los
compuestos 0 metabolitos secundarios presentes en las mencionadas especies vegetales,
principalmente flavonoides que actlan regenerando el tejido dafiado.

De este modo, brindar una alternativa para el tratamiento de la patologia a un bajo costo,
representa una ventaja con respecto a un producto farmacéutico convencional. Con el presente
proyecto se presenta una nueva alternativa en el tratamiento de heridas causadas en pacientes
diabéticos, basados en el conocimiento etnobotanico y las propiedades farmacoldgicas
atribuidas a los metabolitos secundarios principales (flavonoides) de las especies vegetales en
estudio.

Ademas de contribuir con la investigacion nacional ya que dentro de las prioridades de lineas de
investigacion de salud, consta la diabetes como una de las principales enfermedades, a tener en
cuenta. (MSP., 2013).

En consideracion de este marco, existe la necesidad de investigar y desarrollar un producto que
sea eficaz en el tratamiento y cicatrizacion de heridas en pacientes diabéticos y que, ademas, sea

accesible para la poblacion



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Diabetes

Se conoce como diabetes a un desorden en la manutencion de los niveles de glucosa en el
cuerpo humano. Los niveles de glucosa se estiman como referenciales cuando se encuentran

entre 70-110 mg/dL de sangre, cuando aquellos aumentan se produce la diabetes.

La glucosa es obtenida mediante el metabolismo de los carbohidratos, en el tubo digestivo, esta
glucosa una vez ingresada a la sangre acttia con una hormona llamada insulina, la cual permite
gue la glucosa ingrese a la célula. Cuando esta hormona falla la glucosa se empieza a acumular
en la sangre aumentando sus niveles, entonces podemos observar dos tipos de diabetes: (Borja,
A.l. 2013).

o Diabetes mellitus tipo |

o Diabetes mellitus tipo Il

La diabetes mellitus tipo I, llamada también insulina dependiente, se produce cuando el
pancreas que es el 6rgano encargado de producir la insulina, no produce dicha hormona en
cantidad suficiente, por lo que no existe una concentracion adecuada para disminuir los niveles
de glucosa. (Tamayo, M. 2014 p.20).

La diabetes mellitus tipo I, o llamada no insulina dependiente, se produce una falta de
utilizacion de la insulina, es decir, el cuerpo produce correctamente la insulina, pero las células
del cuerpo no la pueden utilizar correctamente debido a falla genéticas o dafios en los receptores
de insulina. Este tipo de diabetes es la que se encuentra en la mayor cantidad de pacientes,

llegando a presentarse en un 90% de todos los casos de diabetes conocidos. (Borja, A.l. 2013 p.26).
1.1.1. Historia de la Diabetes
La diabetes es una patologia que ha estado presente a lo largo de los siglos, alrededor del

mundo, los primeros hallazgos histéricos datan de los afios 1000-1500 a.C, en donde aparece en

el texto egipcio “papiro de Ebers” y el grabado hinda “Ayur Veda Susruta”, en los cuales hacen



referencia a la diabetes con el nombre de “malhumeha” que significa orina de miel. (Alvarez, D;
Rodriguez, Y, 2010 p. 8).

En los primeros siglos después de Jesucristo, Celso y Galeno, comienzan a describir a la
diabetes, y sus sintomas como la polidipsia y la poliuria, ademas de describir a esta enfermedad
como un dafio renal, no pancreatico, no es sino hasta el siglo XIII, en el cual ya descubren que
la diabetes es un dafio pancreéatico. Posteriormente aparece Paracelso comienza a defender a la
diabetes como una enfermedad, y por primera vez aconsejan el ejercicio fisico como tratamiento
para ésta. Al final de los siglos XV y XVI empieza la verdadera revolucién cientifica, y el
estudio de los casos de diabetes no se quedan atrés, apareciendo muchas investigaciones que

ayudan en el desarrollo de tratamientos para diabetes, asi como el desarrollo de farmacos.
(Alvarez, D; Rodriguez, Y, 2010 p. 9).

1.1.2. Complicaciones que presenta la Diabetes

La diabetes como enfermedad produce muchas patologias concomitantes, las cuales en su
mayoria son las que pueden producir la muerte del paciente. Entre los principales dafios que

producen a largo plazo la diabetes encontramos:

1.1.2.1. Retinopatias:

Dafios a la cdrnea, debido al deterioro de los vasos sanguineos que irrigan esta zona,

produciendo que la sangre quede libre causando enturbiamiento en la vision.

1.1.2.2. Pie diabético:

Patologia producida en consecuencia del dafio de los tejidos en los pacientes que poseen
diabetes, este dafio puede producir riesgo de infecciones e incluso amputaciones de miembros

para evitar la sepsis y necrosis del &rea afectada.

Los dafios causados por el pie diabético pueden incluir una hiperqueratosis, llegar a producir
deformaciones 6seas. Se produce en los bordes de los miembros inferiores, e incluso el talén,
puede producir infecciones que sin cuidado alguno llega a formar una necrosis en todo el tejido.
Esto se debe a la dificultad en el proceso de cicatrizacion en los pacientes diabéticos, en los
cuales a partir de un corte solo se produce una costra tipo escara, que luego sigue supurando
hasta llegar a infectarse por algin patdgeno que produce la necrosis tisular, llegando en Gltima

estancia a necesitarse amputacion. (MINSAL, 2006. P4g. 5-6).



1.1.2.3. Hipertension:

Debido a la cantidad de glucosa que se acumula en los vasos sanguineos las paredes de los
vasos sanguineos se vuelven rigidas provocando de este modo que la circulacion de la sangre

sea mas forzada, por lo que aumenta la presion para poder mantener un flujo sanguineo normal.
(Tamayo, M. 2014 p. 17).

1.2. Plectranthus amboinicus

Nombre vulgar: Orégano orején
Nombre cientifico: Plectranthus amboinicus
Familia: Lamiaceae

Partes Usadas: Hojas, tallos.

Esta planta es una especie nativa de Cuba, introducida al Ecuador por los colonos de la época,
pertenece a la familia Lamiaceae, al género Coleus, en el cual se encuentran mas de 200
especies distribuidas por Asia, Africay las Islas del Pacifico. Se presenta como un arbusto de no
mas de 1 metro de altura, con hojas grandes, aserradas, en el envés presenta unas pequefias
vellosidades, de tallo delgado, no produce flores, se reproducen mediante yemas. Posee un
aroma muy fuerte agradable debido al cual se le dio su nombre comin. Ha sido utilizada a lo
largo de los afios para curar dolencias como dolores estomacales, hipo, curar heridas, como

broncodilatador, etc. (Menéndez, R, 1999 p.4).

Fitoquimicamente esta planta es muy rica en metabolitos secundarios, entre los cuales
encontramos monoterpenos aromaticos, encontrdndose en mayor cantidad el carvacrol. También
se refiere presencia de flavonoides como apigenina, luteolina, quercetina, criodyctiol, taxifolina,
etc. Las hojas ademas poseen azlcares reductores, triterpenos, aminas, etc. Se han realizado
varios estudios de dicha planta entre los cuales encontramos actividad antitusigena,

antiepiléptica, antibacteriana.



Figura No.1-1. Plectranthus amboinicus Tabla No.1-1. Taxonomia del Plectranthus amboinicus

Nombre Cientifico Plectranthus amboinicus
Reino Plantae
Phylum Tracheobionta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Género Plectranthus
Epiteto Especifico amboinicus
Fuente: Francisco Véez C. 2015. Autor Epiteto Especifico SPRENG

Fuente: Instituto de Ciencias Naturales UNAL, 2007.

1.3.  Justicia chlorostachya

Nombre vulgar: Insulina
Nombre cientifico: Justicia chlorostachya
Familia: Acanthaceae

Parte usada: Partes aéreas, hojas y tallos.

Las denominaciones vulgares de esta especie vegetal conocida como justicia o también como
insulina vegetal, es una planta propia de la region amazonica del Ecuador. Pertenece a la familia
Acanthaceae; es un arbusto que presenta hojas ovaladas con los nervios bien definidos. Tiene
flores tubulares que varian su color desde el rosa al naranja. Esta especie ha sido muy utilizada
por los aborigenes nativos de la region para tratar problemas relacionados con la fertilidad en la
mujer y como un potente alucinégeno. En la actualidad, se conoce su marcado efecto
hipoglucemiante, el que ha sido muy utilizado para tratar desérdenes de diabetes (Pazmifio, C.O.
2011 p. 25).

Es conocido que el género Justicia ha sido ampliamente estudiado por los quimicos, y se ha
identificado la presencia de saponinas, lignanos, con posibles efectos anticonceptivos; asi como,
antiarritmicos y antidepresivos. También existe la presencia de mucilagos y aceites esenciales.
Algunos nativos de la Amazonia utilizan esta planta en forma de decoccidn para obtener una
actividad expectorante. Pero el uso que més ha llamado la atencién en los ultimos afios es la
capacidad que tiene este vegetal para disminuir los niveles de glucosa en la sangre, por lo cual

se la ha Ilamado también como insulina vegetal. (Pazmifio, C.0. 2011 p. 26).



Figura No. 1-2: Justicia chlorostachya Leonard ~ Tabla No. 2-1. Taxonomia de la Justicia chlorostachya

Nombre Cientifico Justicia chlorostachya
Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Scrophulariales
Familia Acanthaceae
Género Justicia
Epiteto Especifico Chlorostachya
Fuente: Francisco Vélez C. 2015. Autor Epiteto Leonard
Especifico

Fuente: Instituto de Ciencias Naturales UNAL, 2007

1.4,  Compuestos fendlicos

El término compuestos fendlicos se refiere a un conjunto de moléculas que poseen en comun
una estructura con un anillo aromatico con uno o mas radicales hidroxilos. Estos compuestos
tienden a ser muy polares, por lo cual son solubles en agua. Debido a la presencia aromatica en
su estructura presentan una absorcion intensa en el UV.

Dentro de los compuestos fendlicos encontramos a los flavonoides, cumarinas, antocianidinas,
quinonas, catequinas, etc. Estos compuestos se encuentran en las plantas, y se pueden extraer

especialmente por hidrdlisis acida de los tejidos vegetales. (Lock, O, 1994 p. 110).

1.4.1. Flavonoides

Entre los metabolitos secundarios més conocidos de las plantas estdn los flavonoides,
compuestos derivados del fenilpropano que se encuentran en la naturaleza como glucésidos. Los
flavonoides se encuentran en la mayoria de las plantas, Ilegandose a identificar mas de 8.000

compuestos de tipo flavénico.



Figura No.3-1. Estructura bésica de Iossﬂavonoides

Fuente: Olga Lock Ugaz, 1994

Se conocen diez clases de flavonoides, los cuales contienen quince atomos de carbono en su
nucleo, dispuestos en un sistema Ce-C3-Cg, en el cual dos anillos aromaticos estan unidos por
tres carbonos, que muchas veces pueden formar un tercer anillo. Estos flavonoides se

encuentran generalmente como mezcla de glucoésidos y agliconas. (Lock, O, 1994 p. 114).

Entre las caracteristicas de los flavonoides podemos destacar su solubilidad en agua y etanol, su
caracter fendlico y su intensa absorcion en la region del ultravioleta y visible, debido a la
presencia de los sistemas aromaticos y conjugados. La separacion e identificacion de estos
compuestos puede darse por métodos cromatograficos y espectroscopicos. Los flavonoides se
biotransforman a través de la ruta del shikimato, y del malonato acetato, siendo las chalconas el

primer flavonoide en formarse, de las cuales se derivan posteriormente los demas compuestos.
(Lock, O, 1994 p. 115).

Dependiendo de la estructura quimica que presentan los flavonoides, estos pueden ser:
flavonoles, flavanonas, flavononoles, flavonas, xantonas, quinonas, etc. Durante mucho tiempo
se han utilizado los flavonoides como colorantes de lanas, y actualmente se utilizan en la
conservacion de grasas y jugos debido a su actividad antioxidante. Los flavonoides suelen dar el
color a los alimentos y el sabor desde el dulce al amargo, llegando a ser los taninos los
principales productores de este Gltimo. La accién farmacoldgica de éstos es vasta, y bien
conocidas son sus propiedades vasodilatadoras, hepatoprotectora, colerética, diurética; ademéas
de otras funciones que cumplen como regular la utilizacion de la vitamina C, de modo que

estimula la cicatrizacion de heridas (Redrobéan, 2012. Pag. 30-32).



1.4.2. Cumarinas

Las cumarinas son compuestos que se encuentran en todas las partes de las plantas, pero
especialmente en los frutos. EI nombre cumarina fue dado debido a la estructura aislada por
primera vez del arbol de Tonka, a partir de alli se considera cumarina a toda estructura que
posea este anillo base.

El interés del estudio de estos compuestos se debe a su amplia gama de actividades bioldgicas,
asi tenemos que son antibacterianas, pro-estrogénicas, hepatotoxicas, carcinogénicas,
insecticidas, saborizantes, etc. Todas las cumarinas se caracterizan por tener el sistema benzo-a-
pirona, y su carécter lactonico hace que sean solubles en soluciones de alcalis. Ademas estan
biogenéticamente relacionadas con los fenilpropanoides como los flavonoides, por lo cual se

conoce gue se sintetizan por las mismas vias de los flavonoides. (Lock, O, 1994 p.146).

1.4.3. Quinonas

Son compuestos que poseen coloracion desde amarillo hasta negro. Se encuentran
frecuentemente en las cortezas y raices de las plantas, su coloracion se halla presente en hongos
y liquenes a diferencia de las antocianinas que se encuentran en plantas superiores. Se
encuentran generalmente en estado libre, la identificacion de estos compuestos es facil
utilizando reacciones redox para producir coloracién. Poseen gran actividad biolégica como

antirreumatica, antileishmaniasis, catartica, etc. (Lock, O, 1994 p. 182).

1.5.  Modelos de induccién a hiperglicemia temporal o permanente

Es conocido por la comunidad cientifica que la utilizacién de modelos animales ayudan en el
estudio de patologias y actividades farmacolégicas siendo de gran utilidad para la investigacion
de nuevos farmacos, ya que dichos modelos pueden ser inducidos para presentar la patologia de

forma muy similar en funcién de lo posible al ser humano. (Pazmifio, C.0. 2011 p.35).

1.5.1. Estreptozotocina

La estreptozotocina fue identificada en el afio de 1950 como un antibidtico derivado del hongo
Streptomyces achromogenes en los Estados Unidos de Norteamética. Sin embargo, a mediados
de 1960 varios cientificos encontraron que la STZ podria ser selectivamente toxica para las
células beta del péancreas, este descubrimiento sugiri6 el uso de la droga para uso en

experimentacion en modelos animales, y como tratamiento para cancer de las células beta.



La estreptozotocina (STZ) es un compuesto derivado de la metilnitrosourea, ejerce un efecto
citotoxico mediante metilacion del DNA. Se utiliza como agente quimioterapéutico, ya que este
farmaco bloquea el crecimiento de las células beta del pancreas.

La STZ posee una alta especificidad, atacando a las células beta del pancreas, que son las
encargadas de la produccion de insulina por medio de una reduccion parcial de la masa de
células B, lo cual puede ser utilizado para inducir un estado diabético. A su vez, la STZ es
elegida en mayor cantidad debido a su mayor accion citotoxica, pero dicha sensibilidad varia
segun la especie animal.

Cuando la STZ es administrada, durante la primera semana provoca diabetes de modo tardio; ya
gue las células beta se destruyen en aproximadamente el 90%, sin embargo se regeneran

gradualmente. (Pazmifio, C.O. 2011 p. 36).

La STZ es una droga aprobada por la Food and Drug administration (FDA), como un agente
para el tratamiento del cancer metastasico de las células pancredticas, ya que presenta una alta
toxicidad para las células beta del pancreas, también es utilizado para producir insulitis y

diabetes en animales de experimentacion. (FDA, 2013).

1.5.2. Alloxano

Es una sustancia utilizada desde mucho tiempo atrds para inducir diabetes en animales de
experimentacion, aunque la principal desventaja que posee es su falta de selectividad, dafiando
de este modo no solo las células beta del pancreas, sino las demas células pancreaticas,
provocando la muerte del animal. A pesar de ser muy utilizada, su mecanismo de accion todavia

esta en estudio. (Carrasco-Formiguera, R, 1947 p. 277).

Es notable que ciertos azlcares como la fructosa tienden a causar una proteccion de las células
pancreéticas, provocando de esta manera que la induccidn fracase, ademas de que existen ciertas
especies animales que son resistentes a este tipo de tratamiento. lgualmente puede producir falla

renal y muerte antes de completar el tratamiento. (Hard, J, C, 1985 p. 703).

1.6. La piel

Es el 6rgano més grande del cuerpo humano, que ocupa aproximadamente el 20% del peso del
cuerpo humano cuya principal funcién es proteger al cuerpo de las radiaciones solares,
microorganismos, y demas factores externos que puedan producir un dafio al cuerpo. Ademas de

servir como 6rgano de interrelacion ya que proporciona sensibilidad y es posible obtener todos
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los estimulos proporcionados por el medio ambiente. La piel estd compuesta por tres capas

principales: epidermis, dermis e hipodermis o tejido subcutaneo. (Hidalgo, O. 2010 p. 17).

1.6.1. Epidermis

La epidermis es la capa mas superficial de la piel, esta compuesta por un conjunto de células
estratificadas que no presentan nervios. La principal célula de esta capa esta representada por
los queratinocitos que son células que producen queratina, formando cuatro capas epidérmicas o
estratos: estrato basal, espinoso, granuloso y corneo. (Hidalgo, O. 2010 p. 17).

Cada estrato posee una caracteristica sobre todo en la forma del queratinocito, en la capa
germinativa o basal, el queratinocito empieza a formarse, luego en la capa granulosa y espinosa
se denominan asi por la disposicion en la cual se encuentran las células los queratinocitos
empiezan a recubrirse con queratina, finalmente el estrato cdrneo que es la zona de la piel que
esta dispuesta hacia el exterior las células estdn muertas y se presentan aplanadas. La funcién
principal de la epidermis es producir una impermeabilidad que proporciona una proteccién

contra los dafios externos y contra los posibles dafios mecanicos. (Hidalgo, O. 2010 p. 18).

1.6.2. Dermis

La dermis es la capa en la cual se encuentra todas las glandulas anexas a la piel, ademas de ser
aquella que le proporciona la sensibilidad, estd compuesta principalmente por tejido fibroso en
el cual se encuentran insertados las glandulas anexas, terminaciones nerviosas, contiene
proteinas propias de la piel como el colageno, elastina, glicosaminos etc. Todo esto en conjunto
con el &cido hialurénico forma lo que se llama matriz que es el lugar en donde se forma la piel.
La funcion de esta parte de la piel es ser sostén de todo el tejido ademas de aportar defensa

inmunoldgica, y de termorregulacion. (Hidalgo, O. 2010 p. 18).

1.6.3. Hipodermis o tejido subcutaneo
Es la capa méas profunda de la piel, sirve como sostén para las otras capas, y se conecta con el

tejido muscular. Posee en su interior macrofagos, células adiposas, nervios, y vasos sanguineos

encargados de irrigar el tejido cutaneo. (Hidalgo, O. 2010 p. 19).
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Figura No.4-1. Estru

Epidermis-—; ' [ = 7

{ &
Dermis | 1 V7
Hipodermis—| §

Fuente: MedlinePlus, 2013.

1.7. La herida

Se denomina herida al area donde se ha perdido la continuidad de la piel, generalmente se da
por una lesion tisular, ya que es el principal factor para toda herida, en la cual se pierden fluidos,
existen impulsos nerviosos de dolor hacia el cerebro, liberacion de productos celulares para

favorecer su reparacion. (Rivera et al. 2004 p. 10).

En toda herida suele haber:

e Espacio muerto que contiene sangre, linfa y restos de tejidos que pueden existir también
cuando la herida es abierta, cuerpos extrafios procedentes del exterior, como tierra,
trozos de ropa o del agente causal, o bacterias del medio ambiente.

e Una zona de astriccion marginal, que constituyen los bordes de la herida, contundidos e
hipovitalizados.

e Interrupcion de los vasos sanguineos y linfaticos y de los nervios.

e Déficit funcional del territorio traumatizado.

e Dolor. (Guillamet, A. y Hernandez, J.M, 2000 p. 126)

1.7.1. Tipos de heridas

1.7.1.1. Segln la integridad de la piel

1.7.1.1.1. Herida abierta

Es una herida en la cual se encuentra dafio en el tejido, en la cual existe una discontinuidad en la
piel o la mucosa, se produce por objetos punzantes, los ejemplos clésicos de este tipo de herida

son las de intervenciones quirdrgicas, o por corte con arma blanca. (UIS, 2008 p. 5).
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1.7.1.1.2. Herida cerrada

Es una herida en la cual no se produce una discontinuidad en el tejido, esta se da por
contusiones, torsiones, golpes, etc. Un ejemplo de este tipo de herida es una fractura dsea. (UIS,
2008 p. 5).

1.7.1.2. Segun la gravedad de la lesion

1.7.1.2.1. Herida superficial

Es un tipo de lesidn que solo afecta a la epidermis, es decir, no hay dafio epitelial fuerte, se
produce por algln roce, o friccién con alguna superficie, las heridas caracteristicas de este tipo

son los raspones, abrasiones, etc. (UIS, 2008 p. 5).

1.7.1.2.2. Herida penetrante

Es cuando aparte de existir discontinuidad de la piel, hay un dafio de tejido méas profundo que
incluso puede afectar a rganos y visceras. Se produce cuando un instrumento extrafio penetra el

tejido, ejemplos de estas heridas son las producidas por armas de fuego o armas blancas. (UIS,
2008 p. 5).

1.8. Cicatrizacion

La cicatrizacion es un proceso que se da en lo seres vertebrados, que sirve para regenerar los
tejidos de la piel cuando ha sufrido un dafio. Cuando un individuo posee una herida, durante el
proceso de recuperacion se lleva una gran variedad de fendmenos fisicos y quimicos.

Cuando la cicatrizacion es lenta 0 muy fuerte se puede considerar que el proceso de reparacion

es anormal o patoldgico (Redroban, K.F. 2012. P4g. 22).

La cicatrizacion de una herida esta producida por una serie de mecanismos cuyo objetivo es
producir una masa de tejido fibroso (cicatriz), que es un tejido similar a la piel cuando esta sin
ninguna alteracion. Para que se produzca la cicatriz se producen una serie de mecanismos
continuos llamados como fases de reparacion cutanea. Estas fases son tres: inflamacion,

proliferacion, remodelacion. (Benavides, 2008 p. 29).
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1.8.1. Fase inflamatoria

Esta fase comienza en el momento en que se produce la herida, y puede estar formada por dos
partes, una parte vascular en la cual actuan los diferentes factores que producen la coagulacién
para evitar la pérdida de sangre, y por otra parte llamada celular que lo que implica es la
presencia de globulos blancos en la zona de la herida para evitar una posible infeccion. Esta fase
puede durar de 24 a 48 horas dependiendo de la gravedad de la lesion producida. (Hidalgo, O. 2010
p. 20).

1.8.2. Fase proliferativa

En esta fase se producen varios procesos, siendo los mas importantes: la proliferacion de los
fibroblastos, reepitelizacién que ocurre para reponer el tejido epitelial perdido durante la lesién,
para esto se produce una migracion de queratinocitos desde la matriz basal. El siguiente proceso
gue sucede es la angiogénesis que ocurre el segundo dia luego de realizarse la herida, este
proceso es absoluto en la cicatrizacién ya que una vez activado favorece a la migracion de

células, reparacién del tejido endotelial, y formacién de nuevos vasos sanguineos. . (Hidalgo, O.
2010 p. 20).

El Gltimo proceso que sucede en esta fase es la fibroplasia en donde se produce nuevo colageno
y otras proteinas que ayudan a formar la nueva matriz y granulaciéon. Todos estos procesos se
dan de los dos a los cuatro dias de que se ha producido la lesion. . (Hidalgo, O. 2010 p. 20).

1.8.3. Fase de remodelacion

Puede durar dias, meses o afios, consiste en la reparacion del tejido hasta conseguir una

similitud al tejido original.
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Figura No.5-1. Fases de la cicatrizacion

temem‘o fundamental: Plaquetas

fibroblastos y una reduccion de las
redles de capilares

Fuente: Manual de protocolos y procedimientos en el cuidado de heridas, 2011.



1.8.4. Tipos de cicatrizacion

1.8.4.1. Cicatrizacion por primera intencion

Uno de los ejemplos méas simples de la reparacion de una herida es la curacion de la incision
quirdrgica, creada en condiciones de asepsia y aproximada por suturas quirdrgicas y recibe el
nombre de unién primaria o basal epitelial y muerte de un ndmero relativamente escaso de
células epiteliales y del tejido conjuntivo. Como consecuencia, la regeneracion epitelial
predomina sobre la fibrosis. Se forma una pequefia cicatriz, pero hay una minima contraccion de

la herida (velandia, D.A. 2009. P4g. 36).

1.8.4.2. Cicatrizacién por segunda intencion

Se presenta cuando la pérdida celular o tisular es mas extensa, como en las grandes heridas,
formacion de abscesos y Ulceras, el proceso de reparacion es mas complejo. En este tipo de
cicatrizacion, conocido como secundario o de segunda intencion, la reaccion inflamatoria es
mas intensa, hay un desarrollo abundante de tejido de granulacién y la herida se contrae por
accion de miofibroblastos. A continuacion se produce acumulacion de matriz extracelular y la

formacion de una cicatriz (Velandia, D.A. 2009. P4g. 36).

La cicatrizacion secundaria difiere de la primaria en varios aspectos:
* Se forma un coagulo de mayor tamafo o costra

* La inflamacion es mas intensa

* Se forman cantidades muchos mayores de tejido de granulacion

* La curacion de la herida implica la contraccion de la herida.

1.9. Farmacos cicatrizantes

A lo largo del tiempo se han desarrollado varios farmacos utilizados con el fin de cicatrizar
heridas, desde plantas como el matico, o la sébila, hasta medicamentos actuales como el -
sitosterol, corticoides, combinaciones con antiinflamatorios y antimicrobianos. El desarrollo de
todo lo mencionado se debié a que en gran parte una herida podia constituirse mortal sin un
tratamiento adecuado, no de forma directa, sino indirectamente debido al riesgo de infeccion
gue podria existir. (Bombardelli, E, et al. 2002 p. 2).

Los farmacos con actividad cicatrizante que existen en la actualidad realizan su efecto

estimulando el proceso regenerativo del area afectada, o mantienen las condiciones adecuadas
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para que se produzca una cicatrizacién natural, este es el caso de los medicamentos de accién
topica, que contienen en su mayoria coldgeno con combinaciones antibioticas, para reducir el

peligro de infecciones. (Bombardelli, E, et al. 2002 p. 2).

1.10. Animales de experimentacion

1.10.1. Ratones de laboratorio

El raton es un animal perteneciente a la familia de los mamiferos, posee sangre caliente, y tiene
habitos nocturnos. El sentido de la audicion esta muy desarrollado, por lo cual se alteran mucho
con los sonidos fuertes, igualmente poseen un olfato muy desarrollado que no solo utilizan para
detectar comida, sino para establecer un orden social. Sin embargo, poseen una visién pobre y
no distinguen colores. Debido a su tamafio son muy susceptibles a los cambios ambientales, ya

gue una variacion entre 2 a 3 grados puede afectar a la fisiologia del animal.

El tamafio del raton varia entre 12 a 15 cm de longitud, con un peso aproximado de 30 gramos
en su etapa adulta. Tienen una vida media de 10 a 12 meses. Poseen un ciclo circadiano, con un
pico maximo de actividad durante las horas de oscuridad, la cantidad de agua y comida varia
dependiendo de la cepa de animal. Generalmente en las jaulas los ratones las dividen por areas

para comer, dormir, orinar, etc. (Instituto Nacional de Salud, 2008).

Las ventajas que presentan los ratones como modelo animal de experimentacion es que son de
facil manipulacion, tienen una tasa de reproduccion muy elevada, se pueden obtener cepas
definidas, gracias a la variabilidad genética que presentan. Anatdmicamente presentan vesicula
biliar, un canal inguinal abierto, y una cola con escamas, la cual cumple la funcién de

termorregulacion. (Instituto Nacional de Salud, 2008).
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Tabla No.1-3. Taxonomia del raton de laboratorio

Reino Animalia
Filo Chordata
Clase Mammalia
Orden Rodentia
Familia Muridae
Subfamilia Murinae
Subgénero Mus
Genero Mus
Especie M. musculus

Fuente: Instituto Nacional de Salud, 2008.

1.11. Vias de administracion

Para la administracion de sustancias a los ratones, se aconseja primero tener una manipulacion
adecuada del animal, para evitar posibles mordeduras, y dafios al individuo.

Las formas mas comunes de administracion son:

1.11.1. Via Oral

Esta via de administracion requiere una sujecion correcta del animal para que no exista dafio a
organos internos del animal, y por lo tanto se produzca la muerte, se utiliza una sonda
orogastrica, y se procede de la siguiente forma: se inmoviliza correctamente al ratén y se lo
coloca en posicion vertical de modo que el tracto gastroesofagico quede en posicién recta, se
introduce la sonda previamente lubricada por el lado derecho de la boca, de forma lenta y suave,
no debe existir presion al introducir, de este modo el ratén empieza a tragar, y se administra la

solucion a experimentar. Por esta via se pueden administrar cantidades hasta de 2 mL. (Instituto
Nacional de Salud, 2008).

1.11.2. Via subcutanea

Esta via es opcional al uso de la via intramuscular o intravenosa, se realiza la administracion en
zonas donde exista gran cantidad de tejido conectivo, se inserta la aguja en forma paralela a la
columna vertebral, de este modo se puede administrar cantidades de hasta 3 mL para un animal

adulto. (Instituto Nacional de Salud, 2008).
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1.11.3. Via intraperitoneal

Para la administracion intraperitoneal se utilizan jeringuillas de insulina, ya que poseen agujas
con un calibre no tan grueso, para utilizar esta técnica se inmoviliza al raton y se lo coloca con
la zona ventral del cuerpo hacia el investigador, y se lo ubica con una inclinacion craneal, para
que las visceras se desplacen hacia abajo con el fin de no lesionarlas. Se inserta la aguja en la
pared abdominal, la aguja debe estar paralela a la columna vertebral para evitar perforacion del
intestino, con esta técnica se pueden administrar hasta 1 mL en un ratén adulto. Sin embargo,
una mala administracion puede causar dafios en el tejido y hemorragia interna. (Instituto
Nacional de Salud, 2008).
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CAPITULO 11

PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Lugar de investigacion

El presente estudio se realiz6 en el Laboratorio de Productos Naturales y Bioterio de la Facultad
de Ciencias, Escuela de Bioguimica y Farmacia de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo, de la ciudad de Riobamba, Provincia de Chimborazo.

2.2. Materiales, equipos y reactivos

2.2.1. Materia prima

Las materias primas utilizadas para la realizacion de esta investigacion fueron la Justicia
chlorostachya conocida como insulina vegetal, que fue recolectada en la provincia de Santo
Domingo de los Tsé&chilas, parroquia Alluriquin, barrio San Miguel Km. 24 via a Quito, a una
temperatura promedio de 22,9°C, a 635 msnm, con una humedad de 76% y Plectranthus
amboinicus conocido como orégano orejon fue recolectada en la provincia de Santo Domingo
de los Tséachilas, parroquia Santo Domingo, barrio 17 de diciembre, a una temperatura promedio
de 22,9°C, a 635 msnm, con una humedad de 76%.

2.2.2. Reactivo biologico

Para el ensayo in vivo se utilizaron ratones de laboratorio de la especie Mus musculus de cepa
BALB/c, los cuales fueron obtenidos en el Bioterio de la Facultad de Ciencias de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo, los animales fueron mantenidos a una temperatura de 22+1
°C, con una humedad del 50%, cumpliendo un ciclo circadiano de 12 horas con luz, y 12 horas
de oscuridad, con alimentacion y agua ad libitum. Se utilizaron ratones de 8 semanas de vida, y

tuvieron un periodo de adaptacion a las condiciones de investigacién de 15 dias.
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2.2.3. Descripcion

e Peso promedio de los ratones: 35,7+ 5,6 gramos.

e Sexo de los animales: machos

e Procedencia: Bioterio de la Facultad de Ciencias, de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo, ciudad de Riobamba, Provincia de Chimborazo.

e Ciclo circadiano de 12 horas luz y 12 horas oscuridad.

e Alimento 1,5 gramos de balanceado por animal

e Agua ad libitum

e Cambio de camas diaria.
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2.2.4. Materiales y equipos

Tabla No.4-2. Lista de materiales y equipos utilizados

MATERIALES EQUIPOS
Espatulas Evaporador rotatorio
Fundas rojas y negras Reverbero
Frascos color ambar Estufa
Guantes de manejo Mufla

Bisturis

Jeringuillas de ImL, 3 mL
Pinzas

Varillas de agitacion
Mangueras

Papel filtro

Pipetas volumétricas
Tubos de ensayo

Embudo

Refrigerante

Vasos de precipitacion

Balones aforados de 50 y 25 mL

Balon esmerilado
Pinzas universales
Codos

Extractor soxhlet
Cuba cromatogréafica
Jaulas para animales
Rejillas

Franelas

Cépsulas de porcelana

Hojas de afeitar

Fuente: Francisco Vélez C, 2015.
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Balanza analitica
pH-metro

Desecador

Espectrofotometro UV Helios- 3

Espectrofotometro IR
FT/IR4100



Tabla No. 5-2. Lista de reactivos utilizados en la investigacion

REACTIVOS GENERALES

REACTIVOS PARA TAMIZAJE
FITOQUIMICO

e Agua destilada

e Metanol

e Etanol

e Cloroformo

e Acetato de etilo
e Acetona

e N-butanol

e Diclorometano

e Etilbutilcetona

e Acido acético glacial
e Acido formico

e Estreptozotocina
e Acido citrico

e Citrato de sodio
e Acido sulfarico
e Carbopol

e Trietanolamina

e Propilenglicol

Reactivo de Dragendorff
Reactivo de Wagner
Reactivo de Mayer
Cloruro férrico 5%
Magnesio metalico
Reactivo de Baljet
Reactivo de Fehling
Alcohol amilico
Anhidrido acético
Acido clorhidrico 1%
Acido nitrico

Hidroxido de sodio 10%

Solucién de ninhidrina 5%

Fuente: Francisco Vélez C, 2015.
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2.3. Técnicas y métodos
2.3.1. CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA CRUDA
2.3.1.1. Determinacién del contenido de humedad

La evaluacion de la humedad en la planta cruda se realizé por método gravimétrico, en el cual
se pesaron 2 gramos de droga en una cépsula de porcelana previamente tarada, posteriormente
se sometio a calentamiento en la estufa a una temperatura de 105°C, durante 3 horas para
eliminar el agua en la muestra. Seguido se trasladé a un desecador hasta que la capsula se enfrie

y se peso, hasta obtener valores constantes. (Normas Ramales para drogas crudas y extractos y tinturas.
NRSP 309, 311, 312, MINSAP 1992).
El porcentaje de humedad en la muestra se obtiene mediante el siguiente célculo:

M, - M;
%Humedad = MM x 100

2
Donde:

e M;=Peso de la capsula con la muestra

e M, =Peso de la cépsula con la muestra desecada

e M =peso de la capsula vacia tarada
2.3.1.2. Determinacion de cenizas totales

El ensayo para determinar cenizas totales se realizd por método gravimétrico, para lo cual se
pesaron 2 gramos de droga cruda, y se coloco en un crisol previamente tarado, antes de colocar
la muestra en la mufla se la carboniza para eliminar todo residuo organico, inmediatamente se
colocd en la mufla a una temperatura de 600°C, durante 2 horas, o hasta obtener un polvo
blanco, el crisol se retird y se coloco en un desecador hasta que se enfrie. Se pes6 la muestra

hasta obtener un valor constante. (Normas Ramales para drogas crudas y extractos y tinturas. NRSP 309, 311,
312, MINSAP 1992).

La cantidad de cenizas se evalia mediante la siguiente formula:
M, — M,
—— =X 100
M, — M

%Cenizas =
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Donde:
e My Peso del crisol con la ceniza
e My: Peso del crisol con la muestra a ensayar

e M: Peso del crisol vacio

2.3.2. Tamizaje fitoquimico

Figura No.1-2. Diagrama de obtencion de metabolitos secundarios

30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

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

|
FILTRAR

CTO ETEREO

EXTRA! »
Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO

Secar y pesar

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

FILTRAR
|

EXTRACTO ALCOHOLICO |

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar y pesar

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

FILTRAR
|

EXTRACTO ACUOSO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

Fuente: Miranda M, Farmacognosia y productos naturales, 2011.

2.3.2.1. Ensayo de Dragendorff

La muestra seca disolver en &cido clorhidrico al 1%. Se calienta suavemente y se deja enfriar,
con esta solucion &cida se realiza el ensayo, afiadiendo 3 gotas del reactivo de Dragendorff, se
agita, y se observa: (+) opalescencia, (++) turbidez definida, (+++) precipitado. Con este

método podemos determinar la presencia de alcaloides en la muestra. (Miranda, M, 2006 p. 39).
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2.3.2.2. Ensayo de Mayer

Se procede de la misma manera que el método anterior, se agrega una gota de cloruro de sodio
en polvo, se agita y se filtra. Al filtrado se agrega 3 gotas de reactivo de Mayer, reporta: (+)
opalescencia, (++) turbidez definida, (+++). Junto con el método anterior permite cualificar

alcaloides. (Miranda, M, 2006 p. 39).

2.3.2.3. Ensayo de Wagner

Se procede que la técnica anterior para el ensayo de Dragendorff, y se agrega 2 gotas de reactivo

de Wagner. Se reporta de la misma manera que los ensayos anteriores. (Miranda, M, 2006 p. 39).

2.3.2.4. Ensayo de Lieberman- Buchard

Se debe evaporar la muestra y re disolverla en cloroformo. Agregar 1 mL de anhidrido acético y
mezclar bien. Por la pared del tubo dejar reshalar 2 gotas de &cido sulfirico concentrado sin
agitar. Con este ensayo se evallan la presencia de compuestos terpénicos en la muestra. Se

observa cambios de coloracion de esta manera: (Miranda, M, 2006 p. 39).

. Rosado- azul muy rapido
. Verde intenso- visible medio rapido
. Verde oscuro- negro, final de la reaccion.

2.3.2.5. Ensayo de Baljet

Evaporar la muestra hasta sequedad y disolverla en alcohol. Agregar 1 mL de reactivo de Baljet,
el ensayo es positivo cuando se presenta un precipitado color rojo. Sirve para determinar
presencia de compuestos cumarinicos. (Miranda, M, 2006 p. 39).

2.3.2.6. Ensayo de Sudan Il

A una alicuota del extracto obtenido se agrega 1 mL de reactivo de Sudan Ill, se calienta en

bafio Maria hasta evaporacion del solvente. La presencia de compuestos grasos se considera

positiva si aparecen gotitas grasas o una pelicula de color rojo. (Miranda, M, 2006 p. 39).
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Figura No.2-2. Esquema de reacciones realizadas en extracto etéreo

EXTRACTO ETEREO

|
DIVIDIR EN FRACCIONES

5 mL

5'mL
ENSAYO DE BALJET
%E@éﬁz{g *P E&%&?N (LACTONAS ¥ COUMARINAS)

- . 5'mL
N S P IoneS). ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARI

MAYER ¥ WAGNER (TRITERPENOS-ESTEROIDES)
(ALCALOIDES)

Fuente: Miranda M, Farmacognosia y productos naturales, 2011.

2.3.2.7. Ensayo de Borntrager

Evaporar la muestra y disolverla en 1 mL de cloroformo, agregar 1 mL de hidréxido de sodio al
5%., agitar y dejar en reposo. Si la fase acuosa alcalina o parte superior cambia de color a rosa o

rojo se considera positivo. Este ensayo permite detectar la presencia de quinonas. (Miranda, M,
2006 p. 39).

2.3.2.8. Ensayo de catequina

Con el extracto obtenido se llena un capilar, se coloca una gota en un papel filtro, sobre la gota
se coloca una solucién de carbonato de sodio, la aparicién de una mancha verde brillante en la
luz UV se considera positivo. (Miranda, M, 2006 p. 40).

2.3.2.9. Ensayo de saponinas

Permite detectar la presencia de saponinas en la muestra. Se debe diluir el extracto en agua 5

veces su volumen. Agitar durante 5 minutos. Observar la formacion de la espuma, si persiste

maés de dos minutos se considera positivo el ensayo. (Miranda, M, 2006 p. 40).
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2.3.2.10. Ensayo de cloruro férrico

Sirve para determinar la presencia de compuestos fendlicos. A la alicuota de extracto se agrega
unas gotas de tricloruro férrico al 5%. El desarrollo de color rojo se considera como positivo

para compuestos fendlicos en general. (Miranda, M, 2006 p. 40).

2.3.2.11. Ensayo de Shinoda

Ayuda a determinar la presencia de flavonoides en la muestra. El extracto se diluye con 1 mL de
acido clorhidrico concentrado y se agrega un pedacito de cinta de magnesio metalico. Luego de
la reaccion se espera 5 minutos y se agrega 1 mL de alcohol amilico, se agita bien, y se deja
reposar para su separacion. El ensayo se considera positivo cuando la fase del alcohol se colorea

amarillo, naranja, rojo intenso. (Miranda, M, 2006 p. 40).

Figura No.3-2. Esquema de reacciones realizadas en extracto alcohélico

EXTRACTO ALCOHOLICO

|
DIVIDIR ENlFRACCIDNES

m 2mL ‘ 2mL

ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE 2mL EMSAYQ DE )

CATEQUINAS FEHLING 2mL “0l Fe ENSAYO DE KEDDE 8 ML en 3 porciones

IAZ REDUCTORES) LIEE-EHJN:'I?'AYN?BEEIEG-&RD ENOLES Y TAMNGS BORNTRAGER (cArmENOLIDOE] ENSAYOS DE DRAGENDORFF
| TRIT ERFENCE-SETERDIDES B ! (GLIRONAZ) MAILECE :I'i:t'm&:CNER

imL

2mL
ENSAYC DE 2miL
RESINAS 2'mL ENSAYD DE 2mlL

NIMHIDRINA ENSAYO DE
EMSAYD DE BALJET AEINCACIDD
S ASTORGAE] A INCACIDO| ANTOCIAMIDINA
2mL

ENSAYO ESPUMA ZmL
[EAFONINAZ] ENSAYO DE

SHINCDA
FLAVOMOIDES)

Fuente: Miranda M, Farmacognosia y productos naturales, 2011.

2.3.3. Preparacion de los extractos de Justicia chlorostachya y Plectranthus amboinicus.

La elaboracion de los extractos de las especies vegetales a estudiar se realiz6 como se detalla en

el siguiente diagrama, tomando en cuenta que se utiliza la parte aérea de ambas plantas.
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Figura No.4-2. Diagrama de flujo para obtencidn de extractos de Plectranthus amboinicus

5 gramos de Plectranthus amboinicus

SeC0
Metanol 80° equipo soxhlet por 8
horas. Rotavapor a sequedad
Extracto metandlico
Redisolver con etanol 70°, filtrar
L 4 L 4
Clorofilas Extracto etandlico

Redisolver conmetanol, filtrar, concentrar

Clorofilas Extracto
metanolico

l Redisolver con agua: metanol (3:1)

Extracto

Extraer con acetato de etilo

A 4

Fase metanolica Fase acetato de
etilo

Concentrar

TLC. Tolueno:
acetato de etilo
(70:30)

Fuente: Francisco Vélez C., 2015.

La obtencion del extracto de Plectranthus amboinicus se realiz6 de acuerdo al siguiente

diagrama:
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La obtencién del extracto de Justicia chlorostachya se obtuvo de acuerdo al siguiente

diagrama:

Figura No. 5-2. Diagrama de flujo para obtencion de extractos de Justicia

30 gramos de Justicia chlorostachva
seco

Etanol 96°, equipo de reflujo por 3

horas, Rotavapor a sequedad
N

Extracto etandlico

Redisolver con etanol 70°, filtrar

: :

Clorofilas Extracto etandlico

Redisolver con metanol. filtrar, concentrar

! |

Clorofilas Extracto

metandlico

l Redisolver con agua: metanol (3:1)

Extracto

Extraer con acetato de etilo

: i

Fase metanolica Fase acetato de
etilo

r
TLC, Acetato de
etilo: acido acético:
acido formico: agua
(100:11:11:26)

Fuente: Francisco Vélez C.. 2015.

2.3.4. Cromatografia de capa fina (TLC)
2.3.4.1. Cromatografia del extracto de (Plectranthus amboinicus)
La fraccion flavonica de Plectranthus amboinicus previamente aislada, se sometié a

cromatografia de capa fina para poder visualizar y aislar los compuestos presentes en éste, para

lo cual se ensayd la fase movil comprendida de los componentes; acetato de etilo: &cido
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formico: acido acético glacial: agua en la proporcion 100:11:11:26, dicho sistema no muestra
una buena resolucién, por lo cual se investiga en bibliografia y se probaron los siguientes
sistemas:
e Cloroformo: acetato de etilo 60:40, no presenta buena resolucion.
e Acetato de etilo: acido férmico: &cido acético: metil-isobutil-cetona: agua, 5:0,7:0,3:3:1,
no presenta buena resolucién.

e Cloroformo: acetona: acido férmico, 7,5:1,65:0,85, no produce buena resolucion.

Las siguientes fases fueron tomadas de bibliografia para separacion de los compuestos (Lock, O,
2002 135).
e Cloroformo: metanol: acetato de etilo, 60:30:10, no presenta resolucion de los

compuestos, una sola mancha al UV

e Acido acético: agua: acido clorhidrico, 30:10:3, no presenta resolucion.

¢ N-butanol: &cido acético: agua, 60:35:15, presenta una sola mancha fluorescente al UV,
pero sin resolucion.

e Cloroformo: acido acético: agua, 30:15:2, no presenta resolucion

e Tolueno: dioxano: acido acético glacial, 90:25:4, presenta dos manchas al UV, pero sin
resolucion.

e Diclorometano: metanol, 70:30, no presenta resolucion.

Finalmente se realizé cromatografias sucesivas a la misma placa, aumentando la polaridad, se
empieza con tolueno: acetato de etilo (93:7), posteriormente se procedi6 a subir la polaridad y se
ensay6 con tolueno: acetato de etilo (80:20), a continuacién se prob6 con tolueno: acetato de
etilo (70:30), y finalmente con tolueno: acetato de etilo (60:40) con el cual se obtuvo cinco

manchas definidas, fluorescentes al UV.

2.3.4.2. Cromatografias del extracto de (Justicia chlorostachya)

La fraccion flavonica previamente aislada del extracto de Justicia chlorostachya, se sometio a
cromatografia de capa fina para poder aislar los compuestos presentes en éste, para lo cual se
sometié a la fase movil con acetato de etilo: &cido férmico: acido acético glacial: agua en la
proporcién 100:11:11:26, dicho sistema presenta la mejor resolucién para este extracto. Con el

cual se obtienen 4 manchas bien definidas, que presentan fluorescencia al UV.
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2.3.5. Separacion de los compuestos

Al determinar la correcta fase movil para obtener una resolucion adecuada de los compuestos
se realiz6 una placa cromatogréfica preparativa para proceder a su aislamiento. Después de
preparada la placa se eluy6 en el mismo sistema de solventes utilizados para obtener franjas de
los componentes. Una vez desarrollada la placa, se seco y se sefiald6 cada mancha; se raspo el
soporte que contiene los compuestos, cada uno de los cuales fueron colocados en frascos.
Posteriormente, se procedid a extraer con solventes adecuados los compuestos a partir del
soporte, los méas apolares con tolueno y los polares con acetato de etilo. Finalmente, se filtrd los
eluidos asi obtenidos y se desarrollaron placas cromatograficas a fin de verificar una sola
mancha y con aquello una separacion apropiada de cada compuesto, los cuales después de
purificados se concentraron a sequedad y redisolvieron en metanol para posteriores

determinaciones espectroscopicas.

2.3.6 Cuantificacion de flavonoides totales

Se procedio a cuantificar los flavonoides totales presentes en la muestra, para lo cual se preparé
una curva de calibracién con un estandar de quercetina a las siguientes concentraciones: 1; 2,5;
5; 7,5y 10 ug/mL. Luego se midid la fraccion flavonica de cada planta a una longitud de onda
de 770 nm. Los flavonoides cuantificados se detallan como flavonoides totales expresados como

quercetina.

2.3.7. Determinaciones espectroscopicas

2.3.7.1. Determinacion UV

Las muestras cristalizadas se diluyen en 3 mL de metanol, para lectura en el UV, se utiliza un
rango en el intervalo de longitudes de onda de 200- 400 nm. Posteriormente, a los compuestos
se les realiza tratamiento con las siguientes sustancias, para comprobacion de desplazamientos
batocromicos, para determinar posibles sustituciones/grupos presentes en la estructura.
Los tratamientos a utilizar para observar ver desplazamiento de los picos son:
e Metoxido de sodio: se agregan tres gotas de metdxido de sodio a la solucién del
compuesto, se homogeniza, y se lee al UV inmediatamente y después de 5 minutos.
e Cloruro de aluminio: a la solucion con el compuesto se le agrega tres gotas de solucion
de AICls, leer al espectro UV.
e Cloruro de aluminio/ acido clorhidrico: a la solucién con el compuesto se le agrega tres

gotas de solucion de AICls, y tres gotas de acido clorhidrico, leer al espectro UV.
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2.3.7.2.

Acetato de sodio: a la solucion del compuesto que se encuentra en la cubeta, se le
agrega exceso de acetato de sodio, se lee luego de dos minutos de adicionar el acetato,
luego a los 5 minutos y finalmente a los 10 minutos para comprobar si hay o no hay
descomposicion.

Acetato de sodio/ acido borico: se agrega 5 gotas de esta solucion a la solucion del

compuesto separado, saturar con acetato de sodio y leer inmediatamente. (Lock, O, 1994 p.
138).

Determinacion IR

Se registraron los espectros IR de los componentes separados y redisueltos en metanol como se

indico

preliminarmente, en un espectrofotometro infrarrojo JASCO FT/IR4100. De los

espectros obtenidos se analizd cada pico para determinar los grupos funcionales

correspondientes.

2.3.8. Preparacion de los geles

2.3.8.1.

2.3.8.2.

Preparacion de los geles vehiculos

Previamente se colocan 2 gramos de Carbopol en 100 mL de agua destilada, hasta
lograr la humectacidn total del producto.

Se miden 70 gramos del Carbopol humectado, se lleva a 90 mL con agua destilada.
Colocar 1 mL de etanol, y 1 mL de propilenglicol como hidratante.

Se agregan gotas de trietanolamina, y se agita hasta obtener la viscosidad deseada del

gel.

Preparacion de los geles experimentales (200 mg/kg de peso).

Previamente se colocan 2 gramos de Carbopol en 100 mL de agua destilada, hasta
lograr la humectacion total del producto.

Se miden 70 gramos del Carbopol humectado, se lleva a 90 mL con agua destilada.

Se pesan 6,8 mg de cada extracto seco por separado para formular cada gel, y se diluye
en 1 mL de etanol.

El extracto diluido se mezcla con el Carbopol, y 1 mL de propilenglicol.

Se agrega poco a poco la trietanolamina, hasta obtener la misma composicion del gel

vehiculo.
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e Se envasa rotulado, y se guarda. Con esta formulacion se obtiene un gel con una
concentracién adecuada a fin de que cada aplicacion corresponda a una dosis de
administracion por via topica de 200 mg/kg de peso para los animales.

2.3.8.3. Preparacion de los geles experimentales (400 mg/kg de peso).

e Previamente se colocan 2 gramos de Carbopol en 100 mL de agua destilada, hasta
lograr la humectacion total del producto.

e Se miden 70 gramos del Carbopol humectado, se lleva a 90 mL con agua destilada.

e Se pesan 13,6 mg de cada extracto seco por separado para formular cada gel, y se diluye
en 1 mL de etanol.

o El extracto diluido se mezcla con el Carbopol, y 1 mL de propilenglicol.

e Se agrega poco a poco la trietanolamina, hasta obtener la misma composicion del gel
vehiculo.

e Se envasa rotulado, y se guarda. Con esta formulacion se obtiene un gel con una
concentracién adecuada a fin de que cada aplicacion corresponda a una dosis de

administracion por via tépica de 400 mg/kg de peso para los animales.

Tabla No. 6-2: Formulaciones de los geles para actividad cicatrizante

Formulacidn gel vehiculo Formulacién geles con Formulacion geles con
extracto 200 mg/kg extracto 400 mg/kg

Carbopol humectado 70 g Carbopol humectado 70 g Carbopol humectado 70 g
Agua destilada 20 mL Agua destilada 20 mL Agua destilada 20 Ml

Etanol 1mL Etanol 1mL + 6,8 mg de Etanol 1mL+ 13,6 mg de

extracto seco extracto seco

Propilenglicol 1mL Propilenglicol 1mL Propilenglicol 1mL

Trietanolamina 0,15 mL Trietanolamina 0,15 mL Trietanolamina 0,15 mL

Fuente: Francisco Vélez C, 2015.
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2.3.9. Protocolo Farmacologico

Se utilizaron 21 ratones machos Mus musculus, de 8 semanas de edad, divididos aleatoriamente

en 7 grupos de 3 individuos cada uno. Fueron aclimatados durante un periodo de dos semanas.

Tabla No. 7-2: Esquema de tratamientos para la actividad cicatrizante

Blanco

negativo

K1

Solo buffer
Citrato

Vehiculo
de gel

Fuente: Francisco Vélez C, 2015.

Blanco
positivo

K2

STZ

Vehiculo
de gel

Ensayo  Justicia chlorostachya

toxicidad
K3 K4
STZ STZ

Dosis fija Gel+
extracto

200
mg/mL

2.3.9.1. Induccién de diabetes a los ratones

K5

STZ

Gel+
extracto
400
mg/mL

Plectranthus amboinicus

K6

STZ

Gel+
extracto
200
mg/mL

K7

STZ

Gel+ extracto
400 mg/mL

La induccién de la diabetes se realizé por medio de la administracion de una dosis de 50 mg/kg

de estreptozotocina disuelta en una solucion buffer de citrato 0.1 M (pH 4.5), durante 5 dias

consecutivos. La administracion se realizé por via intraperitoneal de acuerdo al peso del animal.

(Zaman, M.M, Shinagawa. T, Ishii. S, 2014 p. 2)
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Tabla No. 8-2: Esquema de dosificacion de estreptozotocina a los animales

peso, g dosis, mg/kg cantidad STZ, mg | STZ, mg/mL | Vol. Administracion, mL
Ratén 1 28,8 50 1,440 15 0,10
Raton 2 29,2 50 1,460 15 0,10
K1 Raton 3 30,4 50 1,520 15 0,10
Ratén 4 30,4 50 1,520 15 0,10
Ratén 5 30,7 50 1,535 15 0,10
K2 Ratén 6 30,8 50 1,540 15 0,10
Raton 7 31,8 50 1,590 15 0,11
Raton 8 32 50 1,600 15 0,11
K3 Ratén 9 33,2 50 1,660 15 0,11
Raton 10 33,2 50 1,660 15 0,11
Raton 11 33,4 50 1,670 15 0,11
K4 Ratén 12 34,7 50 1,735 15 0,12
Raton 13 35,8 50 1,790 15 0,12
Ratén 14 36,1 50 1,805 15 0,12
K5 Ratén 15 38,3 50 1,915 15 0,13
Raton 16 39,1 50 1,955 15 0,13
Raton 17 42,9 50 2,145 15 0,14
K6 Raton 18 43,2 50 2,160 15 0,14
Raton 19 44,1 50 2,205 15 0,15
Rat6n 20 45,2 50 2,260 15 0,15
K7 Ratén 21 45,8 50 2,290 15 0,15

Realizado por: Francisco Vélez C, 2015.

2.3.9.2. Actividad cicatrizante en los ratones

Se depila el lomo de cada raton utilizando crema depilatoria Veet, para eliminar toda la
vellosidad presente en el animal.

A las 24 horas después de haber realizado la depilacién, se procede a anestesiar a los animales
con lidocaina en una dosis de 7 mg/kg peso, via subcutanea, se procede a inducir la herida en el
animal mediante un corte con un biotomo de 1 cm de didmetro.

Se aplica 0,1 mL de gel preparado diariamente, durante 15 dias

Adicionalmente, se controld la glicemia en muestras de sangre obtenidas por puncion
submaxilar.

Se mide la contraccion de la herida al primer dia luego de la aplicacién, al cuarto, séptimo,

décimo primero y décimo quinto dias. (Singh., A. et al, 2014 p. 2).
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Tabla No. 9-2: Esquema de tratamientos a cada animal de experimentacién

Animales Tratamientos

Ratén 1 Gel vehiculo

Raton 2 Gel vehiculo

KZ1( No diabético+ vehiculo gel) Ratén 3 Gel vehiculo

Ratén 4 Gel vehiculo

Ratén 5 Gel vehiculo

K2( diabético+ vehiculo gel) Raton 6 Gel vehiculo
Ratén 10 Gel con extracto 200 mg/kg
Raton 11 Gel con extracto 200 mg/kg
K4( diabético+ Justicia 200 mg/mL) |Rat6n 12 Gel con extracto 200 mg/kg
Raton 13 Gel con extracto 400 mg/kg
Ratén 14 Gel con extracto 400 mg/kg
K5( diabético+ Justicia 400 mg/mL) [Raton 15 Gel con extracto 400 mg/kg
Ratén 16 Gel con extracto 200 mg/kg
Raton 17 Gel con extracto 200 mg/kg
K6( diabético+ Plectranthus 200 mg/mL)[Ratén 18 Gel con extracto 200 mg/kg
Raton 19 Gel con extracto 400 mg/kg
Ratén 20 Gel con extracto 400 mg/kg
K7( diabético+ Plectranthus 400 mg/mL)|Raton 21 Gel con extracto 400 mg/kg

Realizado por: Francisco Vélez C, 2015.

2.3.9.3. Ensayo de toxicidad

Se prepara una dosis de extracto a 2000 mg/kg de peso y se administra por via oral a tres
animales, se les observa por 14 dias, aungue no existan signos de toxicidad aparente,

adicionalmente se realizan cortes histolégicos para observar posibles dafios en los principales

organos farmacocinéticos.

2.3.10. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se tratan con el programa ImagelJ, para obtener el area de la herida de cada
animal a lo largo de tiempo, luego se procede a obtener las areas bajo la curva para cada
individuo. Con los datos obtenidos se realiza un analisis de varianza y un post-test de TUKEY,

para comprobar diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05 se consideré como

significativo).
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CAPITULO I1I

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Control de calidad de la droga cruda

La elaboracidn de los extractos se realizd de acuerdo a la Guia de Farmacognosia y Productos
Naturales, y en base a las Normas Ramales para Drogas crudas, extractos y tinturas. (NRSP 309,
311y 312). Posteriormente, el extracto y la droga cruda fueron sometidas a los ensayos descritos

en el capitulo anterior. Los resultados obtenidos se describen a continuacion.

CUADRO No. 1-3. Control de calidad de las plantas secas Plectranthus amboinicus y
Justicia chlorostachya. Laboratorio de Productos Naturales. Facultad de Ciencias.
ESPOCH. Riobamba Marzo 2015.

PARAMETRO Plectranthus Justicia chlorostachya Limites aceptados
amboinicus (Real Farmacopea
Espariola 2002)
HUMEDAD (%) 10% 12,3% 14%
CENIZAS 3,5% 4,6% 5%

TOTALES (%)

Realizado por: Francisco Vélez C.

El porcentaje de humedad fue de 10% y 12,5%, para cada especie vegetal respectivamente; los
cuales en comparacion con los datos encontrados en la Real Farmacopea Espafiola (2002), se
encuentran dentro de los parametros de referencia. En consecuencia, existe conformidad en los
resultados obtenidos, este ensayo expresa el porcentaje de agua, en referencia a las condiciones
ambientales en donde se encontraron las plantas, y la parte de ésta que fue sometida al estudio

en este caso; tallos y hojas.

El contenido de cenizas totales para cada especie fue de 3,5% y 4,6%, respectivamente, los
cuales comparados con la bibliografia citada, cumplen con los parametros establecidos, este
ensayo nos ayuda a determinar el contenido de minerales. Dado que los valores de humedad y
ceniza se encuentran dentro de los pardmetros de referencia, se puede inferir que existen
minerales en una proporcién relativamente baja, los cuales no causaran interferencia en la

elaboracidn de los extractos. (Brunenton, J, 2001 p. 59).
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3.2. Tamizaje fitoquimico
Se realiz6 el tamizaje fitoquimico, siguiendo la técnica explicada en bibliografia (Miranda, M,
2006). Para la determinacién de los metabolitos secundarios principales en ambas especies de

plantas, los extractos analizados exhibieron los siguientes resultados:

CUADRO No. 2-3. Tamizaje fitoquimico de los extractos de Plectranthus amboinicus y

Justicia chlorostachya. Laboratorio de Productos Naturales. Facultad de Ciencias.

_ Alcaloides - -
_ Alcaloides - -
_ Alcaloides - -
_ Cumarinas ++ +
_ Catequinas + +
_ Flavonoides - et
_ Antocianidinas ++ .
_ Compuestos fendlicos +H+ t
_ Az(cares reductores + )

ESPOCH. Riobamba Marzo 2015.
Donde: (+) opalescencia, (++) turbidez definida), (+++) precipitado

Realizado por: Francisco Vélez C.

Los resultados observados del tamizaje del extracto metandlico de ambas especies, demuestran
la presencia de los siguientes metabolitos: cumarinas, flavonoides, antocianidinas, catequinas y
quinonas, en mayor cantidad. Lo cual, da a entender que la accion principal para la cicatrizacién
estaria posiblemente dada por estos compuestos de naturaleza fendlica. Ademas, de que se ha

citado que presentan actividad: antiinflamatoria, antioxidante y antimicrobiana, comprobada.
(Lock, O. 1994 p. 114).
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No se observa presencia de alcaloides en las especies vegetales y tampoco terpenos, por lo cual,
una posible actividad por parte de éstos; en esta investigacion queda descartada, a menos que se
trate de moléculas muy activas y no estén al alcance del limite de deteccidn de los ensayos del
tamizaje fitoquimico. Los flavonoides se encuentran en mayor cantidad, por lo cual se decidio

trabajar con esta fraccion para caracterizar los posibles compuestos presentes.

3.3. Cromatografias en capa fina

3.3.1. Cromatografias del extracto de (Plectranthus amboinicus)

El sistema de solventes acetato de etilo: &cido férmico: &cido acético glacial: agua
(100:11:11:26), como se puede observar no presentd una buena resolucion, solo aparece una
mancha al final del recorrido. La mancha presenta fluorescencia de color rojo al observarse al

UV cercano y una cola.

Fotografia No. 1-3. Cromatografia en capa fina del extracto
metandlico de P. amboinicus. Fase Movil: Acetato de etilo: acido
formico: acido acético glacial: agua (100:11:11:26)

Realizado por: Francisco Vélez C.

Se procedio a eluir la fraccion flavdnica en la fase movil de acetato de etilo: acido férmico:
acido acetico: metil-isobutil-cetona: agua, (5:0,7:0,3:3:1), se observd falta de resolucion,
ademas por la presencia de los &cidos, posiblemente afectaron el soporte de la placa, y se

evidenci6 por la presencia de los compuestos en forma de vela.

40



Fotografia No. 2-3. Cromatografia en capa fina del extracto metandlico
de P. amboinicus. Fase Mdvil: Acetato de etilo: acido formico: acido
acético: metil-isobutil-cetona: agua, (5:0,7:0,3:3:1)

Forma de vela

Cristales de
acido formico

Realizado por: Francisco Vélez C.

Se procedi6 a eluir con cloroformo: acetato de etilo (60:40), se produce un recorrido uniforme,
sin presencia de ninguna mancha, ni fluorescencia marcada, por lo cual se decide que dicha fase

movil no es la 6ptima para la separacion de los compuestos.

Fotografia No. 3-3. Cromatografia en capa fina del extracto
metandlicos de P. amboinicus. Fase Mévil: Cloroformo: acetato
de etilo (60:40).

Realizado por: Francisco Vélez C.

Posteriormente, se eluyé con la fase mévil cloroformo: metanol: acetato de etilo, 60:30:10; en la
que se presentdé una mancha color rojo fluorescente al UV cercano, con un Rf de 0,71; sin
embargo, existio la presencia de una cola alrededor de la mancha que no permitié separar

correctamente el compuesto. Por lo cual, no se utiliza esta fase para la separacion.
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Fotografia No. 4-3. Cromatografia en capa fina del extracto
metanolicos de P. amboinicus. Fase Movil: Cloroformo:
metanol: acetato de etilo, (60:30:10)

Realizado por: Francisco Vélez C.

Con la fase movil: &cido acético: agua: &cido clorhidrico, (30:10:3), los vapores del acido
producen cristalizacion en la placa dafiandola, por lo cual no se realiza una adecuada elucion;

de modo que se descarta esta fase mavil.

Fotografia No. 5-3. Cromatografia en capa fina del extracto
metandlico de P. amboinicus. Fase Mévil: Acido acético: agua: &cido
clorhidrico. (30:10:3)

Cristales |
de acido

Realizado por: Francisco Vélez C.

42



Con la fase cloroformo: acido acético: agua, (30:15:2), los compuestos no presentan

resolucion alguna, por lo cual se descarta dicha fase.

Fotografia No. 6-3. Cromatografia en capa fina del
extracto de metandlico P. amboinicus. Fase Movil:
Cloroformo: acido acético: agua, (30:15:2)

Realizado por: Francisco Vélez C.

En las fases moviles anteriores se observd que los compuestos no se separan y como conclusién
en base a la polaridad de los sistemas empleados se establecié que el uso de compuestos
apolares posiblemente daria mejores resultados, y asimismo se evidenciaba la posibilidad de que
los compuestos probablemente serian agliconas metoxiladas.

Finalmente se realizaron cromatografias sucesivas a la misma placa, aumentando la polaridad,
se empezo con tolueno: acetato de etilo (93:7), posteriormente se procede a subir la polaridad y
se ensaya con tolueno: acetato de etilo (80:20), a continuacion se prueba con tolueno: acetato de
etilo (70:30), y finalmente con tolueno: acetato de etilo (60:40) con el cual se obtiene cinco
manchas definidas, fluorescentes al UV cercano. Este sistema se utiliz para realizar la placa

preparativa y separar los compuestos.
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Fotografia No. 7-3. Cromatografia en capa fina del extracto
metanolico de P. amboinicus. Fase Movil: Tolueno: acetato de
etilo forma progresiva (93:7)- (80:20)-(70:30)- (60-40).

Mancha 5

Mancha 4

Mancha 3
Mancha 2
Mancha 1

Realizado por: Francisco Vélez C.

CUADRO No. 3-3. Rf de los compuestos obtenidos por TLC del Plectranthus amboinicus.

Laboratorio de Productos Naturales. Facultad de Ciencias. ESPOCH. Riobamba Marzo

2015.

COMPUESTO

Mancha 1
Mancha 2
Mancha 3
Mancha 4
Mancha 5

Realizado por: Francisco Vélez C.

Rf

0,05
0,12
0,47
0,80
0,83

3.3.2. Cromatografias del extracto de (Justicia chlorostachya)

La fraccion flavonica previamente separada, se sometié a cromatografia en capa fina, utilizando

como fase movil, el sistema de solventes: acetato de etilo: acido férmico: &cido acético: agua

(100:11:11:26). Luego del

fluorescentes al UV cercano.

recorrido se obtuvieron cuatro manchas definidas, todas
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Fotografia No. 8-3. Cromatografia en capa fina del extracto
metandlico de J. chlorostachya. Fase Movil: Acetato de etilo: &cido
férmico: acido acético: agua (100:11:11:26)

Mancha 4
Mancha 3
Mancha 2

Mancha 1

Realizado por: Francisco Vélez C.

CUADRO No. 4-3. Rf de los compuestos obtenidos por TLC de la Justicia chlorostachya.
Laboratorio de Productos Naturales. Facultad de Ciencias. ESPOCH. Riobamba Marzo

2015.

COMPUESTO Rf
Mancha 1 0,25
Mancha 2 0,35
Mancha 3 0,80
Mancha 4 0,90

Realizado por: Francisco Vélez C.

3.4. Cuantificacion de flavonoides totales

Se cuantificaron los flavonoides totales expresados como quercetina, para lo cual se construyo
una curva de calibracion con un estandar de quercetina a diferentes concentraciones, y mediante
la ecuacién de la curva se calculd la concentracion de flavonoides presentes en las fracciones
extraidas, a partir de la absorbancia resultante, luego de una lectura en el espectrofotometro UV

a una longitud de onda de 377 nm. La curva de calibracion realizada se detalla a continuacion:
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Grafico No. 1-3. Curva de calibracion de quercetina

Curva de calibracion de quercetina
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Realizado por: Francisco Vélez

Podemos ver la gréfica de la curva de calibracién, una vez interpolado los datos de las muestras
leidas, se obtuvo una concentracion de 0,2 mg/g de planta para el P. amboinicus y 0,15 mg/g de
planta para J. chlorostachya. Los valores obtenidos demuestran la presencia de flavonoides

expresados como quercetina en las muestra, en una cantidad significativa.

3.5. Andlisis espectroscépicos de los compuestos separados

3.5.1. Analisis espectroscopico de los compuestos separados de (Plectranthus amboinicus)

Los compuestos previamente separados de la silica gel fueron sometidos a lecturas de barrido en

el infrarrojo y UV.

3.5.1.1. Compuesto 1

El compuesto 1 se presentd como cristales trasldcidos, solubles en metanol, se analiz6 por
espectroscopia IR, obteniéndose los siguientes picos: a =3315,03 cm™ correspondientes a una
vibracion por tension del grupo O-H, 2945,73 cm?, vibracién por tensién del grupo C-H del
grupo aromatico. Tenemos una vibracion de tensiéon en ~1658,48 cm™ correspondiente al grupo
C=C, y un pico de 1450,21 cm* correspondiente al anillo aromatico; en la regién de la huella
dactilar encontramos una vibraciéon de tensiéon del grupo C-O a los 1236,15 cm?, y una

vibracion de deformacion del grupo C-H libre, a los 1023,05 cm™. (Hesse M, et al, 1997).
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Gréfico No. 2-3. Espectro IR del compuesto nimero 1 obtenido del extracto de Plectranthus

amboinicus
120
S P R R
\/ Y 1658,414;*\;2
2945,7 " 1236,
3315,0
1023,

WWavenumber [cm-1]

Realizado por: Francisco Vélez C.

El analisis espectroscopico ultravioleta se realizo en el espectrofotometro Helios f, en barrido a
una longitud de onda de 200 a 400 nm. Utilizando reactivos de desplazamiento se obtuvieron
siguientes espectros:

Gréfico No. 3-3. Espectro UV del compuesto nimero 1 con MetOH

Realizado por: Francisco Vélez C.
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Grafico No. 4-3. Espectro UV del compuesto niimero 1 con NaOMe
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Realizado por: Francisco Vélez C.

Grafico No. 5-3. Espectro UV del compuesto nimero 1 con AlICl; y HCI

2Q08.8 250.9

Realizado por: Francisco Vélez C.
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_Grafico No. 6-3. Espectro UV del compuesto nimero 1 con NaOAc

Realizado por: Francisco VélezC.

Gréfico No. 7-3. Espectro UV del compuesto niamero 1 con H3BOs3

Realizado por: Francisco Vélez C.

Como podemos observar en los espectros la banda | absorbié a los 332 nm, y la banda Il con
menor intensidad a los 275 nm. Al aplicarse reactivos de desplazamiento se produjeron las
siguientes variaciones: con NaOMe se descompone el espectro totalmente, con AICl; y HCI
existe un movimiento batocrémico de la banda | a 321 nm, con NaOAc absorbié a 321 nm,
mientras que la banda Il no se desplazd, estos movimientos caracteristicos implican la
posibilidad de la presencia de un flavonol-3- sustituido, con hidroxilaciones en 5, 7 en el anillo
A, e hidroxilaciones en 3 y 4 en el anillo B, con los desplazamientos realizados se pudo

proponer la posible estructura de este compuesto la cual es la siguiente. (Martinez, A. 2005 p. 15).
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En complemento con los datos obtenidos se puede sugerir que la estructura coincide con la

quercetina, que segun Menéndez, (1999), existe en la especie vegetal.

Figura No.1-3. Posible estructura del Compuesto 1 extraido del

extracto de Plectranthus amboinicus OH
OH
HO
~ o -
OH
OH 0

Realizado por: Francisco Vélez C.

3.5.1.2. Compuesto 2

El compuesto 2 se presentd como cristales de color amarillo pélido, soluble en metanol, se
analizd por espectroscopia IR, obteniéndose los siguientes picos: a =~3320,82 cm?
correspondientes a una vibracién por tension del grupo O-H, 2945,73 cm?, vibracién por
tension del grupo C-Hs libre. Existe una vibracion de tension del C-H del anillo bencénico en
los 2835,81 cm™. Tenemos una vibracion de tensién en =1653,66 cm™* correspondiente al grupo
C=C, y un pico de 1413,57 cm™ correspondiente a la vibracién de tension del anillo aromatico;
en la region de la huella dactilar encontramos una vibracién de tension del grupo C-O a los
1095,37 cm? caracteristica de los flavonoides, y una vibracién de deformacion del grupo C-H
libre, a los 882,27cm™. (Hesse M, et al, 1997 p. 60)
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Gréfico No. 8-3. Espectro IR del compuesto nimero 2 obtenido del extracto de
Plectranthus amboinicus
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Realizado por: Francisco Vélez C.

El analisis en el espectrofotometro ultravioleta se realizo en el equipo Helios B, utilizando la
técnica de barrido las longitudes de onda de 200 a 400 nm. Utilizando reactivos de

desplazamiento se obtuvieron siguientes espectros:

Grafico No. 9-3. Espectro UV del compuesto nimero 2 con MetOH

i " i

Realizado por: Francisco Vélez C.
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Grafico No. 10-3. Espectro UV del compuesto nimero 2 con NaOMe
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Realizado por: Francisco Vélez C.
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Gréfico No. 11-3. Espectro UV del compuesto nimero 2 con AlICl; y HCI
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Realizado por: Francisco Vélez C.
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Grafico No. 12-3. Espectro UV del compuesto nimero 2 con NaOAc

Realizado por: Francisco Vélez C.

Gréfico No. 13-3. Espectro UV del compuesto nimero 2 con H3BO3

Realizado por: Francisco Vélez C.

En los espectros se puede prestar especial atencion en los picos de absorcion de la banda | (321
nm) y de la banda Il (277 nm), lo cual nos lleva a estimar la presencia de una flavona, con la
aplicacion de los reactivos de desplazamiento se producen los siguientes cambios: con NaOMe
se produce un desplazamiento batocrémico de la banda I hasta los 333 nm, con AICl; y HCI
existe un movimiento batocromico de la banda I a 375 nm, con NaOAc no se observa
desplazamientos, igualmente con el HzBOs , estos desplazamientos llevan a cavilar en la
presencia de una flavona con hidroxilacion en posicion orto en el anillo, e hidroxilacion en el
carbono 4, 5y 7 de anillo B y A, respectivamente. Por lo cual se puede especular que la

estructura del compuesto podria proponerse como la siguiente, la cual coincide con bibliografia
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como la taxifolina (Martinez, A. 2005 p.10). En estudios realizados se ha identificado la luteolina en

esta planta. (Menéndez, R. 1999 p.8).

Figura No.2-3. Posible estructura del compuesto 2 extraido del

extracto de Plectranthus amboinicus

/OH

HO 0
Y ~ \OH

OH o

Realizado por: Francisco Vélez C., 2015.

3.5.1.3. Compuesto 3

El compuesto 3 se observd cémo cristales traslicidos en forma de aguja, poco soluble en
metanol, se analizé por espectroscopia IR, obteniéndose los siguientes picos: a ~3320,82 cm™
correspondientes a una vibracién por tension del grupo O-H, 2939,97 cm?, vibracién por
tensién del grupo C-Hs libre. Existe una vibracion de tension del C-H del anillo bencénico en
los 2356,59 cm™. Tenemos una vibracion de tension en =1663,3 cm™* correspondiente al grupo
C=C, y un pico de 1408,75 cm correspondiente a la vibracion de tensién del anillo aromatico;
en la region de la huella dactilar encontramos una vibracién de tension del grupo C-O a los
1231,33 cm? caracteristica de los flavonoides, y una vibracién de deformacién del grupo C-H
libre, a los 1023,05. (Hesse M, et al, 1997 p. 60)
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Grafico No. 14-3. Espectro IR del compuesto nimero 3 obtenido del extracto
de Plectranthus amboinicus
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Realizado por: Francisco Vélez C.

Posteriormente se procedid a analizar las muestras en el espectrofotometro UV Helios B,
utilizando el barrido inteligente a las longitudes de onda de 200 a 400 nm. Utilizando reactivos

de desplazamiento se obtuvieron siguientes espectros:

Grafico No. 15-3 Espectro UV del compuesto nimero 3 con MetOH

EEaE

Realizado por: Francisco Vélez C.
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Grafico No. 16-3. Espectro UV del compuesto nimero 3 con NaOMe
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%
Realizado por: Francisco Vélez C.“‘ s
Grafico No. 17-3. Espectro UV del compuesto nimero 3 con AICIz y HCI

Realizado por: Francisco Vélez QLONGT 1

56



Gréfico No. 18-3. Espectro UV del compuesto nimero 3 con NaOAc
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Realizado por: Francisco Vélez C.

Gréfico No. 19-3. Espectro UV del compuesto nimero 3 con H3BO;

Realizado por: Francisco Vélez C.

En los espectros presentados se puede observar la presencia de la absorcion de la banda 1 (302
nm), y de la banda Il (276 nm), rangos de absorcion caracteristicos de los flavonoides, en este
caso pueden presentar estos rangos las flavonas y los flavonoles. Luego con la utilizacion de
reactivos de desplazamiento se observan las siguientes variantes: con NaOMe no existen
desplazamientos por lo cual no nos proporciona informacion correcta sobre la estructura del
flavonoide, con HsBO3z hubo una variacion batocrémica en la banda | por lo cual se puede
demostrar que hay una dihidroxilacién en posicion orto en el anillo B de la estructura, y con

AICI3/HCI se puede estimar una hidroxilacion en el carbono 3. Debido a la falta de informacion
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gue nos proporcionan los reactivos de desplazamiento para este caso es dificil elucidar la
estructura especifica de este compuesto, sin embargo, se puede presumir la presencia de una

flavona o un flavonol, con hidroxilaciones en el anillo B y en el carbono 3. (Martinez, A. 2005 p.8).

3.5.1.4. Compuesto 4

El compuesto 4 se obtuvo como una sustancia amorfa, color blanco, soluble en metanol, se
analizd por espectroscopia IR, obteniéndose los siguientes picos: a =~3325,64 cm?
correspondientes a una vibracién por tension del grupo O-H, 2945,73 cm?, vibracién por
tension del grupo C-Hs; libre. Tenemos una vibracién de tensién en =1455,03 cm’
correspondiente al grupo C=C, y un pico de 1413,57 cm™ correspondiente a la vibracion de
tensién del anillo aromatico; en la region de la huella dactilar encontramos una vibracién de
tension del grupo C-O a los 1236,15 cm™ caracteristica de los flavonoides, y una vibracion de

deformacion del grupo C-H libre, a los 1027,87 cm™. (Hesse M, et al, 1997 p. 60)

Grafico No. 20-3. Espectro IR del compuesto nimero 4 obtenido del extracto
de Plectranthus amboinicus
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Realizado nor: Francisco Vélez C.

Para realizar el analisis UV, se utiliz6 el espectrofotometro Helios B, del laboratorio de Analisis
Instrumental de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH, las muestras fueron leidas mediante
barrido de 200 a 400 nm de longitud de onda. Ademas se utilizaron reactivos de desplazamiento

para observar los movimientos del compuesto. Los espectros obtenidos fueron los siguientes:
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Graéfico No. 21-3. Espectro UV del compuesto nimero 4 con MetOH

i

- ' z2s@. o

Realizado por: Francisco VélezC.” """ *

3568.0 20a.ea

Grafico No. 22-3. Espectro UV del compuesto nimero 4 con NaOMe
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Realizado por: Francisco Vélez C.
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o Grafico No. 23-3. Espectro UV del compuesto nimero 4 con AlCls y H]CI
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Realizado por: Francisco Vélez C
Grafico No. 24-3. Espectro UV del compuesto nimero 4 con NaOAc
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oo Crafico No. 25-3. Espectro UV del compuesto ndmero 4 con HsBO;
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Realizado por: Francisco Vélez C. o

En los espectros analizados se visualiza la presencia de las dos bandas caracteristicas de los
flavonoides, la banda | absorbi6 a una longitud de onda de 332 nm, mientras que la banda Il fue
en 270 nm, ademas estos rangos de absorcion nos permiten manifestar la presencia de un
flavonol con sustitucion en el carbono 3. Al utilizar los reactivos de desplazamiento se obtienen
las absorciones a las siguientes longitudes de onda: NaOMe (321 nm), con el AICI; y HCI (303
nm), utilizando NaOAc (322 nm), y con H3BOs (325 nm). Al observar la descomposicion de
espectro al agregar NaOMe se puede determinar que el flavonol posee dos hidroxilaciones en
los carbonos 3 y 4, también con los demas reactivos se estiman hidroxilaciones en el carbono 7,
y en posiciones orto en el anillo A. (Martinez, A. 2005 p.10). La posible estructura del compuesto es

la presentada a continuacion:

Figura No.3-3. Posible estructura del compuesto 4 extraido del

extracto de Plectranthus amboinicus o

OH

HO

HO OH
0

Realizado por: Francisco Vélez C.
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3.5.1.5. Compuesto 5

El compuesto 5 se obtuvo cdmo una sustancia amorfa, color amarillo pélido, soluble en
metanol, se analiz6 por espectroscopia IR, obteniéndose los siguientes picos: existe una
vibracién en 2915,6 cm™ correspondiente a vibracion por tensién del grupo O-H, a 1636,15 cm™*
una vibracion del grupo cetona, caracteristico de los benzofuranos, y finalmente en la zona de la
huella dactilar a los 887,95 cm™ aproximadamente correspondiente al grupo C-H. Este espectro

se sobrepone en ciertos picos con el espectro IR de la dihidroeuparina obtenido de bibliografia.
(Lock, O, 1994 p.176).

Gréfico No. 26-3. Comparacion del espectro IR del compuesto nimero 5 obtenido del
extracto de Plectranthus amboinicus, vs. El espectro IR de la dihidroeuparina.

118.244

11DMWM—
TN

ZWM

4l
1636,15 v '

100

FET

887,95

20 V

80

F5.0428 . .
4152.34 3000 2000 1000 S54.609
“Wavenurmber [cm-1]

Realizado por: Francisco Vélez C.

62



El andlisis de espectroscopia UV, se realizé utilizando el equipo Helios B, mediante el cual se
realiz6 un barrido entre las longitudes de onda de 200 a 400 nm, ademas se utilizo reactivos de
desplazamiento. Las bandas de absorcion, se presentaron en tres picos a235, 275 y 321 nm
respectivamente. Con la utilizacion de reactivos no existio desplazamiento alguno con lo cual se
determind que no el compuesto no era un flavonoide, sino otro tipo de compuesto fendlico. Es

espectro que se obtuvo fue el siguiente:

2. DB

_ Grafico No. 27-3. Espectro UV del compuesto niimero 5 con MetOH

=

Realizado por: Francisco Vélez C.

3.5.2. Analisis espectroscopico de los compuestos separados de la (Justicia chlorostachya)
3.5.2.1. Compuesto 1

El compuesto 1 se obtuvo como cristales trasllcidos, soluble en metanol, se analiz6 por
espectroscopia IR, obteniéndose los siguientes picos: a =3310,21 cm™ correspondientes a una
vibracion por tension del grupo O-H, 2825,2 cm™, vibracién por tensién del grupo C-Hjs libre.
Tenemos una vibracion de tension en =1439,6 cm™ correspondiente al grupo C=C, y un pico de
1095,37 cm™ correspondiente a la vibracion de tension del grupo C-O caracteristico de los
flavonoides; en la region de la huella dactilar encontramos una vibracion de deformacion del

grupo C-H libre, a los 1023,05 cm™ (Hesse M, et al, 1997 p. 60)
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Gréfico No. 28-3. Espectro IR del compuesto nimero 1 obtenido del extracto
de Justicia chlorostachya
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Realizado por: Francisco Vélez C.

El analisis espectroscopico ultravioleta se realizo en el espectrofotometro Helios B, en barrido a
una longitud de onda de 200 a 400 nm. Utilizando reactivos de desplazamiento se obtuvieron

siguientes espectros:

Grafico No. 29-3. Espectro UV del compuesto ndmero 1 con MetOH

Realizado por: Francisco Vélez C.~"= "+ 77"
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Gréfico No. 30-3. Espectro UV del compuesto niumero 1 con NaOMe

Realizado por: Francisco Vélez C.”7""“ "+ ©797

Grafico No. 31-3. Espectro UV del compuesto nimero 1 con AICI3 y HCI

Realizado por: Francisco Vélez C.
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Grafico Na. 32-3. Es
B.588

pectro UV del compuesto nimero 1 con NaOAc
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Realizado por: Francisco Vélez C.

Grafico No. 33-3. Espectro UV del compuesto nimero 1 con HsBOs
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Realizado por: Francisco Vélez C.

66



En los espectros presentados se puede observar la presencia de la absorcién de la banda | (302
nm), y de la banda Il (266 nm), en este caso pueden presentar estos rangos las flavonas y los
flavonoles. Luego con la utilizacion de reactivos de desplazamiento se observan las siguientes
variantes: con NaOMe existe un desplazamiento de la banda I a los 339 nm lo cual nos indica
que puede existir una flavona-4- hidroxilada, o un flavonol-3-sustituido, con HsBO3 hubo una
variacion batocrémica en la banda I por lo cual se puede demostrar que hay una dihidroxilacion
en posicion orto en el anillo B de la estructura, y con AICIs/HCI se puede estimar una
hidroxilacién en el carbono 5. Debido a la falta de informacion que nos proporcionan los
reactivos de desplazamiento para este caso es dificultoso elucidar la estructura especifica de este
compuesto, sin embargo, se puede presumir la presencia de una flavona o un flavonol, con

hidroxilaciones en el anillo B y en el carbono 5y 7. (Martinez, A. 2005 p.9).

3.5.2.2. Compuesto 2

El compuesto 2 se obtuvo cémo cristales amarillo con forma de aguja, poco solubles en
metanol, se analizé por espectroscopia IR, obteniéndose los siguientes picos: a =3315,03 cm™
correspondientes a una vibracién por tensién del grupo O-H, 2830,99 cm?, vibracion por
tension del grupo C-Hs; libre. Tenemos una vibracién de tensién en =~1444,42 cm’
correspondiente al grupo C=C del anillo aromético, y un pico de 1095,57 cm™ correspondiente
a la vibracion de tension del grupo C-O caracteristico de los flavonoides; en la region de la
huella dactilar encontramos una vibracion de deformacion del grupo C-H libre, a los 1023,05

cm™. (Hesse M, et al, 1997 p. 60)
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Gréfico No. 34-3. Espectro IR del compuesto nimero 2 obtenido del extracto
de Justicia chlorostachya
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Realizado por: Francisco Vélez C.

Posteriormente se procedié a realizar el andlisis en el UV dutilizando el espectrofotémetro
Helios B, en barrido a una longitud de onda de 200 a 400 nm. Utilizando reactivos de

desplazamiento se obtuvieron siguientes espectros:

Gréfico No. 35-3. Espectro UV del compuesto nimero 2 con MetOH

Realizado por: Francisco Vélez C.
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'Gréfico No. 36-3. Espectro UV del compuesto nimero 2 con NaOMe
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. Grafico No. 38-3. Espectro UV del compuesto ntimero 2 con NaOAc

Realizado por: Francisco Vélez C.

L., . Crafico No. 39-3. Espectro UV del compuesto nimero 2 con HsBOs
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En los espectros se puede observar las bandas de absorcidn, la banda | absorbi6 a los 302 nm,
mientras que la banda Il absorbi6 a los 273 nm, con estas absorciones se puede pensar en la
presencia de un compuesto de tipo flavonico, especialmente un flavonol, o una flavona. Al
agregar los diferentes reactivos de desplazamiento se observan los siguientes movimientos: con
NaOMe, la banda I se desplaza a los 338 nm, con lo cual se puede sugerir que es un compuesto
con sustitucion en el carbono 3. Con NaOAc, se produce un desplazamiento a 327 nm, lo cual
nos indica la presencia de una flavanona, con el HzBO3 se produce un desplazamiento a 338 nm
caracteristico de una flavanona orto hidroxilada en el anillo B de la estructura base. De modo
que la posible estructura de este compuesto es la siguiente. (Martinez, A. 2005 p.9).

Figura No.4-3. Posible estructura del compuesto 2 extraido del

extracto de la Justicia chlorostachya OH
~
0~__~
OH
o}

Realizado por: Francisco Vélez C.

3.5.2.3. Compuesto 3

El compuesto 3 se observé cdmo cristales traslucidos en, soluble en metanol, se analizé por
espectroscopia IR, obteniéndose los siguientes picos: a =3325,64 cm™ correspondientes a una
vibracion por tension del grupo O-H; 2935,13 cm™, vibracién por tension del grupo C-Hs libre.
Existe una vibracién de tension del C-H del anillo bencénico en los 2356,59 cm™. Tenemos una
vibracion de tension en =1605,03 cm™ correspondiente al grupo C=C, y un pico de 1408,75 cm"
! correspondiente a la vibracion de tension del anillo aromatico; en la region de la huella dactilar
encontramos una vibracion de tensién del grupo C-O a los 1090,55cm™? caracteristica de los

flavonoides. (Hesse M, et al, 1997 p. 60)
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Gréfico No. 40-3. Espectro IR del compuesto nimero 3 obtenido del
extracto de Justicia chlorostachya
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Realizado por: Francisco Vélez C.

Posteriormente se procedid a analizar las muestras en el espectrofotometro UV Hekios J,
utilizando el barrido inteligente a las longitudes de onda de 200 a 400 nm. Las bandas de
absorcion, se presentaron en tres picos 275, 301 y 327 nm respectivamente. Con la utilizacion
de reactivos no existié desplazamiento alguno con lo cual se determiné que no el compuesto no
era un flavonoide, sino otro tipo de compuesto fendlico. Es espectro que se obtuvo fue el

siguiente:

Gréfico No. 41-3. Espectro UV del compuesto nimero 3 en MetOH
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Realizado por: Francisco Vélez C.
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3.5.2.4. Compuesto 4

El compuesto 4 se obtuvo como un polvo blanco, soluble en metanol, se analizé por
espectroscopia IR, obteniéndose los siguientes picos: a =3330,46 cm™ correspondientes a una
vibracion por tension del grupo O-H; 2825,2 cm™, vibracién por tensién del grupo C-Hs libre.
Tenemos una vibracion de tension en =1550,21 cm correspondiente al grupo C=C, y un pico
de 1450,55 cm™ correspondiente a la vibracion de tension del anillo aromatico; en la regién de
la huella dactilar encontramos una vibracién de tensiéon del grupo C-O a los 1090,55cm™

caracteristica de los flavonoides y una vibracién a 882,27 cm™ correspondiente al C-H. (Hesse M,
et al, 1997 p. 60).

Gréafico No. 42-3. Espectro IR del compuesto ndamero 4 obtenido del
extracto de Justicia chlorostachya
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Realizado por: Francisco Vélez C.

A continuacion se procedié a analizar las muestras en el espectrofotometro UV Helios J,
utilizando el barrido inteligente a las longitudes de onda de 200 a 400 nm. Se utilizé reactivos
de desplazamiento para analizar los movimientos causados por los grupos funcionales libres que

puedan existir en la molécula, los espectros obtenidos se muestran a continuacion:
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Grafico No. 43-3. Espectro UV del compuesto nimero 4 en MetOH

1
Realizado por: Francisco Vélez C. ‘
~ Gréfico No. 44-3. Espectro UV del compuesto numero 4 en NaOMe
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Realizado por: Francisco VélezC.
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Graéfico No. 45-3. Espectro UV del compuesto nimero 4 en AICI; y HCI
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Realizado por: Francisco Vélez c.

Grafico No. 46-3. Espectro UV del compuesto namero 4 en NaOAc
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75




Grafico No. 47-3. Espectro UV del compuesto niimero 4 en HsBO3
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Realizado por: Francisco Vélez C.

En los espectros se puede observar las bandas de absorcién, la banda | absorbi6 a los 381 nm,
mientras que la banda Il absorbi6 a los 331 nm, con estas absorciones se puede pensar en la
presencia de un flavonol especificamente. Al agregar los diferentes reactivos de desplazamiento
se observan los siguientes movimientos: con NaOMe, la banda | se desplaza a los 338 nm, con
lo cual se puede sugerir que es un compuesto con sustitucion en el carbono 3 y 4. Con NaOAc,
se produce un desplazamiento a 376 nm, lo cual nos indica la presencia de un flavonol con una
hidroxilacién en el carbono 7, con el AICI; se demuestra que el compuesto tiene un grupo

hidroxilo en el carbono 5. De modo que la posible estructura de este compuesto es la siguiente.
(Martinez, A. 2005 p.9).

Figura No 5-3. Posible estructura del compuesto 4 extraido del

extracto de Justicia chlorostachya
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Realizado por: Francisco Vélez C.
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3.6. Lecturas de glicemias de los ratones

Se realizd la medicion de la glucosa basal después de la induccion a diabetes de los animales, de
este modo, se comprobd que todos los animales utilizados fueron diabéticos, se mantuvo un
control al inicio, mitad y final del tratamiento para mantener los valores de glucosa elevados.
Los valores normales de glucosa para los ratones van desde 60- 90 mg/dL, un valor mayor a 140
mg/dL se puede considerar como indicativo de que el animal es diabético. (Flores, C. 2006 p.10). A

continuacion, se observan los niveles de glucosa presentados por los animales.

CUADRO No. 5-3. Lectura de niveles de glucosa luego de la induccién a diabetes en los

animales de experimentacion. Bioterio. Facultad de Ciencias. ESPOCH. Riobamba
Marzo 2015.

Dia 0 Dia 7 Dia 15
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
65,0 75,0 62,0
73,0 82,0 75,0
64,0 67,0 69,0
155,0 159,0 150,0
153,0 147,0 147,0
151,0 158,0 169,0
158,0 149,0 150,0
160,0 147,0 160,0
159,0 142,0 147,0
148,0 151,0 155,0
149,0 150,0 139,0
139,0 147,0 148,0
155,0 174,0 146,0
142,0 168,0 152,0
159,0 170,0 153,0
147,0 150,0 163,0

Realizado por: Francisco Vélez C.
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3.7. Analisis Del Protocolo De Cicatrizacion De Las Heridas

CUADRO No. 6-3. Area de contraccion de la herida en los ratones diabéticos inducidos
mediante estreptozotocina. Bioterio. Facultad de Ciencias. ESPOCH. Riobamba Abril

2015.

GRUPO Contraccion de la herida (cm2)
DIAO DIA7 DIA 15
K1 (No diabético+ vehiculo) 3,003+0,03 | 1,433+0,20 | 1,148+0,24
K2 ( diabético+ vehiculo) 3,003+1,41 | 1,180+0,14 | 0,953+0,05
K4(diabético + Justicia 200 mg/mL) 3,003+0,11 | 1,227+0,09 | 0,464+0,06
K5 (diabético + Justicia 400 mg/mL) 3,003+0,13 | 1,342+0,15 | 0,739+0,07
K6 (diabético + Plectranthus 200 3,003+0,08 | 1,094+0,11 | 0,368+0,03
mg/mL)
K7 (diabético + Plectranthus 400 3,003+0,43 | 1,178+0,06 @ 0,267+0,01
mg/mL)

Realizado por: Francisco Vélez C.

Graéfico No. 47-3. Diagrama de barras de las areas de las heridas al final de los tratamientos
en los ratones diabéticos inducidos por estreptozotocina.
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Realizado por: Francisco Vélez C.
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Como se puede observar en el grafico anterior, los tratamientos en los que se aplicaron el
extracto de Plectranthus amboinicus presentan los mejores resultados, dado que existe una
mayor contraccion de la herida, con lo cual la cicatrizacion es méas rapida. Como se cabia
esperar los tratamientos en que se aplic6 el vehiculo no tuvieron una cicatrizacion significativa
en el lapso de tiempo de estudio, mientras que los tratamientos con el extracto de Justicia
chlorostachya produjeron una cicatrizacién superior al tratamiento en el que se usé Unicamente
el vehiculo, evidentemente no con la significancia como en el caso de P. amboinicus. Sin
embargo, cabe recalcar que el proceso de cicatrizacion fue planteado en animales diabéticos, por
lo cual es importante la presencia de la capacidad cicatrizante de ambas especies vegetales.
Ademas, los tratamientos con extracto de P. amboinicus fueron los Gnicos en los que hubo caida

total de la costra en ese lapso de tiempo determinado.

3.8. Analisis Estadistico

Con los resultados obtenidos en el ANOVA, se destaca el rechazo de la hipétesis Ho, v la
aceptacion de la Hi, ya que si existe diferencia entre la cicatrizacion de los diferentes
tratamientos. Es evidente, que el tratamiento mas eficaz fue aquel en que se aplicé el extracto
de P. amboinicus a la dosis de 400 mg/kg de peso, puesto que produce un 99% de cicatrizacion
en la herida infringida, sin despreciar los demas extractos y dosis que presentaron eficacia
menor, ademas cabe recalcar que la dosis aplicada se encuentra en un 0,068% dentro de la

formulacion del gel aplicado.

Posteriormente se aplico el test de TUKEY en el cual todos los grupos de experimentacion
fueron sometidos a comparacion en la modalidad de “todos contra todos”, obteniéndose que el
grupo K8 que era el que contenia el extracto de P. amboinicus a dosis de 400 mg/kg de peso fue

el que tuvo mejor accion en el tiempo delimitado por el protocolo experimental.

Gracias a los resultados obtenidos se comprueba que el P. amboinicus tiene una gran actividad
cicatrizante en heridas de diabéticos frente al extracto de J. chlorostachya. De este modo, cabe
resaltar el aporte investigativo que brinda el presente trabajo, ya que nos proporcionara mayor
accesibilidad a medicamentos de bajo costo y eficacia comprobada en el futuro después de
pruebas clinicas, los cuales ayudaran al cambio de la matriz productiva en el &mbito de los
encadenamientos productivos, utilizacion de plantas ancestrales y aumento de fuentes de

trabajo en los diversos sectores.
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Gréfico No. 48-3. Andlisis de varianzas ANOVA de un factor

One Way Analysis of Variance miércoles, marzo 04, 2015, 17:54:17
Data source: Data 1 in Notebook1

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0,065)

Equal Variance Test: Passed (P =0,199)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
K1 (No diabético+ vehiculo) 3 0 26,899 2,072 1,196
K2 (diabético+ vehiculo) 3 0 23,108 0,310 0,179
K5 (diabético + Ju.200 mg/mL) 3 0 21,163 0,265 0,153
K6 (diabético + Jus. 400 mg/mL 3 0 22,827 1,131 0,653
K7 (diabético + P1.200 mg/mL) 3 0 17,816 1,931 1,115
K8 (diabético + P1.400 mg/mL) 3 0 17,401 0,0860  0,0497
Source of Variation DF SS MS F P

Between Groups 6 215352 35,892 24,781  <0,001

Residual 14 20,277 1,448

Total 20 235,630

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P = <0,001).

Power of performed test with alpha = 0,050: 1,000

Realizado por: Francisco Vélez C.
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Gréfico No. 49-3. Analisis mediante Test de TUKEY para comparacion de los grupos

experimentales
Miércoles, marzo 04, 2015, 17:54:17

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p o} P P<0,050

K1 (No diabé vs. K8 (diabétic 9,498 7 13,670 <0,001 Yes
K1 (No diabé vs. K7 (diabétic 9,083 7 13,073 <0,001 Yes
K1 (No diabé vs. K5 (diabétic 5,736 7 8,256  <0,001 Yes
K1 (No diabé vs. K6 (diabétic 4,072 7 5,861 0,013 Yes
K1 (No diabé vs. K2 (diabéti 3,791 7 5,456 0,023 Yes
K2 (diabéti vs. K8 (diabétic 5,707 7 8,213  <0,001 Yes
K2 (diabéti vs. K7 (diabétic 5,292 7 7,616 0,002 Yes
K2 (diabéti vs. K5 (diabétic 1,945 7 2,799 0,467 No
K2 (diabéti vs. K6 (diabétic 0,281 7 0,404 1,000 Do Not Test
K6 (diabétic vs. K8 (diabétic 5,426 7 7,809 0,001 Yes
K6 (diabétic vs. K7 (diabétic 5,011 7 7,212 0,002 Yes
K6 (diabétic vs. K5 (diabétic 1,664 7 2,395 0,631 Do Not Test
K5 (diabétic vs. K8 (diabétic 3,762 7 5,414 0,024 Yes
K5 (diabétic vs. K7 (diabétic 3,347 7 4,817 0,051 No
K7 (diabétic vs. K8 (diabétic 0,415 7 0,597 0,999 No

A result of "Do Not Test" occurs for a comparison when no significant difference is found between two
means that enclose that comparison. For example, if you had four means sorted in order, and found no
difference between means 4 vs. 2, then you would not test 4 vs. 3 and 3 vs. 2, but still test 4 vs. 1 and 3 vs. 1
(4 vs. 3and 3 vs. 2 are enclosed by 4 vs. 2: 4 3 2 1). Note that not testing the enclosed means is a procedural
rule, and a result of Do Not Test should be treated as if there is no significant difference between the means,
even though one may appear to exist.

Realizado por: Francisco Vélez C.

3.9. Analisis De Toxicidad Aguda

Se realizd el estudio de la toxicidad aguda del extracto del P. amboinicus, para lo cual se
administro una dosis de 2000 mg/kg de peso para cada animal del grupo asignado para dicho
estudio. Los pardmetros tomados en cuenta fue el movimiento del animal, la prensibilidad, la
dilatacion de pupilas, y finalmente la mortalidad; no existi6 ningin cambio en el
comportamiento de los animales luego de la administracion del extracto.

Ademés se hicieron cortes histopatoldgicos de los rifiones, higado y estomago de cada
individuo, en las placas analizadas se observo que no existié ninguna variacion en la anatomia
de cada drgano, los cuales se mantuvieron en las condiciones iniciales al tratamiento. Asi, fue

verificada la inocuidad que la planta presenta para el consumo.
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CONCLUSIONES

1. Se obtuvieron los extractos metandlicos de Plectranthus amboinicus y de Justicia
chlorostachya mediante reflujo y se separ6 los compuestos fendlicos presentes en dicho
extracto, los extractos presentaron color amarillo y rojo, lo cual nos demostraban la presencia de
gran cantidad de compuesto fendlicos presentes.

2. Se procedi6 a realizar la caracterizacion fitoquimica de los extractos de ambas especies
vegetales, lo mas resaltante en ambos extractos es la presencia de gran cantidad de compuestos
fendlicos, sobre todo flavonoides y antocianinas, sin descartar presencia de compuestos como

catequinas, quinonas, etc.

3. Se indujeron los animales a diabetes con dosis bajas y seguidas de estreptozotocina
durante varios dias para producir la enfermedad de tipo Il, se comprob6 que los animales se
convirtieron en diabéticos mediante lecturas de glicemias luego de la induccion , y se mantuvo

un control en la alimentacion para evitar problemas a causa de la patologia.

4, Se comprobd el efecto cicatrizante de los geles elaborados con los extractos obtenidos
de ambas plantas, y se determiné un tiempo limite para finalizar el tratamiento, al término del
tiempo establecido se concluy6 que el tratamiento mas eficaz fue el gel elaborado con extracto
de P. amboinicus a la dosis de 400 mg/kg de peso. Ademas el Unico tratamiento con el cual la

costra cayd totalmente fue el antes mencionado.

5. Se realizé el andlisis de toxicidad aguda del extracto de P. amboinicus a una dosis de
2000 mg/kg de peso durante catorce dias durante los cuales se evaluaron diversos parametros
como la movilidad del animal, caida del pelo, prensibilidad, dilatacién de pupilas, etc. Ademas
se realizaron cortes histopatoldgicos de los 6rganos farmacocinéticos y se evidencié que no
hubo ninguna alteracién a nivel anatomico, por lo cual se puede concluir que la planta es inocua

a dosis elevadas.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar estudios mas exhaustivos de las especies vegetales utilizadas en
este estudio, para de este modo determinar las moléculas presentes en éstas y que son causantes
de la actividad biologica.

2. Gracias al estudio pudimos concluir que existe una cicatrizacién en pacientes diabéticos,
por lo cual seria Optimo elaborar una formulacion que permite su féacil aplicacion en los

pacientes.
3. Es aconsejable, ampliar el presente trabajo para elucidar el correcto mecanismo de

accion de los componentes de P. amboinicus y J. chlorostachya en la cicatrizacién, es decir

estudiar los productos naturales del pais desde el enfoque mecanistico.
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ANEXOS

Anexo A. Determinacién de humedad

Anexo B. Preparacion de los extractos de Justicia chlorostachya (rojo) y
Plectranthus amboinicus (verde)
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Anexo C. Tamizaje Fitoquimico de Justicia chlorostachya

Anexo D. Tamizaje Fitoquimico de Plectranthus amboinicus

89



Anexo E. Preparacion de los geles para actividad cicatrizante

Anexo F. Induccién de diabetes a los ratones
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Anexo G. Lecturas de glicemias a los animales por puncién submaxilar

TRUEread

Anexo H. Induccién de las heridas a los ratones diabéticos
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Anexo |. Diferentes estadios de la cicatrizacion de los ratones diabéticos inducidos
por estreptozotocina
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