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RESUMEN

Se determind el efecto cicatrizante de los extractos metandlicos de Plectranthus amboinicus y
Justicia chlorostachya, mediante los ensayos in vitro de inhibicién de hialuronidasa y veneno de
cobra (Naja naja), realizados en el Laboratorio de Fitofarmacia y Anéalisis Instrumental de la
Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. Donde se utilizé
distintos tratamientos por cada planta empleada, los cuales fueron: 0.005 g/mL - 0.01 g/mL vy
0.02 g/mL de la parte flavéonica de Plectranthus amboinicus y Justicia chlorostachya para los
diferentes andlisis. Se empleé un blanco negativo y un control donde se presentard la mayor
actividad de los ensayos realizados. Los diferentes extractos se lograron mediante extraccién
por soxhlet y reflujo a partir de 50 gramos de la parte aérea seca de las distintas plantas
utilizadas. Los resultados obtenidos en la inhibicién de hialuronidasa fueron satisfactorios en los
tratamientos con Plectranthus amboinicus con un 82.5% de inhibicién en la dosis de 0.02 g/mL
y con los tratamientos de Justicia chlorostachya en menor proporcién. En los resultados
conseguidos para la inhibicién de veneno de cobra los tratamientos de Plectranthus amboinicus
fueron satisfactorios en comparacién con los tratamientos de Justicia chlorostachya. Se
recomienda continuar con la investigaciéon en el analisis de inhibicién de hialuronidasa respecto
a los extractos de Justicia chlorostachya, utilizando un método que permita medir de mejor

manea la cantidad de n-acetilglucosamina liberada.

Palabras claves: <INHIBICION DE HIALURONIDASA IN VITRO> <INHIBICION DE
VENENO DE COBRA IN VITRO > <PLECTRANTHUS AMBOINICUS> <JUSTICIA

CHLOROSTACHYA> <PIE DIABETICO> <CICATRIZACION> <FLAVONOIDES>



SUMMARY

The Healing Effect of Methanol Extract of Plectranthus amboinicus and Justice chlorostachya

was determined by the in vitro inhibition of hyaluronidase and cobra venom (Naja naja),

performed at the Laboratory of Phytopharmacy and Instrumental Analysis of the Sciences

Faculty of The Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. W here it was used different

treatments for each plant used, which were: 0.005 g/mL - 0.01 g/mL and 0.02 g/mL of

Plectranthus amboinicus flavonic part and Justice chlorostachya for different analysis. W hite

and negative control was used where will be presented the main activity of the trials. The

different extracts were obtained by soxhlet extraction and flow from 50 grams of the dried aerial

part of the various plants used. The results obtained in the inhibiting hyaluronidase were

satisfactory in Plectranthus amboinicus treatments with 82.5% inhibition at doses of 0.02 g/mL

and with the Justice chlorostachya treatments lesser extent. In the obtained results for the

inhibition of cobra venom the Plectranthus amboinicus treatments were satisfactory compared

to the Justice chlorostachya treatments. It is recommended further research on the analysis of

inhibition of hyaluronidase about the Justice chlorostachya extracts, using a method to better

measure the amount of n-acetylglucosamine released.

KEYWORDS: <INHIBITION OF HYALURONIDASE IN VITRO> <INHIBITION OF

COBRA VENOM IN VITRO > <PLECTRANTHUS AMBOINICUS> <JUSTICE

CHLOROSTACHYA> <DIABETIC> <HEALING> <FLAVONOIDS>



INTRODUCCION

El uso de las plantas como alternativa medicinal natural usada por los antepasados, ha sido de
gran ayuda en el tratamiento de un sin nimero de enfermedades. Por ello, la entidad cientifica
en la actualidad ha mostrado gran interés por este tipo de alternativa natural. (Prieto, S.etal. 2000.

p.28)

Este tipo de alternativa de origen natural constituye en paises subdesarrollados un recurso
valioso, aunque no se conoce con exactitud la extensién de la utilizacién a nivel global, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que cerca del 80% de la poblacién
mundial emplea las plantas como medicina natural, siendo usado los extractos o sus principios

activos en los tratamientos medicinales. (Akerele, 0.1985.p. 1)

En la amazonia ecuatoriana existen poblaciones como los huaorani los cuales desde tiempos
ancestrales han wutilizado las hojas machacadas o maceraciones de especies vegetales para

curaciones tales como heridas, cortes, fracturas entre otras. (Aragadvay, S.P.2009.p.20)

Dentro de las enfermedades crénicas que se encuentran en el Ecuador la Diabetes mellitus ha
representado un problema de salud en la actualidad, siendo la primera causa de muerte en el pais
obteniéndose un registro de 4.695 muertes, con un porcentaje de 7,44% y una tasa de mortalidad

de 29,76. (INEN,2013. http://ecuadorencifras.com)

Cuando la diabetes no ha sido controlada o su estadio es de caréacter crénico existen
complicaciones como enfermedades de tipo vascular, inmunolégicas y neurolégicas. Todo esto
conlleva al desarrollo de Ulceras en el pie, produciendo gangrenas y en el peor de los casos la
amputacién del pie. La cicatrizacion de la herida es mucha mas lenta en personas que padecen
de pie diabético, debido a la carencia de factores de generacién de queratinocitos y coldgeno,
sumado a la disminucién de irrigacién sanguinea en los miembros inferiores, lo cual hace

incapaz la regeneracién tisular. (Poretsky, L.2008.p.378)

Todo ello conlleva al desarrollo e investigacién del uso de la medicina natural como alternativa
curativa para aquellas personas que sufren de pie diabético.

El gasto en fdrmacos para la diabetes se ha duplicado en los Ultimos afios en nuestro medio,
debido a un claro desplazamiento de la prescripcién hacia los nuevos fdrmacos, hecho que

responde mas a una estrategia de marketing que a ventajas clinicas reales. (Tamayo, M.2014.p.25)



Debido a esto, es menester encontrar nuevas alternativas de tipo vegetal que faciliten el proceso
de cicatrizacién en pacientes que padecen de dicha patologia, siendo asequible al usuario, en el
Ecuador se encuentra un fadrmaco denominado trolamina el cual es utilizado para el tratamiento
terapéutico de la cicatrizaciéon en el pie diabético, aunque es efectivo, su costo no es accesible
para la poblacién que padece de esta enfermedad, por poseer bajos recursos econémicos. De
igual forma ocurre con el factor de <crecimiento epidérmico recombinante denominado
Heberprot-P® , este farmaco permite un mejor progreso en el tratamiento de pie diabético, pero
su costo es muy alto llegando alcanzar un valor de 6.857,35 délares.

(MSP. 2013. http://www .salud.gob.ec/dia-mundial-de-la-diabetes.htm )

Es asi, que se opta por la utilizacién de especies vegetales como alternativa de tipo natural
curativa como lo es la Justicia chlorostachya y Plectranthus amboinicus, cuyos componentes
secundarios como compuestos feno6licos, flavonoides, antocianinas entre otros; permiten la
regeneracién celular y por ende la inhibicién de compuestos que no permitan una mejor
cicatrizacion en personas que padecen de pie diabético, ademdas la inhibicién de la enzima
hialuronidasa nos permite obtener un método confiable y preciso, donde no se lleva a cabo la

muerte del animal de experimentacién al ser un método in vitro. (Prathiba,V., Gupta,P.D.2000.p.78)

Este tipo de investigacion conlleva a un tratamiento de bajo costo, siendo una alternativa
asequible para pacientes que sufren de pie diabético, ayudando a cumplir con el tratamiento sin
Illegar a la necrosis y por ende al amputamiento, adem s de aportar con el desarrollo de nuevas
investigaciones nacionales, siendo la diabetes mellitus uno de los principales temas a tratar en
cuanto a mayores datos de mortalidad en el Ecuador. (MSP. http://www .salud.gob.ec/dia-mundial-de-la-

diabetes.htm )



CAPITULO 1

1 MARCO TEORICO

1.1 Diabetes

Es una enfermedad de caradcter metabo6lico, proceso que transforma los alimentos en energia

para el normal funcionamiento de nuestro cuerpo humano.

Cuando los niveles de glucosa 70-110 mg/dL en la sangre se encuentran por encima, se genera
la diabetes, esto se debe a que una hormona llamada insulina provoca un fallo incrementando
los niveles de glucosa en la sangre, en pacientes con esta enfermedad, se pueden observar dos

tipos de fallas: (Balkan, B. 1991.p. 40)

. (Tipo 1) La produccién de insulina no existe o es baja.
. (Tipo Il) La insulina producida no es utilizada correctamente por las células del cuerpo.
El diagnéstico y clasificacion para la diabetes fueron desarrollados por La Asociacién

A mericana de Diabetes (ADA) y el comité asesor de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), donde su clasificacion esta mediada dependiendo de su etiologfia y caracteristicas

fisiopatolédgicas. (Figuerola, D.2009.p. 1933)

1.1.1 Complicaciones Crénicas

La diabetes al ser una enfermedad progresiva produce dafios a otros sistem as, Ilegando incluso a

la muerte en el paciente si no son tratados a tiempo. Entre las complicaciones mas graves

encontradas tenemos:

1.1.1.1 Retinopatias:

La irrigaciéon de los vasos sanguineos que se produce en la cdrnea es deteriorada, generando

oscurecimiento en la visién.



1.1.1.2 Pie diabético:

Se produce un pie diabético cuando existe un dafio en los tejidos como consecuencia de la
diabetes, provocando la Ulcera en las extremidades inferiores Ilevando a infecciones, necrosis y
en el peor de los casos el amputamiento de la parte afectada. Se incluye una hiperqueratosis
provocando dafio 6seo a nivel del talén, originando una necrosis sin el debido cuidado, todo ello
a la dificultad en el proceso de cicatrizaciéon en pacientes diabéticos. (Poretsky, L. 2008. p. 378),
existe una clasificacion de los distintos grados de severidad del pie diabético como se muestra

en el Cuadro N°1.

CUADRO N°1-1. Clasificaciéon de los grados de severidad del pie diabético de acuerdo con la

escala de W agner.

Grado 0 Pie en riesgo por presencia de enfermedad vascular periférica, neuropatia,
deformidades ortopédicas, pérdida de la visién, nefropatia, edad avanzada

Grado 1 Ulcera superficial

Grado 2 Ulcera profunda que Illega a tendén, ligamento, articulaciones y/o hueso

Grado 3 Infeccion localizada: celulitis, absceso, osteom ielitis

Grado 4 Gangrena local

Grado 5 Gangrena extensa

Fuente: Asociacién Latinoamericana de la Diabetes.

Entre los factores de riesgo como consecuencia de la asociacién de uno o méas a padecer de pie

diabético tenemos:

*Neuropatia periférica
eInfeccién
*Enfermedad vascular periférica

*Traum a

*A lteraciones de la biomecanica del pie

1.1.1.3 Hipertensidén:

La rigidez de las paredes de los vasos sanguineos se produce debido a la acumulacién de la
cantidad de glucosa, logrando que la circulacién del torrente sanguineo sea mas forzada, por
consiguiente la presién sanguinea aumenta provocando la hipertensién acompafiada de otros

factores como malos habitos alimenticios, sedentarismo, entre otros. (Tamayo,M.2014.p.25)



1.2 Cicatrizacion

Es un proceso que se produce cuando existe una herida ya sea un corte, quemadura, o algin tipo

de lesién, con el fin de regenerar los tejidos de la piel mediante células encargadas de la

proliferacion celular, donde se lleva a cabo un sin nimero de fenémenos quimicos y fisicos,

mediada por protefnas solubles (citosinas y factores de crecimiento). (Singer, A.J., Clark, R.A.1999.

p.738)

1.2.1 Procesos de cicatrizacion

Entre las fases o procesos a darse en una cicatrizacién encontramos a los siguientes:

1.2.1.1 Hemostasia - Fase aguda:

Cuando ocurre una lesién ya sea un corte o una herida se origina un dafio a nivel de los vasos

sanguineos seguido de la pérdida de células, plasma y factores de intersticio. En esta fase

intervienen los elementos celulares sanguineos los cuales inician la coagulacién por lo tanto se

forma el tapé hemostatico, donde actltan la cascada de los factores de coagulacién y agregacidén

plaguetaria. (Kirsner, R., Eaglstein, W.1993.p.653)

Dando lugar a la formaciéon del codgulo, donde las plagquetas juegan un papel importante en la

sintetizacion de factores de crecimiento los cuales estimulan la epitelizacién. (Shah, M., Ferguson,

M.W.J.1995.p.108)

1.2.1.2 Fase inflamatoria:

Células inmunolégicas como los neutréfilos migran a la herida, estos son atraidos por

mecanismos quimiotdcticos, como el factor que estimula granulocitos, macréfagos, entre otros,

asi llegando al aumento del complejo dimérico, facilitando a su ve la diapédesis. (Larjava, H., etal.

1993.p.92)

E xiste una fagocitosis de microorganismos que hayan ingresado a la herida, por medio de

enzimas especificas y radicales libres de oxigeno, donde ciertos neutréfilos se disecan con el

tap6én hemostatico y otros mueren. (Xu,J., Clark, R.1996.p.239)



Finalmente, los monocitos se transforman en macré6fagos uniéndose a proteinas que se

encuentran en la matriz extracelular, originando la fagocitosis. (Vaalamo, M., etal.1997.p. 109)

1.2.1.3 Proliferativa o de Granulacién:

En esta fase los fibroblastos son los encargados de la produccién de la matriz dérmica, logrando
Illegar a la herida desde mUsculo, tenddn, transportandose hacia la matriz laxa de fibronectina.
La falta de oxigeno en la lesién permite la liberacién de factores de crecimiento los cuales

estimulan la proliferaciéon de dichos fibroblastos. (Detmar, M., etal. 1997.p.108)

La matriz de coldgeno se forma de la migraciéon de los fibroblastos los cuales depositan

fibronectina y dcido hialurénico. (Clark, R.A.F., etal. 1990.pp.128-134)

Intervienen células periendoteliales e integrina las cuales ayudan en la estabilidad y formaci6n

de nuevos vasos sanguineos. (Folkman,J.1997.p.79)

1.2.1.4 Fase de Epitelizacién:

Los queratinocitos cierran la herida migrando hacia los bordes de la herida, asi esta puede ser

cerrada, llegando a reestablecer la barrera cutdnea. (Gabbiani, G., etal. 1978.p.76)

1.2.1.5 Fase de remodelacién o de contraccidén:

La fibronectina, &acido hialurénico, proteoglicanos y coldgeno producidos por el fibroblasto
intervienen en esta fase llegando a la reparacién de la misma, ademas de ser soporte tisular,
tanto el &4cido hialurénico como la fibronectina son degradados por enzimas. (Toole, BP. 1991. p.
305). Finalmente, la actividad celular se ve disminuida, trondndose el tejido conjuntivo rico en

coldgeno. La dermis alcanza un 70% de reparacién de la lesién. (Machesney, M., etal. 1998.p.152)

1.3 Cicatrizaciéon en pie diabético

En los pies el proceso de cicatrizacién es mucho madas lento debido a la limitacién en la
circulacién. En pacientes que poseen pie diabético la cicatrizacién por lo general es mucho ma4s
lenta lo que no ocurre con personas que no posean dicha patologfia, por todo lo mencionado
éstos pacientes han llegado a perder la parte afectada dada por la amputacién que requiere dicha

enfermedad. (Boyko, EJ., etal. 1999.p.22)



En pacientes con pie diabético que dispongan de una ulcera se origina en primer lugar una fase
inflam atoria, la cual es propensa a factores agresivos externos, como la disminucién de la
capacidad de liberacion de factores de crecimiento, citosinas, calidad del estado de granulacién,
produccién de coldgeno, células de reparaciéon y limpieza logrando el entorpecimiento de la
reparacién celular. Ademadas, se suma la Microangiopatia diabética la cual reduce la capacidad de
migraciéon y reparacion de los tejidos en el torrente sanguineo, debido a la destruccién de los

vasos sanguineos dado por la diabetes. (Malay, D.S., etal. 2006. p. 45)

La epitelizacién se encuentra bloqueada por la carencia de factores de crecimiento, como el
factor de crecimiento de los queratinocitos, el de plaquetas y el tipo de insulina. Todo esto en
conjunto favorece que el cierre de las lesiones sea en forma mas lenta de lo deseable, que haya
mayor susceptibilidad para desarrollar infecciones, ocasionado a su vez por la falta de respuesta

de los neutréfilos. (Brem, H ., etal. 2004.p.87)

En conclusién, los inconvenientes al tratarse de cicatrizaciéon del pie diabético, son por la mala
circulacién sanguinea, sensibilidad nerviosa deteriora debido a neuropatias, lo que predispone a
un sin niumero de anomalfas locales, deficiente respuesta ante los microorganismos que causen
una infecciéon, disminucién en la velocidad de reparacion celular y la debilidad en los tejidos

reparados en comparaciéon a un tejido sano. (Armstrong, D.G., etal. 2004.p. 4)

1.4 Justicia chlorostachya

CUADRO N©°2-1. Taxonomia de Justicia chlorostachya.

Nombre Cientifico Justicia chlorostachya
Reino Plantae

Phylum M agnoliophyta

Clase M agnoliopsida

Orden Scrophulariales
Familia Acanthaceae

Género Justicia

Epiteto Especifico Chlorostachya

Autor Epiteto Especifico Leonard

Fuente: Institutode Ciencias NaturalesUNAL,2007.

Es conocida como insulina vegetal en la amazonia ecuatoriana, sus hojas tienen forma ovalada,

nervios detallados y flores que van de tono rosa a naranja. Ha sido utilizada por poblaciones

prehispanicas para tratar problemas de disenterfa, adem &s de poseer propiedades alucinégenas,



sin descartar como tratamiento para des6rdenes de tipo diabético. (Poretsky, L. 2008. p. 378) En
dosis bajas se la emplea en anemia e incluso para fortificar el sistema inmune. (Blacpma, 2001.p.

95)

1.4.1 Composicién Quimica y Actividad Farmacolégica

Posee propiedades anticonceptivas, antiarritmicas y antidepresivas atribuibles a compuestos
como las saponinas y lignanos. Existe también esteroles, aceites esenciales y mucigalos.

(Stojanonska, L.2005.p. 748)

Es utilizada en forma de coccién para enfermedades de carédcter pulmonar como neumonias.
(BLACPMA, 2001. p. 95) Sin descartar el empleo de esta especie vegetal en tratamientos como la
diabetes llegando a formar un ente de atencién en los Gltimos tiempos, por ello el nombre de

insulina vegetal. (Pazmifio, C.0.2011.p.26)

1.5 Plectranthus amboinicus

CUADRO NZ°3-1. Taxonomia de Plectranthus amboinicus.

Nombre Cientifico Plectranthus amboinicus
Reino Plantae

Subreino Tracheobionta

Divisién M agnoliophyta

Clase M agnoliopsida

Subclase A steridae

Orden Lamiales

Familia Lamiaceae

Subfamilia Nepetoideae

Género Plectranthus

Epiteto Especifico Plectranthus amboinicus

Fuente: Instituto de Ciencias NaturalesUNAL,2007.

Es una especie vegetal introducida en el Ecuador por los colonos, oriunda de Cuba, encontrada
en continentes como Asia, Africa y América Latina. Tiene forma de arbusto con una altura de 1
metro, de hojas considerable, con vellosidades en toda su superficie y tallo delgado, carece de
flores. Su aroma es caracteristico por ello lleva el nombre comin. A plicada para curar dolencias
como trastornos estomacales, expectorante, ademaéas de poseer propiedades cicatrizantes.

(Menéndez, R.1999.p.110)



1.5.1 Composicién Quimica y Actividad Farmacoldégica

En hojas y tallos se han realizado ensayos fitoquimicos con etanol al 30% evidenciando la

presencia de aceites esencial, azlcares reductores, adcidos triterpénicos y flavonoides. (Timor, C.

1991.p.63)

El carvacrol es un componente secundario que se encuentra principalmente en el aceite esencial
de Plectranthus amboinicus, atribuyéndosele actividad antimicrobiana y antiinfecciosa. Existen
m etabolitos que se les atribuye propiedades curativas en resfriados, como broncodilatadores, en

asma, dolores cefalicos, antiinfeccioso y anticonvulsivante. (Roig, J.T.1974.p.693)

Entre los componentes flavénicos tenemos: apogenina, luteolina, quercetina, taxifolina en su

mayoria sin descartar crisoeriol, cirsim aritina, salvigenina. (Bricskorn, CH.1979.p.90)

1.6 Hialuronidasa (Ec 3.2.1.35)

Esta enzima posee una féormula quimica indecifrable, siendo un fermento, se la ha denominado

bajo el nombre de factor de difusién o spreading. (Wang, H.J.etal. 2002.p.22)

Se encuentra en un sin nimero se sitios del organismo humano, animales y en los extractos de
los diferentes 6rganos situados en el propio organismo como, higado, cerebro, Gtero, placenta
permitiendo la desintegracién del 4cido hialurénico por parte de la hialuronidasa. Encontrandose
en mayor proporcién en los testiculos de mamiferos, en especial en el semen, ya que los
espermatozoides al querer fecundar el 6vulo, estos necesitan disolver la cubierta de este y asi
permitir la penetraciéon, proceso mediante el cual se segrega esta enzima. (Garcia Ludefia, J.L.1958.

p.348)

De los animales a encontrar la hialuronidasa se halla en los venenos de serpientes, en especial
de los vipéridos, insectos, arafias, moluscos, entre otros, sin dejar a un lado su presencia en
bacterias tales como estafilococo, neumococo, Clostridium spp, los mas destacados, siendo los
causantes de infecciones generalizadas ya que al poseer esta enzima esta permite la degradacioén
del 4cido hialurénico y por ende permiten que la permeabilidad de la matriz extracelular se ve

afectada logrando asi su proliferacién al organismo. (Garcia Ludefia, J.L.1958.p.348)

Su obtencién se da por extracciéon de testiculos bovinos, seguida de una purificacién, al ser una

enzima se degrada a condiciones de temperaturas altas (57°C) y pH <4 y >7.5. Inactivada por



rayos X, luz ultravioleta, especies quimicas como el yodo, formol entre otras, insoluble en

alcohol y soluble en agua. (Stanley, J. 1976.p.4009)

Dentro de los componentes que constituyen la matriz extracelular en tejidos de animales se
encuentra el acido hialurénico de alto peso molecular que al ser degradado por la enzima
hialuronidasa se descompone en fragmentos de bajo peso molecular, rompiendo los enlace
glucosaminicos entre el carbono 1 de la porcién glucosamina y el carbono 4 del é&cido

hialurénico, hecho que ocurre en condiciones inflam atorias. (Wang, H.J. etal. 2002.p.22)

FIGURA N°1-1. Féormula del 4cido hialurénico

Fuente: Meyer, K.H.y Felling,J. 1950.p. 345

Al ser un mucopolisacarido el 4&cido hialurénico se encuentra estrechamente relacionado con la
permeabilidad del sistema de irrigacién siendo corresponsable de procesos inflamatorios y

alérgicos. (Kakegawa, H. 1985.p. 33)

Cuando un tejido sufre un dafio, este es propenso a padecer de alguna infeccién, la inflamacién
previene que esto suceda. (Guyton, A. 1974. p. 156) En la lesién provocada por algin agente
quimico-fisico infeccioso, se liberan sustancias mediadoras como prostaglandinas, histamina,
bradiquinina y serotonina. (Garcfa Ludefa, J.L. 1958. p. 348) Produciendo un incremento de la

permeabilidad de los vasos sanguineos y por ende su dilatacién. (Stanley,J. 1976.p.409)

1.7 Veneno de cobra (Naja naja)

Se conocen cerca de 300 especies de serpientes venenosas, entre las cuales encontramos a la
cobra de anteojos (Naja naja) perteneciente a la familia de las Elapideae, este tipo de familia
posee un veneno con una potente neurotoxina, la cual actia en la pardlisis de los musculos y
posterior paro cardiorespiratorio. Los componentes que se encuentran en el veneno de cobra

estdn formados por polipéptidos que incluyen toxinas, péptidos y unas 20 enzimas distintas,
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como la hialuronidasa generando lisis y aumentando la propagaciéon del veneno en la presa.

(Karalliedde, L. 1995.p. 74)

Existen dos tipos de mecanismos en el cuadro neurotéxico, el presinaptico es producido por
alfa-neurotoxinas, que se caracterizan por el bloqueamiento de los canales de potasio de la
porcién terminal o por beta-neurotoxinas las cuales vacian las vesiculas de acetilcolina, estas
originan un estadio inicial, llegando a la paréalisis facial, el bloqueo irreversible del receptor
nicotinico formado por las alfa y k-neurotoxinas corresponde al postsindptico provocando la

muerte del ser vivo. (Tsetlin, V., Hucho, F. 2004.p.557)
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CAPITULO 11

2 MARCO METODOLOGICO

2.1 Parte Experimental

2.1.1 Sitio De Investigacion

Este estudio se Illevé a cabo en el Laboratorio de Fitofarmacia y Andlisis Instrumental de la
Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo wubicada en la

Panamericana Sur, km 1 % correspondiente a la ciudad de Riobamba, Provincia de Chimborazo.

2.1.2 M ateria Prima

La recolecciéon de las hojas de insulina vegetal (Justicia chlorostachya) se la realizé en la
provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, parroquia Alluriquin, barrio San Miguel Km. 24
via Quito, con una temperatura constante de 23°C, de humedad 75% y por consiguiente también
se realizé la recolecciéon de las hojas del orégano orején (Plectranthus amboinicus) en la misma
provincia, parroquia Santo Domingo, barrio la aurora, a una temperatura constante de 23°C, de
humedad de 75% . Posteriormente se realizé el secado de los dos tipos de especies vegetales en
una estufa a una temperatura de 65°C por 72 horas, seguido de su respectiva trituracién para los

diferentes andlisis fisico-quimicos.

2.1.3 M ateriales, reactivos y equipos

2.1.3.1 M ateriales

. V asos de precipitacion de 50mL, 250mL y 500mL

. Espatula

. Balones aforados de 10mL, 25mL, 50mL y 100mL

. Refrigerante de bolas

. M angueras

. Pinzas para soporte universal

. Pinzas para céapsula de porcelana
. Tubos de ensayo

. Gradillas
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Céapsulas de porcelana

Balones esmerilados de 250 y 500 mL

Pipetas autom aticas graduada de 1uL-1000uL

E xtractor soxhlet

Frascos color am bar

Jeringuillas de 3m L

Puntas amarillas y azules

Papel filtro

Embudo de separaci6n

Embudo

Guantes de manejo

M ascarillas descartables

Pinzas para tubos

Pera de succi6n

M atraces

Papel aluminio

Probetas

.3.2 Equipos

Estufa

Reverbero

Agitador

M ufla

Balanza analitica

pH-metro

Centrifuga

Desecador

Rotavapor

Bomba al vacio

Espectrofotometro UV Helios- B

.3.3 Reactivos

Agua destilada y bidestilada

M etanol
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. Etanol

. Dimetilsulféxido 5%

. Cloruro de calcio 12.5m M

. Acetato de etilo

. Acido clorhidrico 10N y 1%
. Acetato de sodio 0.1M y 0.2M
. Hidréxido de sodio 0.4M

. Acido acético 0.1M y 0.2M

. Borato de sodio 0.2M

. Cloruro de sodio 0.9% 0.15M
. p-dimetilaminobenzaldehido

. hialuronidasa bovina (7900 unidades/m L)

. hialuronato de sodio

. 4cido hialurénico

. veneno de cobra

. Reactivo de Dragendorff
. Reactivo de W agner

. Reactivo de M ayer

. Cloruro férrico 5%

. M agnesio metdlico

. Reactivo de Baljet

. Reactivo de Fehling

. Alcohol amilico

. Anhidrido acético

. Cloruro de sodio polvo

. Soluciéon de ninhidrina 5%

2.2 Técnicas

2.2.1 Control de calidad de la materia prima

2.2.1.1 Determinacién de humedad

Se realiza mediante método gravimétrico, se toma 2g de muestra y se afiade a la céapsula de

porcelana debe estar tarada por 3 horas a 37°C, por consiguiente se procede a someter la

muestra por 3 horas en la estufa a 105°C con el fin de eliminar el agua que se encuentra en la
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muestra. Luego se coloca en un desecador hasta que se enfrie la muestra para su posterior peso

en la balanza analitica, obteniéndose un peso constante. (Miranda, Martha. 1992.p. 32)

Céalculo:

(M, - M)
% Humedad = ———x 100
(M, - M)

Doénde:

M, = peso de la cdpsula con la muestra

<
1

peso de la cdpsula con la muestra desecada

M = peso de la cdpsula vacia tarada

2.2.1.2 Determinacion de cenizas totales

Se lo realiza mediante método gravimétrico, se toma 2g de la muestra y se coloca se un crisol
tarado previamente, antes se somete a carbonizar la muestra permitiendo la eliminacién de todo
residuo orgénico, seguido se coloca en la mufla por 2 horas a una temperatura de 600°C,
Illegando a obtener un polvo de color blanquecino, se enfria transcurrido una vez que transcurra

el tiempo esperado y se pesa hasta valor constante. (Miranda, Martha. 1992.p. 32)

Calculo:

(M, — M,)
% Cenizas = — x 100
(M, - M)

Dénde:
M, = peso del crisol con la ceniza
M ; = peso del crisol con la muestra

M = peso del crisol vacio
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2.2.2 Ensayo fitoquimico

FIGURA N°1-2. Diagrama de obtencién 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
|

EXTRACTO ETEREQ
Medr volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar y pesar

|
EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO
EN VOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION

DURANTE 48 HORAS.
FILTRAR
|
EXTRACTO ALCOHOLICO
Medr volumen y calcular concentracion
RESIDUO SOLIDO
Secar y pesar

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

FILTRAR
|

Medi voumen § Cars Conceniracon

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

Fuente: MIRANDA M .Farmacognosiay productosnaturales,2011.p.62

2.2.2.1 Ensayo de Dragendorff

Este ensayo sirve para evidenciar la presencia de alcaloides. La muestra una vez seca se procede
a disolver en 4cido clorhidrico 1%, se calienta paulatinamente y se enfria, a continuacién se
aflade 3 gotas del reactivo de Dragendorff y se agita vigorosamente, los resultado pueden ser (+)

opalescencia, (++) turbidez definida, (+++) precipitado. (Miranda, M. 2006.p.39)

2.2.2.2 Ensayo de Mayer

Al igual que el ensayo anterior nos sirve para observar la presencia de alcaloides, procede de

igual manera se afiade 1 gota de cloruro de sodio en polvo, a continuacién se agita y se filtra, se

agrega 3 gotas del reactivo en cuestiéon, e igual se observa: (+) opalescencia, (++) turbidez

definida, (+++) precipitado. (Miranda, M. 2006.p.39)
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2.2.2.3 Ensayo de Wagner

lgual al método de Dragendorff, se affade 2 gotas del reactivo de W agner y se observa el mismo

reporte que los anteriores mencionados. (Miranda, M.2006.p.39)

2.2.2.4 Ensayo de Lieberman- Buchard

Se puede evidenciar la presencia de componentes de tipo terpénicos. La muestra es evaporada y
se disuelve en cloroformo, seguido de la afiadicién de 1mL de anhidrido acético para su
posterior homogenizacién. Las coloraciones reportadas pueden ser: rosado- azul muy réapido,
verde intenso- visible medio rdpido, verde oscuro- negro, final de la reaccién. (Miranda, M. 2006.p.

39)

2.2.2.5 Ensayo de Baljet

Este método sirve para determinar la presencia de componentes cumarinicos. Se seca la muestra
y se disuelve en etanol, se afiade 1mL del reactivo de Baljet y se reporta rojo si es positivo.

(Miranda, M. 2006.p. 39)

2.2.2.6 Ensayo de Sudéan III

A 1mL de la muestra se le agrega 1mL del reactivo de Sudan Ill, se somete a bafio M aria hasta

que el solvente se evapore. La presencia de gotitas grasas o una pelicula roja indica

componentes grasos. (Miranda, M. 2006.p.39)

2.2.2.7 Ensayo de Borntrager

Sirve para determinar la aparicién de quinonas. La muestra se seca y se disuelve en 1mL de

cloroformo, se afiade 1mL de cal sodada al 5%, si el color cambia de rosado a rojo la reaccion

es positiva. (Miranda, M.2006.p.39)

2.2.2.8 Ensayo de catequina

En un capilar la muestra es llenada, se coloca una gota en papel filtro, y se afiade carbonato de

sodio, el color verde brillante indica que la reaccion es positiva para determinacion de

catequina. (Miranda, M.2006.p.39)
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2.2.2.9 Ensayo de saponinas

Se somete a dilucién la muestra hasta cinco veces su volumen es decir si se toma 1mL del
extracto se deberfa diluir 5mL con la dilucién, se agita y se observa, la aparicién de espuma por

méas de 2 minutos indica que la reacci6n es positiva. (Miranda, M. 2006.p.39)

2.2.2.10 Ensayo de cloruro férrico

Se aflade unas gotas de tricloruro férrico 5% a la muestra, el color rojo indica que existen

componentes fendélicos. (Miranda, M. 2006.p. 39)

2.2.2.11 Ensayo de Shinoda

ImL de 4cido clorhidrico es afiadido al extracto, se coloca cinta de magnesio, se espera un lapso
de cinco minutos y se affade 1mL de alcohol amilico, se agita y reposa la muestra. En este
ensayo se evidencia dos fases la una es alcohé6lica donde los colores pueden aparecer tanto
amarillo, como naranja y rojo intenso, esta coloracién es caracteristicos de compuestos

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

2.2.3 Preparacion de los extractos de Justicia chlorostachya y Plectranthus amboinicus

Se realiza la elaboracién de los extractos de las plantas de acuerdo a los siguientes diagramas de

flujo, teniendo en consideraciéon que la parte aérea es la utilizada para los fines deseados.
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FIGURA N°2-2. Diagrama de flujo para la obtencién de extracto de Justicia chlorostachya.

30 pramos de Justicia chiorostachya

SEC0
Etanol 96°, equipo de reflujo por 3
horas, Rotavapor a sequedad

Extracto etandlico
Pedisolver con etanol 70 Tiliar
L ]
Clormfilas Extracto etanolico

Redisolver con metanol, filtrar, concentrar

L

Clorofilas Extraclo
metandlico
| Redisolver con agua: metanol (3:1)
Extracto
Extraer con acetato de etilo
¥
- 3
Fase metandlica Fase acelato de
etilo
r
TLC, Acetato de

etilo: dcide acético:
acido formico: agua
(100:11:11:286)

Fuente: MONGE,Diego.2015
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FIGURA N°3-2. Diagrama de flujo para obtencién de extractos de Plectranthus amboinicus

5eC0

35 pramos de Plectranthus amboinicus

Metanol 80°, equipo soxhlet por 8
horas, Rotavapor a sequedad

Extracto metanolico

Redisolver con etanol 70°, filtrar

Clorofilas

Extracto etandlico

Redisolver conmetanol, filtzar, concentrar

A L

Clorofilas Extracto
metandlico

Redisolver con agua: metanol (3:1)

h

Extracio

Extraer con acetato de etilo

L

Fase metandlica Fase acetato de
elilo

Concentrar

L
TLC, Tolueno:

acetato de etilo
(70:30)

Fuente: MONGE,Diego.2015
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2.2.4 Determinaci6n de la inhibicion de hialuronidasa.

Para la evaluacion de la actividad inhibitoria de la hialuronidasa se utilizaran dos estudios:
2.2.4.1 Inhibiciéon de hialuronidasa

Para la mediciéon de la cantidad de N -acetilglucosamina liberada del hialuronato de sodio se
realizan los siguientes pasos:

Exp

Tomar 50 uL de hialuronidasa bovina, la cual es disuelta en buffer acetato 0,1 M (pH=3.6).

La solucién es mezclada con 50 wuL de los fracciones flavonicas en diferentes
concentraciones de 0.005g/mL, 0.01g/mL y 0.02g/mL de cada tipo de especie vegetal
disueltos en dimetilsulféoxido al 5% . EIl grupo control fue tratado con 50 uL al 5% de
dimetilsulféoxido. Esta mezcla se somete a incubaciéon a por 20 minutos a 37°C, transcurrido
ese tiempo luego se agrega 50 uL de cloruro de calcio (12,5 mM ) para activar la enzima y se

deja incubar por 20 minutos méas a la misma temperatura.

Al término del tiempo se agrega 250 uL de hialuronato de sodio (1,2 mg/mL)y se incuba
durante 40 minutos méas a 37°C. Luego de la incubacién la mezcla es tratada con 50 uL de
NaOH 0,4 M y de 100 uL 0.2M de borato de sodio, sometida la mezcla por 3 minutos en un
baffo de agua hirviendo, se deja enfriar y posteriormente se agrega 1,5 mL de p-
dimetilaminobenzaldehido (4g de p-dimetilaminobenzaldehido fueron disueltos en 50 mL
de HCI 10N con 350 mL de acido acético glacial) y se incuba por 20 minutos a 37°C hasta
desarrollar color. La absorbancia es medida a 585 nm en un espectrofotémetro, midiendo la

cantidad de N-acetilglucosamina liberada (Shasrabudhe, A., Deodhar, M. 2010.p.299)

resandose este efector inhibidor de la siguiente manera:

O.D control—- O0.D muestra
Inhibicion (%) = ( Y)x 100
O.D control
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TABLA N°1-2.

de hialuronidasa.

Esquema de tratamientos de

acuerdo a cada especie vegetal

para la

TRATAMIENTOS

REACTIVOS

Buffer Hialuro

pH:3.6 nidasa

CaCl:

12.5m M

Hialuro

nato de

sodio

NaOH 0.4M

y N A:2B40 7

p-DM AB

BLANCO

CONTROL

MAXIMA

ACTIVIDAD

Plectranthus

amboinicus

(0.005g/m L)

extracto flavénico

Plectranthus
amboinicus
(0.01g/m L)

extracto

flavéonico

Plectranthus
amboinicus
(0.02g/m L)

extracto

flavénico

Justicia

chlorostachya

(0.005g/m L)

extracto flavénico

Justicia
chlorostachya
(0.01g/m L)

extracto

flavénico

Justicia
chlorostachya
(0.02g/m L)

extracto

flavénico

Fuente: MONGE,Diego.2015
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2.2.4.2 Veneno de Cobra (Naja naja)

. 100 ug de veneno de cobra fueron disueltos en 20 uL de solucién salina e incubado a 37°C
con 50 ug de 4cido hialurénico en 250 uL (0.2 M) disuelta en buffer acetato (pH 5.0)
contenidos en 0.15 N de cloruro de sodio. La absorbancia de dicha mezcla fue medida a 585

nm.

. Las fracciones flavénicas de cada tipo de planta han sido disueltas como en la técnica
anterior, es decir en dimetilsulféxido al 5%, para su posterior ensayo. La actividad es
expresada como n moles de N-acetylglucosamina liberada/minuto/mg de proteina. (Machiad,

D.etal. 2006.p.158)

TABLA N°2-2. Esquema de tratamientos de acuerdo a cada especie vegetal en la inhibiciéon del

veneno de cobra (Naja naja).

TRATAMIENTOS REACTIVOS

Buffer pH :5.0 Veneno de cobra Acido hialurénico
BLANCO X
CONTROL MAXIMA X X

ACTIVIDAD

Plectranthus amboinicus X X

(0.005g/m L) extracto flavdnico

Plectranthus amboinicus X X

(0.01g/m L) extracto flavénico

Plectranthus amboinicus X X

(0.02g/m L) extracto flavénico

Justicia chlorostachya X X

(0.005g/m L) extracto flavénico

Justicia chlorostachya (0.01g/m L) X X

extracto flavénico

(Justicia chlorostachya X X

(0.02g/m L) extracto flavénico

Fuente: MONGE,Diego.2015
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CAPITULO 111

3 M ARCO DE RESULTADOS,DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 Resultados y Discusiones

3.1.1 Control de calidad de la materia prima

Se tomd como referencia la Guia de Farmacognosia y Productos Naturales y en base a las

Normas Ramales para Drogas crudas, extractos y tinturas. (NRSP 309, 311 y 312) para la

obtencién de los extractos a investigar. Tomando en cuenta las determinadas antes ya descritas.

A continuacién se presentan los resultados obtenidos:

TABLA N°1-3. Control de calidad de las diferentes especiales investigadas.

ANALISIS Justicia Plectranthus Rangos dentro del limite a
EFECTUADOS chlorostachya | amboinicus aceptar (Real Farmacopea

Espafiola 2002)

CENIZAS (%) 4.5% 4% 5%

HUMEDAD (%) 13.2% 11% 14%

Fuente: MONGE,Diego.2015

En la Tabla N° 1-3 podemos observan que el porcentaje de humedad para Justicia
chlorostachya fue el de 13.2% y para Plectranthus amboinicus fue de 11%, valores que se
encuentran dentro de lo establecido o normado por la Real Farmacopea Espafiola (2002).
También podemos evidenciar que el porcentaje de cenizas totales fue de 4.5% y 4%
correspondiente a Justicia chlorostachya y Plectranthus amboinicus respectivamente, datos

acorde a los establecido por el ente regulador.

A todo ello, podemos decir que los valores tanto de humedad como los de cenizas totales
obtenidos en los diferentes andlisis de las diferentes plantas se encuentran dentro de los limites
permitidos, presentando proporciones relativamente bajas en lo referente a minerales, los cuales

no producirian impedimento en la preparacién de los extractos a obtener. (Brunenton,J. 2001.p.59)
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3.1.2 Tamizaje Fitoquimico

Tomando como referencia la bibliografia (Miranda,M.2006.p.39) se realizé el andlisis fitoquim ico.

Los resultados alcanzados fueron los siguientes:

TABLA N°2-3. Tamizaje fitoquimico de los extractos de Justicia chlorostachya. Y

Plectranthus amboinicus.

M étodo realizado Resultado Resultado Compuestos identificados
Justicia Plectranthus
chlorostachya amboinicus
Dragendorff - - Alcaloides
M ayer - - Alcaloides
W agner - - Alcaloides
Lieberman-Buchard - - Compuestos terpénicos
Baljet - ++ Cumarinas
Sudan 111 + + Grasas
Borntrager ++ ++ Quinonas
Catequina + + Catequinas
Antocianidinas t++ ++ Antocianidinas
Espum a - - Saponinas
Tricloruro férrico +++ ++ + Compuestos fenélicos
Shinoda +++ +++ Flavonoides
Resinas - + Resinas
Fehling - + Azlcares reductores

Doénde: (+) opalescencia, (++)turbidez definida), (+++) precipitado

Fuente: MONGE,Diego 2015.

En la Tabla N° 2-3 se puede observar claramente que los compuestos secundarios en mayor
cantidad son: quinonas, catequinas, antocianidinas, componentes fendlicos, flavonoides, en
ambas especies vegetales, hecho que da a entender el posible efecto inhibitorio de |la
hialuronidasa y veneno de cobra, por parte de estas sustancias de cardcter fenélico. (Timor, C.
1991. p. 63) Es asi que al encontrarse en su mayoria compuestos flavénicos, la presente

investigaciéon se la realiza con este tipo de componentes.
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3.1.3 Cromatografias en capa fina

3.1.3.1 Cromatografias del extracto de Plectranthus amboinicus

Se realizaron los respectivos ensayos de cromatografias utilizando los siguientes solventes,
tolueno: acetato de etilo (93:7), tolueno: acetato de etilo (80:20), tolueno: acetato de etilo
(70:30), y finalmente con tolueno: acetato de etilo (60:40), este UGltimo ensayo es donde se

evidencia cinco manchas visibles a la luz ultravioleta.

FIGURA N°. 1-3.Cromatografia en capa fina del extracto metané6lico de P.a. Fase M o6vil:

tolueno: acetato de etilo forma progresiva (93:7)-(80:20)-(70:30)-(60-40).

Mancha 5

Mancha 4

Mancha 3
Mancha 2
Mancha 1

Fuente: MONGE,Diego.2015

CUADRO N°1-3. Rfde los compuestos obtenidos por crom atografia de capa

fina del Plectranthus amboinicus

COMPONENTE Rf
M ancha 1 0,05
M ancha 2 0,12
M ancha 3 0,47
M ancha 4 0,80
M ancha 5 0,83

Fuente: MONGE,Diego2015.
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3.1.3.2 Cromatografias del extracto de Justicia chlorostachya.

Se wutilizaron los siguientes solventes: acetato de etilo: 4cido férmico: é4cido acético: agua
(100:11:11:26). Posteriormente, se obtuvieron cuatro manchas las cuales fueron visible a la luz

ultravioleta.

FIGURA N°2-3. Cromatografia en <capa fina del extracto metandlico de Justicia

chlorostachya. Fase Mo6vil: acetato de etilo: &acido férmico: &cido acético: agua

(100:11:11:26)

Mancha 4
Mancha 3
Mancha 2

Mancha 1

Fuente: MONGE,Diego.2015.

CUADRO N°2-3. Rfde loscompuestos obtenidos por cromatografia de

capa fina de Justicia chlorostachya.

COMPONENTE R f

M ancha 1 0,25
M ancha 2 0,35
M ancha 3 0,80
M ancha 4 0,90

Fuente: MONGE,Diego.2015.

3.1.4 Cuantificacién de Flavonoides Totales

Se utilizé como estdndar quercetina, para cuantificar los flavonoides totales presentes en las

especies vegetales a investigar, donde se elaboré una curva de calibraciéon con dicho estdndar a

distintas concentraciones, por consiguiente se calculé la concentracién de flavonoides totales

mediante la ecuacién de la curva tomando como referencia las absorbancias medidas en el
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espectrofotdémetro ultravioleta a 377nm para cada distinta planta a analizar, detallAindose a

continuacién la curva de calibracién:

FIGURA N°3-3. Curva de calibracién de quercetina.

Curva de calibracion de quercetina

| Jugul |  Abs |
| 003 >
2306
50 033
73 049

10 06|

Fuente: MONGE,Diego.2015.

En esta grafica podemos evidenciar una vez interpolado los resultados de las diferentes plantas,
es decir sus absorbancias en referencia al estdndar que para el Plectranthus amboinicus se
obtuvo una concentraciéon de 0,2mg/g de droga y 0,15mg/g de droga correspondiente a Justicia
chlorostachya. Este hecho demuestra que para cada especie vegetal analizada la cantidad de

flavonoides presentes en dichas plantas son realmente significativas.

3.1.5 Andalisis del protocolo de Inhibiciéon de hialuronidasa

TABLA N°3-3.Porcentaje de inhibicién de hialuronidasa de los extractos metanélicos de

Plectranthus amboinicus y Justicia chlorostachya.

M aterial Parte usada Concentracion % Inhibicion

(g/mL)

0.005 41.25
Plectranthus Hojas 0.01 50
amboinicus 0.02 82.5

0.005 -601.25
Justicia Hojas 0.01 -676.25
chlorostachya 0.02 _718.75

Fuente: MONGE,Diego.2015.

28



En la Tabla N° 3-3 podemos observar que en los diferentes tratamientos aplicados con los
extractos de Plectranthus amboinicus presentaron una actividad sumamente interesante en la
inhibicion de hialuronidasa, obteniendo un 82.5% en la dosis de 0.02 g/m | de fraccién flavonica,
esto quiere decir que a mayor dosis mejor efecto inhibitorio. Hecho que no ocurre con los
diferentes tratamientos de los extractos de Justicia chlorostachya, debido a que no se puede
establecer la inhibicién con este método, ya que podrian existir una mezcla de compuestos

flavonicos y/o compuestos relacionados polares, ocasionando interferencia.

TABLA N° 4-3. Efecto de los extractos metanélicos de Plectranthus amboinicus y Justicia

chlorostachya en la inhibicién de hialuronidasa del veneno de cobra.

Plectranthus amboinicus Justicia chlorostachya
TIEM PO MAXIMA 0.005g/m 0.01g/m 0.02g/m 0.005g/m 0.01g/m 0.02g/m
(SEG) ACTIVIDA L L L L L L
D

0 0,1 0,01 0,007 0,03 0,032 0,031 0,03
30 0,15 0,04 0,03 0,03 0,032 0,031 0,03
60 0,2 0,08 0,06 0,03 0,032 0,031 0,03
90 0,25 0,12 0,1 0,03 0,032 0,031 0,03
120 0,25 0,16 0,14 0,031 0,032 0,032 0,031
150 0,25 0,21 0,19 0,031 0,033 0,032 0,031
180 0,25 0,22 0,21 0,031 0,033 0,032 0,031
210 0,25 0,2 0,19 0,031 0,033 0,032 0,031
240 0,25 0,15 0,13 0,029 0,033 0,032 0,031
270 0,25 0,1 0,09 0,029 0,033 0,032 0,03
300 0,25 0,05 0,04 0,029 0,032 0,032 0,03

Fuente: MONGE,Diego.2015.
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FIGURA N~°4-3. Curva de Calibracion de la actividad de los extractos metanélicos de
Plectranthus amboinicus y Justicia chlorostachya en la inhibicién de hialuronidasa del veneno

de cobra (Naja naja).

M A XIM A ACTIVIDAD
0.005g/m L P.a
0.1 0.01g/m L P s
0028 /m L P .3
0.0058/m L J.c
0.01g/m L J.c

0.02¢g/m L J.c

Fuente: MONGE,Diego.2015.

De acuerdo a la Figura N°4-3. Los extractos de Plectranthus amboinicus presentan mejores
resultados en cuanto a los tratamientos de Justicia chlorostachya, la fraccion flavénica de
Plectranthus amboinicus a la dosis de 0.02g/mL permite una excelente inhibicién de la
hialuronidasa encontrada en dicho veneno, sin descartar las dem as dosis bajas utilizadas en esta
investigacion siendo aceptables, esto quiere decir que a dosis altas hay mayor inhibicién de
veneno de cobra. Ocurre de igual manera con los dem &s tratamientos de Justicia chlorostachya,
que también al aumentar sus dosis no se descarta un buen efecto inhibitorio. La mezcla del
veneno de cobra con el 4cido hialurénico produce una turbidez, precipitacion o floculacién del
medio, una vez que los extractos actian sobre dicha mezcla estos no permiten que la reaccidén
progrese sino que en cambio disminuya, donde los componentes flavénicos estarian
interviniendo en dicho procedimiento. (Bricskorn, Ch.etal.1979.p.90)
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CONCLUSIONES

. Se generaron los diferentes extractos metanélicos tanto de Plectranthus amboinicus como
de Justicia chlorostachya, utilizando el método de reflujo por soxhlej y reflujo, donde una
vez obtenidos los extractos fueron sometidos a separacion de componentes fendlicos, la
coloraciéon de tono amarillo y rojo de los extractos respectivamente, evidencia la presencia

de compuestos fendlicos.

. Se realizéd el tamizaje fitoquimico de los extractos metandlicos de las diferentes especies
vegetales, cuya determinacién permitié6 evidenciar la presencia de componentes de tipo

fendélico, como flavonoides y antocianinas, en su mayoria.

. Se comprobd6 la actividad inhibitoria de los extractos de Plectranthus amboinicus en la
hialuronidasa, siendo la dosis de 0.02g/m | de fraccién flavénica la méas 6ptima en este tipo

de investigacion ya que a mayor concentracién mayor inhibicién.

. Se determiné el efecto inhibitorio de los extractos de Plectranthus amboinicus y de Justicia
chlorostachya en la enzima hialuronidasa encontrada en el veneno de cobra, donde a ambas
especies vegetales se les atribuye una excelente actividad inhibitoria, cabe destacar que el

mejor tratamiento fue el del extracto de Plectranthus amboinicus en la dosis de 0.02g/m L.

. M ediante esta investigacion se puede concluir que los extractos en especial el del

Plectranthus amboinicus posee actividad inhibitoria y por ende un mejor efecto cicatrizante

en pacientes con pie diabético.
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RECOMENDACIONES

. De acuerdo al presente trabajo los extractos de Justicia chlorostachya referente al método
de inhibicién de la enzima hialuronidasa, no presenta dicha inhibicién, <como
recomendacién para futuras investigaciones, seria la de utilizar un métodos de separacién de

componentes de fase sélida, descartando asi las interferencias.

. Se recomienda seguir con la investigaciéon, referente a un método mas completo acerca de la
purificacién de los metabolitos secundarios, las <cuales son sustancias encargadas

explicitamente de la actividad bilégica.

. Serfa aconsejable realizar una formulacién de tecnolégica farmacéutica, que permita una

facil adquisicién para aquellos pacientes diabéticos.

. Cuando existe un mayor % de flavonoides que estdn presentes en los extractos metanélicos,

no se usa derivatizacién ya que estos miden absorbancias por poseer colorimétricos, se

puede utilizar métodos inmunoquimiccos, electroquim ico.

. Seguir con la investigacién en la elaboracién de una foérmula magistral para la aplicacién en

pacientes con pie diabético.
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