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RESUMEN

En la presente investigacion se determiné la actividad cicatrizante del extracto liofilizado de las
hojas de Salvia real (Salvia sagittata) mediante lesiones inducidas en ratones (Mus musculus),
para lo cual se realiz6 el control de calidad del material vegetal y del extracto; mediante el
tamizaje fitoquimico se identificd la presencia de: compuestos fenolicos, aceites, alcaloides,
triterpenos, esteroides, resinas y saponinas. Para obtener el extracto liofilizado se procedi6 a
macerar el material vegetal pulverizado en alcohol al 70%, se concentré en un rotavapor en
condiciones controladas y finalmente se procedio a liofilizar. Se realiz6 cromatografia en capa
fina para flavonoides y aceites esenciales. En la cuantificacién de fenoles y flavonoides totales
se obtuvo como resultados 843.889 + 9.623 mg GAE/100g y 166.959 + 1.045 mg QE/100g de
extracto liofilizado respectivamente. Para la evaluacion de la actividad cicatrizante se emplearon
36 ratones con lesiones inducidas, divididos en 6 grupos: control negativo (sin tratamiento), dos
controles positivos (ungliento dérmico antibidtico y extracto de Matico a 200 ppm) vy los
extractos de Salvia sagittata a concentraciones de 25, 100 y 300 ppm; la aplicacién de los
extractos se llevé a cabo mediante la forma farmacéutica de gel. Se concluyé que el gel del
extracto de Salvia sagittata a 300 ppm presentd un mejor efecto cicatrizante, ya que las heridas
se cicatrizaron en nueve dias, respecto a los 16 dias del control negativo y se complementd con
el examen histopatoldgico. Se recomienda realizar un andlisis de las otras partes de la planta

Salvia sagittata tal como raiz y tallos para conocer cual presenta la mayor actividad cicatrizante.

Palabras clave: <CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES> <BIOQUIMICA>,
<FARMACIA>, <SALVIA REAL (Salvia sagittata)>, <RATONES (Mus musculus)>,
<ACTIVIDAD CICATRIZANTE>,  <EXTRACTO LIOFLIZADO>, <LESIONES
INDUCIDAS>, <GEL>
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ABSTRACT

The healing effect of the lyophilized of the Salvia real (Salvia sagittata) leaves extract in
induced injuries of mice (Mus musculus) was determined. Quality control of the vegetal
material and extract was carried out. Phenolic compounds, oils, alkaloids, triterpenes, steroids,
resins and saponins were identified by phyto chemistry screening. Sprayed vegetal material was
marinated in alcohol at 70%, then it was cocentrated in a rotary evaporator in controlled
conditions and eventually, it was lyophilized to get the lyophilized extract. Thin layer
chromatography about flavonoids and essential oils was also carried out. Quantification of total
phenols and flavonoids we got as results 843.889 + 9.623 mg GAE/100g and 166.959 + 1.045
mg QE/100g of lyophilized extract respectively. We used 36 mice with induced injuries, which
were divided into six groups as follows: negative control (without treatment), two positive
controls (antibiotic skin ointment and matico extract to 200 ppm) and Salvia sagittata extracts
to concentrations of 25, 100 and 300 ppm. The application of these extracts was carried out by
gel. It is concluded that gel of Salvia sagittata to 300 ppm gave a better healing effect because
injuries were healed in nine days regarding 16 days of negative control and it was
complemented with the hispatologic test. It is recommended to carry out an analysis of the root

and stem of this plant to find out which one the most healing effect has.

Key words: <NATURAL AND EXACT SCIENCES> <BIO CHEMESTRY>,
<DRUGSTORE>, <SALVIA REAL (Salvia sagittata)>, <MICE (Mus musculus)>,
<HEALING EFFECT>, <LIOPHILIZED EXTRACT>, <INDUCED INJURIES>, <GEL>
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INTRODUCCION

La medicina tradicional segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define como: “un
conjunto de conocimientos, aptitudes y practicas basados en teorias, creencias y experiencias
indigenas de las diferentes culturas, sean o no explicables, usados para el mantenimiento de la
salud, asi como para la prevencién, el diagndstico, la mejora o el tratamiento de enfermedades

fisicas 0 mentales”. (Organizacién Mundial de la Salud, 2013, pp. 15)

Se estima que hay 250000 especies de plantas con flores en el mundo, entre ellas de 50000 a
70000 se emplean tanto para la medicina convencional como para la tradicional. Estas plantas

proveen metabolitos que tienen efectos terapéuticos beneficiosos para la salud humana. (Jari¢ et
al., 2018, pp. 2-4)

Las plantas medicinales se han usado desde la antigiiedad ya que son conocidas sus propiedades
curativas de enfermedades, prevenir infecciones, curar heridas, etc, todo esto sin producir
efectos secundarios graves para la persona. En consecuencia, la terapia herbal puede ser una
alternativa para el tratamiento de numerosas enfermedades, incluidas las heridas, en la
actualidad los estudios cientificos estan dependiendo cada vez més de la medicina ancestral y

estan dedicados a encontrar los mecanismos efectivos de las plantas medicinales. (Jari¢ et al., 2018,
pp. 2-4)

El Ecuador es un pais megadiverso por su variedad en flora y fauna, pues posee méas de 17.058
especies de plantas como lo sefiala el Cuarto Informe Nacional para el Convenio sobre la
Diversidad Biologica, muchas de estas especies se les atribuye propiedades curativas, es por eso
que ha sido objeto de varias visitas por parte de laboratorios internacionales con la finalidad de
estudiar nuestro ecosistema y determinar las plantas medicinales que pueden servir para la

produccién de medicamentos.

Se ha definido a las heridas como cualquier alteracién de la estructura anatbmica normal del
tejido que conduce a la pérdida de la continuidad epitelial con o sin pérdida de tejido conectivo
subyacente, asi como a la integridad anatémica y funcional del tejido vivo. Existen varios tipos
de heridas en donde se incluyen las heridas incisas, laceradas, abrasiones, contusiones, Ulceras,

quemaduras, etc. (Jarié et al., 2018, p. 6)



La cicatrizacion de heridas es un proceso altamente dinamico y complejo que involucra
multiples tipos de células, matriz extracelular (ECM) y moléculas solubles y comprende varias
fases comenzando con la hemostasia, seguida por una fase temprana inducida por la inflamacién
y luego la acumulacion provisional de la matriz y la remodelacién de la cicatriz después de la

reepitelizacion. (Dorjsembe et al., 2017, pp. 4-5)

Sin embargo, existen numerosos factores que conducen a un retraso en la cicatrizacién de
heridas, como microorganismos infecciosos contaminados, deficiencia nutricional, suministro

de sangre interrumpido y el movimiento inadecuado de las partes del cuerpo alteradas. (Jari¢ et al.,
2018, p.7)

El proceso de cicatrizacion de heridas actualmente Ilama la atencién al mundo de la medicina,
pues existen numerosos farmacos que presentan algunas alternativas que en gran parte ayudan a
restaurar la integridad de la piel, ya que las heridas son comunes en la vida cotidiana a causa de
herirnos con objetos simples como cuchillo al momento de preparar alimentos, papel, vidrio,

clavos o0 aln mas grave como heridas quirdrgicas.

Para el tratamiento de las heridas, las plantas se utilizan en forma de té, decoccion, tintura,
unguento, infusién, etc, ya que al ser baratas y accesibles son usadas generalmente por la
poblacién en general. Se ha definido que los medicamentos a base de plantas tienen efectos
secundarios menores en comparacién con los medicamentos producidos quimicamente y

ademas son mas rentables econdmicamente. (Jari¢ et al., 2018, pp. 2—4)

Laboratorios farmacéuticos tanto nacionales como internacionales han concentrado sus
esfuerzos en identificar los componentes activos y los modelos de accion de algunas plantas

medicinales, es por eso que se estan investigando varios productos a base de plantas. (Jari¢ et al.,
2018, pp. 2-4)

Valenzuela, R y colaboradores (2011) realizaron una investigacion sobre la efectividad del uso
topico de Salvia officinalis en la disminucién del indice gingival en sujetos con gingivitis,
obteniendo como resultado disminuir con mayor rapidez el indice gingival para los grupos

colutorio y dentifrico que para el control. (Valenzuela et al., 2011, p. 110)

Especificamente, se debe mencionar que trabajos investigaciones exclusivos de la planta Salvia
real (Salvia sagittata Ruiz & Pavén) sobre la actividad cicatrizante no existen en la actualidad,
es por eso que este trabajo investigativo es de gran importancia pues pretende ser un aporte a la

medicina natural tomando en cuenta los beneficios de curar heridas sin la necesidad de recurrir a



medicamentos que en ocasiones pueden ser costosos para la economia personal. Ante esta
situacion se considera importante realizar un estudio fitoquimico y farmacoldgico de la planta
Salvia sagittata para determinar que posibles metabolitos serian los responsables de actividad
cicatrizante en modelos animales como en ratones (Mus musculus) con el fin de contribuir a la

salud.

OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la actividad cicatrizante de la planta Salvia real (Salvia sagittata) mediante lesiones

inducidas en ratones (Mus musculus).

Objetivos Especificos

e Desarrollar el control de calidad del material vegetal y del extracto de la planta Salvia

sagittata.

e Cuantificar los compuestos fendlicos y flavonoides presentes en el extracto de Salvia

sagittata.

e Evaluar el proceso de cicatrizacion en ratones (Mus musculus) a través de controles

farmacoldgicos y examenes histopatoldgicos.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1. Piel

La piel es un sistema complejo y dinamico, conformando el érgano méas amplio del cuerpo
humano, con una superficie de 1,6 m? y un peso de 4 Kg, constituyendo asi el 16% del peso

corporal aproximadamente. Estd compuesta por 3 capas: epidermis, dermis y la hipodermis.
(Mojica, 2017, pp. 48-49)

La piel esta conformado por células, tejidos y componentes de la matriz extracelular, los cuales
participa en una diversidad de funciones como: proteccion frente agentes fisicos (luz UV),
mecanicos (golpes), quimicos y bacterianos, termorregulacion, cicatrizacion de las heridas, es
un 6rgano sensorial frente al dolor, temperatura y tacto, crea una barrera fisica de permeabilidad
e interviene en la sintesis de la vitamina D; todas estas funciones estan intervenidas por una o
varias capas de la piel. (Fitzpatrick, 2009, p. 57)
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Figura 1-1: Estructura de la piel
Fuente: (Marieb, 2008, p. 116)



1.1.1. Epidermis

Esta constituida por un epitelio poliestratificado queratinizante, donde se originan las glandulas
sudoriparas, las ufias y los foliculos sebéaceos. Estd compuesta por cuatro tipos de células:
queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel. (Serna et al., s.f., p. 1) Su
funcion principal es proporcionar una barrera contra dafios tanto mecanicos como del medio

ambiente. (Hidalgo, 2010, p. 1)

La epidermis al ser un epitelio no posee vasos sanguineos, por lo que se nutre por difusion a
través de capilares presentes en el tejido conectivo de la dermis. Su grosor depende de la zona
de la piel y de la friccion a la que estd sometida, es asi, que la mayoria del cuerpo humano
presenta un grosor de 0,1 mm, la cual es conocida como piel delgada, mientras que la piel
gruesa tiene un grosor de 0,5 a 1 mm, debido a que se encuentra expuesta a una friccion, como

por ejemplo las palmas de las manos, plantas de los pies, etc. (Reiriz, s.f., p. 3)

1.1.1.1. Células de la epidermis

a) Queratinocitos: conforman el 90% de las células de la epidermis y su principal funcion es
producir una proteina llamada queratina, la misma que protege a la piel como a los tejidos
subyacentes de factores como los compuestos quimicos, microorganismos y el calor. (Tortora
y Reynolds, 2002, p. 143) Los queratinocitos estan compuestos de agua entre un 72 a 80% y de

aminoéacidos especialmente de cisteina. (Rodriguez et al., 2011, p. 8)

b) Melanocitos: constituyen el 8% de las células epidérmicas, siendo su funcion principal
sintetizar un pigmento de color marrén-negro llamado melanina, el mismo que da
proteccion cutanea frente a la radiacion ultravioleta y contribuyendo ademas a la coloracion
de la piel. (Tortora y Reynolds, 2002, p. 143)

Los melanocitos poseen prolongaciones largas, con el fin de transportar granulos de
melanina conocidos como melanosomas hacia los queratinocitos, los cuales se agrupan,
creando una capa protectora sobre el nlcleo y protegiendo de esta forma al ADN nuclear de
la luz UV. (Tortora y Reynolds, 2002, p. 143)

c) Células de Langerhans: se producen en la médula dsea, las cuales se encuentran en los
estratos: basal, espinosa y granulosa de la epidermis, alcanzando mayor densidad en los dos

Gltimos estratos. (Calero y Ollague, 2007, p. 20) Estas células son afectadas facilmente por la luz



d)

UV vy participa en la respuesta inmunitaria frente a los microorganismos que ingresan en la

piel. (Tortora y Reynolds, 2002, p. 144)

Células de Merkel: se encuentran en el estrato basal de la epidermis y presenta granulos,
los mismos que sirven de almacenamiento para los neuropéptidos. (Valdés et al., 2012, p. 163)
Su funcioén es actuar como mecanorreceptores de la piel, los cuales convierten los estimulos
quimicos, electromagnéticos 0 mecanicos en impulsos nerviosos y ademas participa en el

sentido del tacto y en el movimiento direccional del pelo. (Franco et al., 2010, p. 128)

1.1.1.2. Capas de la epidermis

La epidermis estd formada por cinco estratos o capas, las mismas que estan organizadas desde la

més profunda hasta la més externa en: basal, espinosa, granulosa, licida y cornea. Todo este

proceso tiene una duracion de dos a cuatro semanas desde que se originan en la capa basal hasta

gue se produce la descamacidn en la capa cérnea. (Reiriz, s.f., p. 3)

a)

b)

d)

Capa basal o germinativa: compuesta generalmente por una fila de queratinocitos
rectangulares o cilindricos, los mismos que se encuentran en constante division celular,
produciendo grandes cantidades de células nuevas. Presentan un nucleo grande y su

citoplasma contiene organulos celulares y granulos de melanina. (Tortora y Reynolds, 2002, p.
145)

Capa espinosa: formada entre ocho a diez capas de queratinocitos, en donde empieza las
fases de maduracién y reparacion del estrato basal. Las células que se trasladan a la capa
espinosa, sufren transformaciones en su morfologia, es decir, pasan de ser columnares a

poligonales e inmediatamente empieza la produccién de la sintesis de queratina. (Valdivia et
al., 2014, p. 20)

Capa granulosa: constituidos por queratinocitos aplanados, los cuales forman entre 3 a 5
capas. Presenta en su citoplasma abundantes granulos de queratohialina, componente
precursor de la queratina. Los nucleos de estas células al eliminarse, ya no pueden realizar

sus funciones metabolicas vitales, por lo que finalmente mueren. (Tortora y Reynolds, 2002, pp.
145-146)

Capa lacida: se encuentra Gnicamente en las plantas de los pies y en las palmas de las

manos, esta constituida por dos a tres capas de células aplanadas, anucleadas y muertas,



ademés presenta una proteina denominada eleidina, la cual provee elasticidad a la

epidermis. (Badia y Garcia, 2013, p. 8)

e) Capa cornea: compuesto entre 25 a 30 filas de corneocitos, que son células muertas,
aplanadas, anucleadas y completamente queratinizadas. En esta capa se crea una red espesa,
cuya funcion es proteger a la piel en contra de agentes externos como: microorganismos,

compuestos quimicos, luz UV, etc. (Badia y Garcia, 2013, p. 8)

1.1.2. Dermis

La dermis conocida también como corion, se localiza debajo de la epidermis y presenta una
capa mas gruesa que la epidermis entre 15 a 40 veces. Posee nervios, vasos sanguineos y anexos
de la piel. Su grosor es entre 1 a 2 mm, dependiendo de la region anatémica, es decir, el grosor
de las palmas de las manos y de las plantas de los pies es de hasta 3 mm, en cambio el grosor de

los pérpados llega alcanzar hasta los 0,6 mm. (Pefia, 2007, p. 17)

La funcion principal de la dermis es dar proteccion en contra de traumatismos, ademas presenta
una funcion secretora, el cual realiza el control de la permeabilidad de la piel. (Badia y Garcia,
2013, pp. 10-11)

1.1.2.1. Estructura de la dermis

La dermis se divide en dos capas:

e Dermis papilar o superficial: es un tejido conectivo delgado y externo. Esta compuesta
por vasos sanguineos, terminaciones nerviosas, fibras de colageno, fibras elasticas y células
como: fibroblastos, mastocitos y dendrocitos. En su superficie estd constituida por papilas
dérmicas, que son proyecciones conicas y que se relaciona con la epidermis a través de
puentes, aumentando de esta manera el area de contacto entre las capas de la piel, es decir,

existe una excelente adhesion entre la epidermis y la dermis. (Valdés et al., 2012, p. 163)

Algunas papilas dérmicas estdn formadas por bucles capilares, que contribuye a la nutricion
de la epidermis, otros contienen receptores tactiles, los cuales son terminaciones nerviosas
sensibles al tacto llamadas corplsculos de Meissner. También poseen dendritas, que son
terminaciones nerviosas libres, las mismas que trasladan los impulsos y los traduce en

diferentes sensaciones como: dolor, frio, hormigueo, calor y picazén. (Tortora y Reynolds, 2002,
p. 147) (Marieb, 2008, p. 117)



Dermis reticular o profunda: es un tejido conjuntivo compacto e irregular, se encuentra en
contacto con la hipodermis y esta compuesto por fibras de colageno y fibras elasticas, estas
fibras proporcionan a la piel extensibilidad, resistencia y elasticidad. Entre las fibras se

encuentran vasos sanguineos, adipocitos, anexos cutaneos y fibras nerviosas. (Tortora y
Reynolds, 2002, p. 147) (Pr6, 2012, p. 18)

1.1.2.2. Componentes de la dermis

La dermis estd compuesta por células, tejido conjuntivo y sustancia fundamental. (Navarrete, 2003,
p. 131)

a)

b)

Células: los elementos celulares de la dermis son:

Fibroblastos: se encuentran en gran cantidad en el tejido conjuntivo y son responsables de
la sintesis de las fibras colagenas y elasticas y en la elaboracion y conservacion de la
sustancia fundamental. Los fibroblastos presentan una forma estrellada, un nucleo ovalado y

prolongaciones delgadas. (Acosta, 2006, pp. 27-28)

Mastocitos o células cebadas: Son células pertenecientes al tejido conectivo, se encuentran
en la medula 6sea y se ubican prioritariamente en la dermis y en las mucosas del aparato
urinario, respiratorio y digestivo. (Zavala et al., 2010) Los mastocitos son de gran importancia
en la homeostasis de la persona, angiogénesis, cicatrizacion de las heridas y en la proteccion
frente a agentes extrafios, el cual contribuye tanto en la inmunidad innata como en la

inmunidad adquirida. (Pazmifio y Navarrete, 2014, p. 272)

Histiocitos: son células del sistema inmunitario y provienen de los monocitos circulantes.
Son alargados, maviles y presentan forma de estrella. Los histiocitos presentes en la piel se
clasifican en tres tipos que son: Células de Langerhans (células potentes presentadoras de
antigeno), macrofagos (responsables de procesar el antigeno) y dendrocitos (encargados de
presentar a los linfocitos T). Ademas, los macrofagos y los dendrocitos tienen como funcion
la fagocitosis (englobar y digerir agentes extrafios). (Pastor y Jiménez, 2006, p. 421) (Svarch et al.,
2001, p. 151)

Tejido conjuntivo: esta constituido por tres tipos de fibras:

Fibras colagenas: componen el 70% de las fibras de la dermis y se organizan creando

haces paralelos entrecruzados. Su grosor depende de la zona en donde se encuentra, es



decir, en la dermis papilar presentan fibras delgadas, mientras, que en la dermis reticular las
fibras son mucho mas gruesas. Las fibras de colageno presentan una proteina denominada

colageno, cuya funcién es dar elasticidad y resistencia a la piel. (Badia y Garcia, 2013, p. 12)
(Navarrete, 2003, p. 131)

e Fibras elasticas: conforman el 14% de las fibras de la dermis y son el principal
constituyente del tejido conjuntivo, confiriendo elasticidad y resistencia a la piel. (Panizzardi
et al., 2015, p. 127) Estdn compuestas por microfibrillas y una proteina fibrilar llamada elastina.
Las fibras elasticas crean unas redes gruesas en medio de las haces de las fibras de
colageno, colocandose prioritariamente alrededor de las glandulas cutaneas y los foliculos

pilosos. (Pefia, 2007, p. 18)

e Fibras reticulares: forman el 0.4% de las fibras de la dermis y estan organizadas en forma
de red, interviniendo como soporte de las demas estructuras. Esta compuesta por una

proteina denominada reticulina, encargada de la estructura en forma de red. (Badia y Garcia,
2013, p. 12)

¢) Sustancia fundamental: es una sustancia amorfa, espesa y se encuentran entre las fibras,
vasos sanguineos, nervios y células. Estd compuesta por agua, proteinas, electrolitos y
mucopolisacaridos como: condroitin-sulfato, dermatan-sulfato y &cido hialurénico. Por
medio de la sustancia fundamental se transmite el oxigeno y los componentes nutritivos

destinados a las células epidérmicas. (Pefia, 2007, p. 18)

1.1.3. Hipodermis

Tejido celular subcutaneo, hipodermis o paniculo adiposo, es la capa méas profunda de la piel y
estd compuesta por células grasas Ilamadas adipocitos, los mismos que se ubican en forma de
I6bulos y se encuentran separados por tejido conjuntivo fibroso. (Navarrete, 2003, p. 131) Las
funciones de la hipodermis son: en la regulacion de la temperatura, reserva de la energia 'y en la

proteccion frente a dafios mecénicos. (valdés et al., 2012, p. 163)
1.2. Heridas
La herida es la ausencia de la integridad de la piel, debido al accionar de agentes externos tal

como cuchillos, vidrios, laminas metalicas, etc o también por agentes internos como por

ejemplo al fracturarse un hueso; en este caso se produce la pérdida del medio estéril interno,



dando como resultado una infeccién y riesgo de originarse lesiones en los tejidos adyacentes

como: musculos, vasos sanguineos y nervios. (Esteva, 2006, p. 54)

1.2.1. Clasificacion de las heridas

Las heridas se pueden clasificar en:

a)

b)

Segun la ausencia o presencia de rompimiento del tejido superficial

Heridas abiertas: existe ruptura de los tejidos blandos y son méas sensibles a contaminarse.
(Michua y Ramirez, 2016, p. 23) Son producidas por elementos cortopunzantes, por ejemplo: con

arma blanca, herida quirdrgica, venopuncidn, etc. (Asto, 2015, p. 11)

Heridas cerradas: producen hemorragia, la cual se almacena en los drganos, debajo de la
piel o en las cavidades y no presenta separacion de los tejidos blandos. Generalmente son
causadas por golpes y deben de atenderse inmediatamente debido a que pueden

comprometer la circulacién sanguinea o la funcién de un 6rgano. (Michua y Ramirez, 2016, p. 24)

Segun su grado de complejidad

Heridas superficiales o simples: dafia solo a la piel; ademas se pueden cicatrizar sin
ninguna dificultad y no tiene ningln otro tipo de complicacion durante el proceso. (Rojas,
2017, p. 11) Tal es el caso de las quemaduras de primer grado y las abrasiones o raspones

cominmente conocidas. (Asto, 2015, p. 11)

Heridas complejas o profundas: en este tipo de heridas afectan a varias partes del cuerpo
como por ejemplo: masculos, huesos, vasos sanguineos, nervios, etc; estas heridas son
bastantes profundas y se encuentran elementos contaminantes como: vidrios, polvo o arena,
etc. Son de este grupo aquellas heridas que se dificultan curarles y necesitan técnicas

especiales para su cicatrizacion. (Rojas, 2017, p. 11)

Segun el tiempo de evolucién

Heridas agudas

Las heridas agudas son aquellas que tiene un proceso ordenado durante la cicatrizacion, en un

tiempo de 7 a 14 dias y el mismo que se cicatriza por primera intencion, con el fin de reparar la
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totalidad de la estructura anatomica y funcional de la piel anteriormente lastimada. Este tipo de

heridas son provocadas por procedimientos quirdrgicos, traumatismos, quemaduras, etc.
(Gutiérrez et al., 2014, p. 11) (Jiménez, 2008, p. 149)

Existen diferentes tipos de heridas agudas:

e Heridas incisas o cortantes: son originadas por objetos punzantes como: vidrios, bisturi,
cuchillos, trozos de latas, etc, los mismos que pueden cortar los musculos, nervios y
tendones. Estas heridas tienen bordes limpios y rectos, presentan una hemorragia que puede
ser: minima, normal o excesiva; todo esto depende la localizacidn, nimero y dimension de

los vasos sanguineos afectados. (Esteva, 2006, p. 55)

e Heridas contusas: son causadas por diferentes causas como son: traumatismos, objetos
contundentes, etc. Presentan dolor, infeccion y hematomas. Estas heridas tienen
irregularidades en sus bordes y sus tejidos no son irrigados de forma regular. Las heridas

contusas necesitan primeramente un tratamiento antes del cierre por segunda intencion.
(Arribas et al., 2002, p. 249) (Esteva, 2006, p. 55)

e Heridas punzantes: a diferencia de las anteriores heridas, las punzantes son producidas por
objetos filudos como: agujas, clavos, anzuelos, mordeduras de serpientes, etc. La herida
producida es muy dolorosa, pero en cambio existe una hemorragia minima y su peligro de
infeccién es bajo, pero en cambio se considera muy peligrosa, ya que la profundidad de la

herida puede perforar 6rganos, lo que origina hemorragias internas. (Arribas et al., 2002, p. 249)
(Esteva, 2006, p. 55)

e Raspaduras, excoriaciones o abrasiones: son provocadas por un contacto intenso de la
piel con otra area mas aspera, se produce una pérdida de la epidermis, lo que causa un ardor
que desaparece pronto y una debil hemorragia. En este tipo de heridas hay que tener

precaucion ya que son las que con mayor incidencia se infectan. (Esteva, 2006, p. 56)
e Heridas avulsivas: una caracteristica de estas heridas es que se produce una separacion del
tejido del cuerpo del enfermo, ademas tenemos un abundante sangrado, un ejemplo es

comun es la tipica mordedura de los perros. (Esteva, 2006, p. 56)

e Magulladuras: son causadas por golpes, ocasionando un hematoma. Pertenecen a las

heridas cerradas. (Esteva, 2006, p. 56)
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Aplastamiento: este tipo de lesion se da cuando caen objetos pesados sobre el cuerpo, lo
que provoca fracturas en los huesos, heridas en los 6rganos y por lo que general producen

hemorragias externas en ocasiones, pero la hemorragia interna es mas abundante. (Esteva,
2006, p. 56)

Quemaduras: son producidas por contacto directo de cualquier parte del cuerpo con
objetos cuya temperatura es superior a la que se puede soportar, esto produce pérdida
celular, inflamaciones y eliminacion de liquidos debido a la ruptura de los vasos

sanguineos. (Esteva, 20086, p. 56)

Quirdrgica o postoperatoria: son causadas durante las operaciones quirdrgicas y depende

del grado de contaminacion que exista y son: (Valladares et al., 2015, pp. 1-2)

Herida limpia: es cuando se emplean técnicas correctas de asepsia, en la cual la herida se
cicatriza en circunstancias normales y no existe la presencia de necrosis. Su peligro de

contaminacién es menor al 5%. (Valladares et al., 2015, p. 2) (Concha et al., 2016, p. 1039)

Herida Limpia-Contaminada (LC): en este tipo de heridas el peligro de infeccion esta
cerca al 10% Yy existen pequefias rupturas en lo referente a asepsia o cortes que implican al

tracto digestivo, respiratorio, urinario o genital. (Concha et al., 2016, p. 1039)

Herida Contaminada: el riesgo de infeccion es del 20 al 30%, aqui existe rupturas
mayores en lo referente a técnicas de asepsia 0 que se ubican en un sitio que se encuentran
con inflamacion. Por lo general el tiempo de infeccion es de unas seis horas, si la herida no

se lo trata a tiempo. (Concha et al., 2016, p. 1039)

Herida Sucia: tiene un alto riesgo de infeccion que va del 30 al 40%, se puede notar que la
herida contiene pus en forma de un tumor, ademéas implica un orifico de los 6rganos o

también entra en contacto con materiales de desecho como: deposiciones. (Concha et al., 20186,
p. 1039)

Heridas Croénicas

La caracteristica de esta herida es que no tiene un proceso ordenado de regeneracién, es mas se

detiene en alguna fase del proceso de cicatrizacion, por lo que no permite la restauracion

anatémica y funcional de la herida. (Jiménez, 2008, p. 149)
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Para considerar que una herida sea cronica debemos tener en cuenta de que la misma no se ha

cicatrizado en un tiempo de seis semanas, lo que requiere de periodos méas largos para que se

cicatrice por completo; entonces, la cicatrizacion seria por segunda intencién. Estas heridas

también pueden ser por efecto del desarrollo de una enfermedad previa o también por un pésimo

desarrollo de una herida aguda. Las heridas cronicas mas comunes son: (Gutiérrez et al., 2014, pp.

11-14)

1.3.

Ulceras por presion: son producidas por el peso de una persona que esta en una sola
posicién sin moverse, se origina en la piel, debido a la disminucion de la circulacion
sanguinea en esa zona, lo que conduce a que el tejido inmiscuido se muera. Se caracteriza
por el aparecimiento de una zona rojiza en la piel, a continuacion aparece una ampolla,

después hay una llaga y finalmente se produce una abertura. (Esteva, 2006, p. 58)

Existen lugares especificos donde aparecen este tipo de Glceras como son: codos, hombros,
espalda, cadera, etc. Un caso tipico es el de las personas postradas, en aquellas personas que

han sido intervenidas quirtrgicamente, etc. (Esteva, 20086, p. 58)

Ulceras vasculares: Se producen por deficiencia en flujo sanguineo de las piernas de las
personas, puede llegar a ser cronica y su tratamiento ya es mas complicado. La afeccion
puede ser en partes superficiales de la piel o puede ser en partes profundas como musculos y

huesos. (Rodriguez et al., 2017, p. 83)

Ulceras neuropéticas (pie diabético): este tipo de Ulceras afecta al pie de las personas y
empieza con una ulceracion, infeccion y gangrena. (Rodriguez et al., 2017, p. 83) Las
caracteristicas son: pie caliente, aumento de volumen, con variaciones de diferente grado,

estas variaciones pueden ser a la presion, calor, sensibilidad o al dolor. (Esteva, 2008, p. 58)

Ulceras neoplasicas: son heridas cutaneas y van aumentando de tamafio progresivamente
ya gue el desarrollo del tumor penetra las capas de la piel, por lo que se produce una Ulcera
abierta, la misma que no cicatriza y mejor destruye el tejido de su alrededor. Se presentan
de distintas formas como una coliflor o como un créater de poca profundidad, que puede

llegar a formarse una fistula. (Vargas et al., 2015, pp. 96-97)

Cicatrizacion

Es un proceso de enorme complejidad, cuya finalidad es regenerar la totalidad de la piel y evitar

cualquier alteracion en su funcion, lo que resulta de importancia para sostener la homeostasis
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del individuo. (Bielsa, 2006, p. 207) Este proceso esté intervenido por proteinas solubles y células

responsables del aumento celular para la cicatrizacion del tejido lesionado. (Valencia, 2010, p. 88)

1.3.1. Tipos de cicatrizacion

e Por primera intencion: se trata de una lesion en el tejido, se produce una pequefia muerte
celular, al igual una minima ruptura de la estructura en la membrana basal, lugar donde la

cicatrizacion es mas rapida y efectiva, el tejido se repara en un corto periodo. (Vargas, 2014, p.
2259)

La cicatrizacion se realiza por union primaria y deben de tener las siguientes caracteristicas:
pequefio edema, ausencia de secrecion, en un tiempo rapido, sin que los bordes de la herida

se separen y una formacion de una pequefia cicatriz. (Salem et al., 2000, p. 91)

e Por segunda intencion: este tipo de cicatrizacion tenemos en heridas que tienen mayor
dafo del tejido y su estructura, por lo que la inflamacion es mas grande y la reduccién de
los miofibroblastos, los cuales tratan de unir los bordes de la lesion, originando un borde

con apariencia redondeada. (Vargas, 2014, p. 2259)

Podemos decir que el desarrollo es lento y da como resultado una cicatriz mas grande,

ademas existe un mayor peligro de infeccidn en la herida. (Felzani, 2005)

e Por tercera intencion o cierre primario diferido: para heridas y tejidos bastante
contaminados, este método es mas seguro para la restauracién de las heridas. El profesional
debe tener mucho cuidado en la limpieza y el cierre de la herida ocurre a partir del tercer al

séptimo dia, lo que ocurre cuando se ha rebasado el peligro de una infeccion. (Salem et al.,
2000, p. 91)

e Por Cuarta Intencion: es cuando la cura de la herida se la realiza de manera rapida por

intermedio de injertos cutaneos. (Asto, 2015, p. 13)
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Figura 2-1: Tipos de cicatrizacion
Fuente: (Asto, 2015, p. 13)

1.3.2. Proceso de cicatrizacion

Cuando ocurre una herida se produce un conjunto de procesos biol6gicos, a los cuales acuden el
organismo para recuperase, lo que conoce como proceso de cicatrizacion. Se realiza en tres

fases a la vez que son independientes y relacionadas entre si, estas son: (Salem et al., 2000, p. 90)

a) Fase inflamatoria

Es la primera fase de la cicatrizacion, ocurre en los dos siguientes dias que se ha producido la
herida. El aspecto principal de esta fase es suprimir residuos celulares y ademas preparar a la
lesion para la regeneracion del tejido. Se manifiesta clinicamente por rubor, calor, hinchazéon y

dolor. (Azcoitia, 2016, p. 6)

Ademas, esta caracterizada por las respuestas vasculares y son la coagulacion y la hemostasia, a
través de la creacion de un codgulo sanguineo y fibrina que cubre los tejidos subyacentes

evitando la oxigenacion. (Téllez y Franco, 2017, p. 1)
Se subdivide en dos etapas: la hemostasia-coagulacion y la inflamacion. En la primera las

plaquetas segregan el factor de crecimiento proveniente de las mismas, que es un quimiotactico

estimulador del crecimiento celular de la epidermis. (Téllez y Franco, 2017, p. 1)
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En la segunda los neutréfilos se trasladan al lugar de la herida inmediatamente de haber
originado la lesion, los mismos que eliminan los desechos y la contaminacion a causa de los
microorganismos a través de la fagocitosis y por la accion de los radicales libres de oxigeno
(ROS). Ademas los neutrofilos segregan citocinas proinflamatorias que activan a los

queratinocitos locales y a los fibroblastos. (Téllez y Franco, 2017, p. 1)

Luego los neutr6filos son desplazados por los macréfagos que originan citocinas y factores
Optimos para la cicatrizacién, entre los que podemos mencionar son la interleucina (IL)-1 y el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), los mismos que inducen a la activacion del factor de
sefializacion kappa B (NF-kB), éste tiene un papel principal en la multiplicacion celular y el

posterior aparecimiento de la cicatriz. (Téllez y Franco, 2017, p. 1)

También el factor de sefializacion kappa B (NF-kB), provoca la fabricacion de factores de
crecimiento que ayudan a la elaboracion de coladgeno derivados de los fibroblastos. Mientras
que el factor de crecimiento transformante (TGF-R), ayuda de forma fundamental en el proceso
de la regeneracion de la piel y actia como quimioatrayente para los monocitos, fibroblastos,

neutrofilos y linfocitos. (Téllez y Franco, 2017, p. 2)

b) Fase proliferativa

La caracteristica de esta fase es la de proliferacion del tejido de granulacién constituida
fundamentalmente por los fibroblastos y el proceso de angiogénesis. (Dwivedi et al., 2017, p. 80)

Este ocurre entre el tercer y décimo cuarto dia. (Salem et al., 2000, p. 90)

En primer lugar tenemos la formacion de un tejido de granulacién, el mismo que es
reemplazado luego por un tejido epitelizado. El coldgeno y la matriz extracelular son
sintetizados por los fibroblastos, en donde la matriz extracelular est4d formada por elastina,
proteoglicanos, procolageno y acido hialurénico. Las fibras de colageno al polimerizarse crean

fibras mas robustas, embebidas en la matriz extracelular. (Téllez y Franco, 2017, p. 2)

En la epitelizacion se separan las costras y en su lugar comienza la reconstruccion de la
epidermis encima del tejido granulado. Entonces, los queratinocitos de la cercania de la herida 'y
del bulbo piloso se trasladan, dejando una capa estratificada de queratinocitos que se
multiplican, continuando hasta que los extremos opuestos de la lesion entran nuevamente en

contacto. (Téllez y Franco, 2017, p. 2)
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En la angiogeénesis, las células endoteliales se trasladan a la parte lesionada, formando vasos
sanguineos y capilares nuevos, los mismos que llevan nutrientes y oxigeno al sector de la

herida. (Siintar et al., 2012, p. 2)

¢) Fase de remodelacién

Esta fase se inicia desde el dia 15 de producida la herida hasta que se cicatrice totalmente que
puede ser de seis a doce meses. (Salem et al., 2000, p. 90) Aqui tenemos un depdsito de matriz
constante, el mismo que permite la restauracién integral y estructural del tejido, al formarse el
coadgulo de fibrina, la matriz desaparece y el tejido de granulacion abundante en colageno
inmaduro tipo Il es reemplazado por colageno maduro tipo I, el mismo que es colageno

fundamental extracelular, siendo la primordial proteina estructural del tejido de la cicatriz.
(Téllez y Franco, 2017, p. 2)

Por dltimo disminuye la cicatriz y baja el enrojecimiento, espesor y la inflamacién. La
reduccion de la cicatriz se debe a que el TGF-B1 provoca el cambio de los fibroblastos en
miofibroblastos que se reducen debido a la presencia de filamentos de actina. Al disminuirse la
sintesis de colageno tenemos el aumento de la resistencia y la reduccién del espesor de la

cicatriz. (Téllez y Franco, 2017, p. 2)

1.3.3. Factores que influyen en la cicatrizacion

Existen varios factores que afectan a su cicatrizacion y que son:

a) Factores generales: son los que impide el proceso normal de la cicatrizacion y estos son:
(Felzani, 2005)

e Edad: es un factor importante para la cicatrizacion, ya que a mayor edad el proceso de
cicatrizacion es mas lento; es decir, que las personas de mayor edad presentan una menor
capacidad de multiplicacion celular, neovascularizacion y colagenogénesis, y la reparacion

del tejido se veria afectada. (Moreno et al., 2005, p. 135)

¢ Nutricion: es de vital importancia en el proceso de la cicatrizacion; ya que si el individuo
esta desnutrido la curacion de la herida conlleva més tiempo, debido a que la inflamacion se
prolonga, impide la funcién de los fibroblastos y disminuye la angiogénesis y la

degradacién del colageno. Hay nutrientes esenciales para la cicatrizacién de las lesiones
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entre estas tenemos la vitamina A, carbohidratos y los acidos grasos omega-3. (Singh et al.,
2017, p. 476)

Estrés: puede retardar el proceso de cicatrizacién, puede ser debido a una menor expresion

de las citocinas proinflamatorias y de algunos factores de crecimiento. (Senet, 2008, p. 8)

Habito de fumar: influyen en la cicatrizacion debido a las secuelas sobre la quimiotaxis,
funcion migratoria y los mecanismos bactericidas oxidativos en la fase inflamatoria.
Ademas disminuye el desplazamiento y la multiplicacion de los fibroblastos; el fumar

perjudica la funcién inmune, reduce la sintesis y la degradacion del colageno. (Singh et al.,
2017, p. 476)

Enfermedades: existen afecciones, las mismas que influyen en el proceso de cicatrizacion

y son:

Diabetes: esta enfermedad afecta a la cicatrizacion, disminuyendo la capacidad de curacion.
Esto ha sido estudiado en modelos experimentales utilizando ratas y en donde se ha
confirmado la disminucién de la sintesis de colageno, en la respuesta inflamatoria,

angiogénesis y la epitelizacion. (Senet, 2008, p. 7)
Alteraciones cutaneas: las cicatrices anchas y de diferente forma, se presenta en pieles que
tienen las glandulas sebaceas hiperactivas, psoriasis, eccemas y dermatitis seborreica.

(Mufioz, 2011, p. 7)

Hipertiroidismo: en esta enfermedad se produce un incremento en la disminucion del

colageno y la colagenogénesis. (Fernandez et al., 2008, p. 14)

Hipotiroidismo: se reduce la degradacion del tejido y la sintesis del coldgeno. (Fernandez et
al., 2008, p. 15)

Arteriosclerosis: presencia de colesterol y lipidos en las paredes de los vasos sanguineos,

lo que provoca una reduccion del flujo sanguineo. (Fernandez et al., 2008, p. 14)
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b)

Tratamientos farmacoldgicos: son los siguientes:

Compuestos antiinflamatorios: disminuye la epitelizacion y la reduccién de la lesién,
también influye en la multiplicacion de los fibroblastos y la produccién de la sintesis de

colageno. (San Martin, 2014, p. 6)

Vitamina C: es un cofactor imprescindible de la prolina y lisina hidroxilasa, las mismas
que intervienen en la produccion de sintesis del colageno. La deficiencia de esta vitamina
reduce el almacenamiento del colageno en el proceso de cicatrizacion y ademas modifica la

angiogénesis con presencia de hemorragias y reduccion de la resistencia de las cicatrices.
(Senet, 2008, p. 7)

Adrenalina: modifica la actividad de las defensas y ayuda a la infeccion. (Mufioz, 2011, p. 7)

Povidona yodada y agua oxigenada: demora la cicatrizacion, eliminando células durante

la etapa de proliferacion de la herida. (Fernandez et al., 2008, p. 15)

Algunas hormonas: la progesterona ayuda a la angiogénesis pero deprime la fibroplasia;

mientras que los estrégenos impiden ambas fases. (Fernandez et al., 2008, p. 15)

Factores locales: son los que interfiere de forma directa en las caracteristicas de las

lesiones durante el proceso de cicatrizacion y son las siguientes: (Gonzélez et al., 2013, pp. 133
134)

Contaminacion critica: la etapa de inflamacion perdura en el tiempo, ya que al
incrementar las bacterias en la lesion también se incrementa los glébulos blancos,
determinando un aumento en la permeabilidad de los vasos sanguineos, lo que permite el
ingreso de los leucocitos, originando un edema en la herida y una reduccion de los

fibroblastos. (Fernandez et al., 2008, p. 15)

Cuerpos extrafos: son entidades que el cuerpo humano ubica como agentes extrafios o
también el sistema inmune del huésped no lo ve como propio, asi por ejemplo tenemos a las

bacterias, el hilo de sutura, etc. (Felzani, 2005)

Los cuerpos extrafios pueden ocasionar tres incidentes: el primero ayuda a la multiplicacion
de las bacterias, originando infeccion y perjuicios en el huésped, segundo los compuestos

no bacterianos pueden obstaculizar la respuesta de proteccién que el huésped emite y dar

19



paso a la infeccion, finalmente proceden como antigenos dando respuestas inmunoldgicas

que ocasionan una larga inflamacion. (Felzani, 2005)

Tejido necrético: puede ocasionar dos tipos de inconvenientes. Primero hace de barrera lo
cual impide la accion restauradora de las células, la inflamacién se incrementa ya que los
leucocitos tienen suprimir los residuos del tejido a través de la fagocitosis y la lisis.
Segundo tenemos que el tejido necrético conforma un deposito para la multiplicacion de

bacterias. (Felzani, 2005)

Flujo sanguineo: cualquier modificacion en el flujo sanguineo de la herida afectada
provoca hipoxemia y perjudica en el proceso de la cicatrizacion y en casos mas graves
provoca necrosis del tejido. La accion de los neutr6filos se modifica aumentando el riesgo

de infecciones. (Fernandez et al., 2008, p. 14)

Edema: disminuye el flujo sanguineo a partir del incremento de la presion intersticial en los
vasos sanguineos, ademas frena la cicatrizacion al prohibir que los componentes
indispensables para este proceso de formacion, ya que baja el oxigeno en los tejidos y
aumenta el comento el contenido de didxido de carbono, dando como resultado que el

medio sea mas acido y modificando el proceso de cicatrizacion. (Gonzélez et al., 2013, pp. 133—
134)

Isquemia: ayuda a la necrosis, ademas origina una disminucion en el desplazamiento de los
anticuerpos, leucocitos, etc, lo que aumenta las posibilidades de una infeccion, al mismo
tiempo baja la contribucién de oxigeno y nutrientes indispensables para la restauracion de la

herida. (Felzani, 2005)

Hematomas: es un elemento indispensable, ya que aparta los tejidos profundos,
controlando el flujo sanguineo y la tensién aumenta la piel para que pueda alojar al

hematoma. (Gonzalez et al., 2013, pp. 134-135)

Infecciones: cuando la piel es herida, los microorganismos que se encuentran en la
superficie de la piel tienen contacto directo con los tejidos subyacentes. (Gonzalez et al., 2013,
pp. 133-134) La cicatrizacion se demora por el uso de oxigeno de las bacterias y a su vez se
aumenta ciertas sustancias que eliminan el colageno. Existen ciertas bacterias que se nutren

del nuevo tejido formado por lo que se dificulta el cierre de la herida. (Mufioz, 2011, p. 7)
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e Exceso de exudado: demora la multiplicacion de los fibroblastos, células endoteliales y

gueratinocitos, las mismas que modifican la sustancia elemental de la matriz extracelular.
(Fernandez et al., 2008, p. 15)

e Temperatura: la herida debe tener una temperatura de 37°C, pero si es inferior se tiene una
vasoconstriccion, es decir que no existe suficientes glébulos blancos en la herida, ademas

tenemos una modificacion en la trasferencia de oxigeno y nutrientes. (Fernandez et al., 2008, p.
15)

¢ Deshidratacion de la herida: al estar la herida descubierta se produce la creacion de una
costra 0 escara, la misma que actla de barrera fisica contra los queratinocitos, lo que impide

su desplazamiento a la parte ulceral. También reduce la multiplicacion y division celular.
(Fernandez et al., 2008, p. 15)

A mas de los factores mencionados, la ubicacion y tamafio de la herida son muy importantes en
la cicatrizacion, ya que una superficie con mayor contribucion vascular la cicatrizacion serd mas
segura, al igual que una herida grande necesita mas tiempo para cicatrizarse que una de herida

pequefia. (Felzani, 2005)

1.3.4. Factores relacionados con la mejora de la cicatrizacion de las heridas

a) Caracteristicas antimicrobianas

En las heridas abiertas existe mayor posibilidad de infeccién, esencialmente por las bacterias,
ademas son una puerta de acceso para las infecciones sistémicas. Si tenemos heridas
contaminadas estas cicatrizan en mayor tiempo y ademés provocan la creacion de exudados

desagradables y se originaran toxinas a causa de la muerte de las células en regeneracion.
(Houghton et al., 2005, p. 104)

Un medicamento tradicional puede impedir que esto suceda y ademas se puede constituir en la
base de un tratamiento contra las heridas y este remedio debe contener compuestos
antibacterianos y antifiingicos. (Houghton et al., 2005, p. 104)

b) Propiedades antioxidantes

En la etapa inflamatoria, el objetivo principal es la eliminacién de restos, tejido dafiado y

bacterias por neutrofilos y macréfagos que desempefian un papel en la defensa antimicrobiana y
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limpieza del tejido desvitalizado mediante la produccion de enzimas proteoliticas y especies

reactivas de oxigeno (ROS). (Sintar et al., 2012, p. 2)

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) juegan un papel vital en la curaciéon y sirven como
mensajeros celulares, estas se producen en grandes cantidades en el sitio de la herida como un
mecanismo de defensa contra las bacterias invasoras. Al mismo tiempo, el proceso de curacion
de heridas puede verse obstaculizado por la presencia de radicales libres, que pueden dafar las

células circundantes de la herida, o por infeccién microbiana. (Dwivedi et al., 2017, p. 80)

Sin embargo, la presencia de un mayor nimero de neutréfilos y ROS abruma las sustancias
antiproteasa que normalmente protegen las células de los tejidos y la matriz extracelular. En
altas concentraciones, las ROS pueden inducir dafio tisular severo e incluso conducir a la
transformacidn neoplasica disminuyendo el proceso de curacion por dafios en las membranas

celulares, ADN, proteinas y lipidos. (Siintar et al., 2012, p. 2)

Los fibroblastos pueden ser eliminados y los lipidos de la piel seran menos flexibles por exceso
de ROS. Debido a esto, el papel general de los antioxidantes es importante en el tratamiento y
manejo exitoso de las heridas. Los antioxidantes reducen estos efectos adversos de las heridas al
eliminar los productos de la inflamacion. Combinan el exceso de proteasas y ROS a menudo
formadas por la acumulacién de neutréfilos en el sitio lesionado y protegen a los inhibidores de

la proteasa del dafio oxidativo. (Suntar et al., 2012, p. 2)

El mecanismo mas probable de proteccion antioxidante es la interaccion directa de los extractos
(o compuestos) y el peréxido de hidrégeno en lugar de alterar las membranas celulares y limitar
el dafio. Se ha demostrado que los compuestos con gran capacidad de eliminacion de radicales

facilitan la cicatrizacién de heridas. (Siintar et al., 2012, p. 2)

1.4. Metabolitos secundarios que participan en la cicatrizacion

a) Flavonoides

Son compuestos fenolicos que constituyen un extenso grupo de metabolitos secundarios
vegetales, los mismos que se producen en toda la planta, ademéas encontramos en alimentos y

bebidas. (Karabin et al., 2015, p. 5)

Los flavonoides se han descrito como agentes promotores de la salud con efectos bioldgicos

probados in vitro e in vivo como: la eliminacidon de radicales libres, modulacion de la actividad
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enzimatica y la inhibicion de la proliferacion celular. Asi como sus usos potenciales empleados

como: antibioticos, anticancerigenos, antiinflamatorios o agentes estrogénicos. (Karabin et al.,
2015, p. 5)

Son elementos de bajo peso molecular, que tienen un esqueleto comun difenilpirano (Ce-C3-Ce),
que esta constituido por dos anillos fenilo (A y B) unidos a través de un anillo C de pirano
heterociclico. Se hallan en gran cantidad como glucésidos, pero también se pueden encontrar en
forma libre denominados agliconas flavonoides. También podemos encontrar como sulfatos,

dimeros o polimeros. (Quifiones et al., 2012, p. 78)

Se los clasifica en base al estado de oxidacion del anillo heterociclico (Anillo C) y del lugar del
anillo B. Cada familia tiene gran diversidad de compuestos y se diferencian por el nimero y la
ubicacion de los grupos hidroxilos y por los diferentes grupos funcionales como: metilos,
azucares, acidos organicos, etc. Se subdividen en: flavonoles, flavonas, flavanonas, isoflavonas,

antocianidinas y flavanoles. (Quifiones et al., 2012, pp. 78-79)

Propiedades

Los flavonoides junto con la vitamina C incrementa la sintesis de fibronectina extracelular y
colageno, ya que producen el incremento de fibroblastos normales de la piel. Ademas tienen
propiedades antiinflamatorias y analgésicas debido a los efectos de los antioxidantes y a la
capacidad de accionar contra la histamina y otros intermediarios de la inflamacion como son:

leucotrienos y prostaglandinas. (Asto, 2015, p. 20)

Las antocianidinas ayudan en la angiogénesis en las lesiones y en la cicatrizacion al aligerar la

reduccion de la herida y su ulterior cierre. (Asto, 2015, p. 20)
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Figura 3-1: Clasificacion de los flavonoides
Fuente: (Quifiones et al., 2012, p. 79)

b) Taninos

Son compuestos fendlicos hidrosolubles. Contienen un elevado nimero de grupos hidroxilos y
grupos funcionales, se pueden unir a proteinas y otras macromoléculas. (Porras y Lépez, 2009, p.
124) Se clasifican en dos grupos: taninos hidrolizables siendo el principal componente el &cido
galico y los taninos condensables, los principales compuestos de este grupo son los mondémeros

de flavonoides. (Guamén, 2015, p. 16)

Propiedades

La funcién de los taninos es agilizar la cicatrizacién de las heridas y la hemostatica que tiene
por finalidad parar el sangrado ya que se unen los taninos con las proteinas, para crear un
ambiente seco con baja cantidad de agua de esta manera se evita la multiplicacion de las
bacterias, por lo que se contribuye a la coagulacién y la posterior sanacion de la herida.
También es til para el cuidado de la piel, ya que actGan en la curacion de granos, espinillas y

eliminacion de grasa. (Cabezas, 2014, p. 29)
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1.5. Métodos empleados en la determinacion de fenoles y antioxidantes

1.5.1. Cuantificacion de fenoles totales

Esta cuantificacion se determiné mediante el método de Folin-Ciocalteu, el mismo que se basa
en una reaccion redox y en donde los compuestos fendlicos producen una reaccién con el
reactivo de Folin-Ciocalteu; inicialmente tiene una coloracién amarilla y que al ser reducido por

los grupos fendlicos da la formacion de un complejo de coloracion azul intenso. (Yanza, 2017, p.
49)

Reactivo de Folln
(W*, Mo®™) color
amarillo

Reactivo de Folin
reducido (W™,
Mo™) color arzdl

)
S

Figura 4-1: Fundamento de la reaccidn de Folin-Ciocalteu
Fuente: (Yanza, 2017, p. 49)

1.5.2. Ensayo de la actividad antioxidante (Método DPPH?¥*)

El método DPPH se lo realiza para evaluar el potencial de eliminacién de radicales libres de una
molécula antioxidante y es considerado como uno de los métodos colorimétricos estandar por su

facilidad para evaluar las propiedades antioxidantes de compuestos puros. (Zamani et al., 2018, p. 3)

El compuesto 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) es un radical libre estable, que se lo emplea
como un indicador que puede aceptar un radical de hidrégeno o un electrén para transformarse
en una molécula diamagnética estable denominada 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH-H) de

color amarillo. (Rahman et al., 2018, p. 14)
En presencia de antioxidantes el DPPH suele cambiar de color purpura a color amarillo palido.
El DPPH contribuye en adiciones homoliticas con otras especies de radicales R ¢, dando como

resultado derivados RDPPH-H-sustituidos. (Zamani et al., 2018, p. 3)
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Figura 5-1: Conversion de radical libre DPPH a molécula DPPH-H en presencia

de antioxidante
Fuente: (Zamani et al., 2018, p. 4)

1.6. Salvia
1.6.1. Clasificacion Taxon6mica
Tabla 1-1: Clasificacion taxondmica de la Salvia
Reino Plantae
Division Tracheobionta
Clase Magnoliophyta
Subclase Magnoliopsida
Orden Asteridae
Familia Lamiales
Subfamilia Lamiaceae
Tribu Nepetoideae
Género Salvia
Especie Salvia (S.spp)
Realizado por: Sandra Diaz, 2018
Fuente: (Guffantte, 2013, p. 13)
1.6.2. Familia Lamiaceae

También es reconocida botanicamente con el nombre de Labiatae (Labiadas), representa una de
las familias de angiospermas mas extensas, aproximadamente consta de 240 géneros y mas de
7,000 taxones distribuidos en todo el planeta. (Bazarragchaa et al., 2012, p. 169) En muchos paises

econémicamente es importante, ya que algunas de sus especies son empleadas como
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condimentos (Origanum, Thymus, Mentha), para producir aceites esenciales (Lavandula,

Pogostemon, Salvia) y como plantas ornamentales (Coleus, Salvia, Scutellaria). (Martinez et al.,
2013, p. 30)

Estas plantas poseen caracteristicas aromaticas y esta formada por hierbas o arbustos, tiene en
todas sus partes glandulas secretoras de aceites esenciales volatiles. Consta de tallos
cuadrangulares, sus hojas son opuestas, las inflorescencias estan dispuestas en forma de espigas
y conformada por grupo de flores formando un tipo de racimo, estas inflorescencias son

terminales o laterales. (Fernandez y Rivera, 2006, p. 387)

Las flores tienen un céliz bilabiado o regular de cinco piezas y la corola posee pétalos unidos,
con una porcién cilindrica y otra rasgada, conformada de cinco l6bulos parcialmente soldados y

gue dan forman de dos labios. (Fernandez y Rivera, 2006, p. 387)

1.6.3. Género Salvia

Las especies de Salvia constituyen el género méas grande en la familia Lamiaceae con més de
1000 especies distribuidas principalmente en América Central y del Sur (500 especies), Asia
Central-Mediterraneo (250 especies) y Asia Oriental (100 especies). (Li et al., 2013, p. 274) Esta

familia Lamiaceae en el Ecuador registra 21 géneros y 135 especies. (Fernandez y Rivera, 2006, p.
388)

La mayoria de las especies son hierbas perennes, pero también existen plantas anuales, arbustos
y algunos arboles. EI nombre Salvia proviene de la palabra latina "salvare", que significa
"curar”, la cual se han utilizado como planta medicinal para el tratamiento de mas de sesenta
dolencias diferentes, aunque su principal aplicacién ha sido en el tratamiento de resfriados,

bronquitis, tuberculosis, hemorragia y trastornos menstruales. (Li et al., 2013, p. 274)

1.6.4. Descripcion morfoldgica

Las especies de Salvia se reconocen facilmente por sus tallos cuadrados y por pares de hojas
opuestos, que son generalmente aterciopelados. Las hojas son a menudo rugosas, enteras,
dentadas y lobuladas. Las flores se agrupan en racimos y en forma de espinas, son generalmente
grandes y de colores brillantes, dependiendo de la especie. Las flores y los tallos son

caracteristicas clave de diagndéstico para la identificacion del género. (Kamatou et al., 2008, p. 665)

27



1.6.5. Habitat

La Salvia se produce en diferentes tipos de terreno tales como: pastos, céspedes, pefiascos,
acantilados, terrenos pedregosos, paramos, etc. El clima adecuado para su crecimiento es el
templado, no resiste los terrenos con gran cantidad de agua, asi como los inviernos muy fuertes,
pero es poco resistente a las heladas, es decir que puede soportar una temperatura de -5°C. Esta

planta es resistente a la sequia pero se dafia si este clima es prolongado. (Fernandez y Rivera, 20086, p.
389)

1.6.6. Composicion quimica

La composicion quimica de las Salvias es compleja ya que presenta gran cantidad de

metabolitos, los mismos que se localizan en las hojas y flores, entre estos tenemos:

Tabla 2-1: Compuestos identificados en especies de Salvia

Existen mas de 160 polifenoles identificados, comprenden una serie de acidos

Compuestos fenolicos fendlicos y flavonoides. Estos compuestos fendlicos incluyen &cido cafeico y sus
derivados, acido rosmarinico, acido salviandlico, acido litospérmico, acido siringico y
acidos yunnaneico

Flavonoides Luteolina, apigenina, hispidulina, kaempferol y quercetina
Con una gran variedad de terpenoides que incluyen o y B-tuyona, alcanfor, 1,8-cineol,

Aceites esenciales a-humuleno, B-cariofileno y viridiflorol. Ademés, son fuentes ricas en diterpenos y
triterpenos, como 4cido carnosico, acido ursolico, carnosol.

Carbohidratos Avrabinosa, galactosa, glucosa, manosa, Xilosa, acidos urénicos y ramnosa

Taninos

Saponinas

Resinas

Realizado por: Sandra Diaz, 2018
Fuente: (Lopresti, 2017, p. 54) (Ghorbani y Esmaeilizadeh, 2017, pp. 1-2)

1.6.7. Propiedades terapéuticas

e Antiséptica y antiinflamatoria: disminuye la inflamacion en las personas que sufren

enfermedades como: artritis reumatoide, arteriosclerosis, asma bronquial, etc.

e Afecciones estomacales: reduce e incluso elimina las flatulencias y dispepsias.

e Antifiaforético: permite controlar o evitar el excesivo sudor nocturno y la hipersudoracion

psicomatica.
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e Mejora la funcién cerebral: permite conservar uno de los principales neurotransmisores

como la acetilcolina.

e Reduccion de los sintomas menopausicos: se controla levemente la actividad estrogénica,

mediante el aceite esencial de la planta.

e Antibacterial y antiviral: los aceites esenciales inhiben el virus de DNA y RNA. (Rugel,
2017, pp. 22-23)

e Bactericidas: permite controlar las enfermedades respiratorias en general tal como: gripe,

infeccion de la garganta, etc.

e Cicatrizante: nos permite curar las lesiones como: cortes, Ulceras, etc, ademas contribuye a

la cicatrizacion e impide que la herida se infecte.

e Emenagogo: reduce parcialmente los dolores a causa de la menstruacion.

¢ Hipoglucemiante: ayuda a controlar los niveles de glucosa en la sangre.

e Relajante muscular: permite el relajamiento muscular a causa de estiramientos o esfuerzos

muy grandes producidos por falta de calentamiento.

e Bucales: util para fortalecer las encias, mediante los enjuagues bucales o también frotando

las hojas en las encias y los dientes.

e Canas: utilizado como tintes naturales para ocultar las canas. (Guffantte, 2013, p. 17)

1.6.8. Toxicidad y efectos adversos

Diversos ensayos clinicos han informado que el consumo de S. officinalis no induce efectos
secundarios graves. Sin embargo, en el caso de uso prolongado o después de una sobredosis de
extracto etandlico y aceite volatil de S. officinalis (que corresponde a mas de 15 g de las hojas)
pueden ocurrir algunos efectos no deseados como vomitos, salivacion, taquicardia, vértigo,

bochornos, reacciones alérgicas, deglucion de la lengua, cianosis e incluso convulsiones.
(Ghorbani y Esmaeilizadeh, 2017, p. 6)
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El alcanfor, la tuyona y las cetonas terpénicas se consideran los compuestos mas toxicos en S.
officinalis. Estos compuestos pueden inducir efectos toxicos en el feto y el recién nacido. Por lo
tanto, no se recomienda el consumo de S. officinalis en el embarazo y la lactancia. Los
resultados de estudios en animales han demostrado que la Dosis Letal 50 % (DL50) del aceite
de S. officinalis (cuando se consume por via oral) y el extracto metan6lico (cuando se inyecta
por via intraperitoneal) es de 2,6 g / kg y 4 g/ kg, respectivamente. (Ghorbani y Esmaeilizadeh, 2017,
p. 6)

1.7. Salvia real (Salvia sagittata Ruiz & Pavon)

Nombre Comun: Salvia azul, Salvia real

Figura 6-1: Salvia real (Salvia sagittata)
Fuente: (Oleas et al., 2016, p. 101)

Esta planta fue recogida y nombrada en 1798 por Hip6lito Ruiz Lopez y José Antonio Pavon
Jiménez, dos botanicos espafioles, que pasaron diez afios en el Pert y Chile en una comision por
el gobierno de Espafia para ir al Nuevo Mundo en busca de nuevos medicamentos y plantas

agricolas. (Mendoza y Monsalve, 2017, pp. 44-45)

1.7.1. Morfologia

e Arbusto: tiene una altura de 0.6 a 1.3 m, su ramificacion es desde la base, tiene tallos poco

frondosos, en la base el tallo es grueso, de forma cuadrangular, color verde a marrén.
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e Ramas terminales: presenta una seccion circular a cuadrangular, con un didmetro de 3a 5

mm.

e Hojas: simples, opuestas, acorazonadas, con gran nervadura, los peciolos tienen una
longitud de 3.5 a 4.5 cm, su haz es de color verde, mientras que el envés presenta un color
blanco. Las hojas son rugosas, pegajosas, tienen un olor caracteristico y vellosidades en las

dos caras.

¢ Inflorescencias: se presentan en racimos terminales con una longitud de 5 a 7 cm y tienen

dos inflorescencias laterales en su base.

e Flores: son hermafroditas, zigomorfas, son de color azulado y en su parte interna presentan
manchas en forma de lineas y de color blanco. De forma bilabiada, en donde el labio

superior termina en forma de punta mientras que el inferior tiene una forma trilobulada.

e Frutos: tienen color marrdn y se encuentran en el fondo del caliz, con una semilla en su

interior. (Terreros y Reynel, 2016, p. 58)

1.7.2. Distribucién geogréfica

Es nativa de las montafias andinas a una altura de 2900 a 3200 msnm y podemos encontrarla en
Ecuador, Colombia y Perd. Se produce en laderas poco inclinadas y despejadas, cerca de las

orillas de las acequias, quebradas, caminos, etc. (Terreros y Reynel, 2016, p. 58)

1.7.3. Usos populares

Se emplea generalmente los tallos, hojas y flores para preparar infusiones, el mismo que
presentan propiedades antiinflamatorias. En uso antiespasmadico se debe mezclar con flores de
borraja, ruda y manzanilla. También es empleado como aromatizador de productos lacteos si se

los envuelve en sus hojas, en uso ornamental es vistoso debido a sus flores. (Terreros y Reynel,
2016, p. 58)
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Lugar de investigacién

La presente investigacion se realiz6 en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, Facultad

de Ciencias, Escuela de Bioquimica y Farmacia:

e Laboratorio de Productos Naturales, Investigacion y Desarrollo
e Laboratorio de Quimica Analitica y Quimica Instrumental
e Laboratorio de Analisis Clinicos y Bacterioldgico

¢ Bioterio de la Facultad de Ciencias-Escuela de Bioquimica y Farmacia

2.2. Recoleccion del material vegetal

La planta Salvia real (Salvia sagittata) fue recolectada en la Ciudad de Riobamba, Provincia de
Chimborazo, en el mes de Noviembre del 2017, a una longitud de 78°40°44.5°W vy latitud de
1°40°16.6”’S.

2.3. Reactivo bioldgico

Para la determinacion de la actividad cicatrizante se emplearon ratones (Mus musculus),

obtenidos en el Instituto Nacional de Salud Publica (INSPI) de la ciudad de Guayaquil.

2.4. Descripcion

e NuUmero de ratones: 36

e Edad: 2-3 meses

e Sexo: hembras y machos

e Peso:25-40¢g

¢ Alimentacién: 5 gramos de balanceado por cada ratén y agua Ad libidum
e Cama: tamo de arroz previamente esterilizado

e lluminacién: 12 horas de luz y 12 horas de obscuridad
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2.5. Equipos, materiales y reactivos

25.1. Equipos

Tabla 1-2: Equipos de laboratorio empleados

METODO

EQUIPOS

Secado y trituracion de la planta

Molino Arthur H. Thomas

Estufa RedLine by Binder

Tamizaje Fitoquimico

Balanza analitica Radwag

Camara UV Chromato-VUE

Control de calidad de la planta

Balanza analitica Radwag

Estufa RedLine by Binder

Desecador

Mufla Ivymen

Control de calidad del extracto

pH-metro Accumet

Obtencion del extracto liofilizado

Refrigerador

Rotavapor Biichi

Liofilizador Thermo Savant

Sonicador Branson

Ensayo para flavonoides, fenoles y antioxidantes

Espectrofotometro Cole-Parmer

Agitador vortex MRC

Bafio maria Memmert

Balanza analitica Radwag

Crondémetro

Agitador magnético

Cromatografia en capa fina para flavonoides

Cémara UV Chromato-VUE

Determinacion de la actividad cicatrizante

Autoclave Hirayama

Balanza analitica Radwag

Refrigerador

Cémara de flujo laminar Nuaire

Realizado por: Sandra Diaz, 2018
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Materiales

Tabla 2-2: Materiales de laboratorio empleados

METODO

MATERIALES

Tamizaje Fitoquimico

Tubos de ensayo

Gradilla para tubos de ensayo

Pinza para tubos de ensayo

Reverbero

Vasos de precipitacion 250, 600 mL

Espatula

Papel aluminio

Papel filtro

Frasco ambar de 500 mL

Embudo

Tripode

Probeta de 100 mL

Pipetas graduadas de 1, 5, 10 mL

Capilares

Pera de succién

Control de calidad de la planta

Crisoles

Cépsulas

Pinza para capsula

Espétula

Reverbero

Malla metéalica

Papel filtro libre de cenizas

Vaso de precipitacion de 100 mL

Control de calidad del extracto

hidroalcoholico

Pizeta

Vaso de precipitacion de 250 mL

Pipeta graduada de 5 mL

Tubo de ensayo

Obtencion del extracto liofilizado

Baldon esmerilado de 500 mL

Frasco ambar de 1000 mL

Espatula

Papel aluminio

Papel filtro

Probeta de 250 mL
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Pipetas graduadas de 1, 5, 10 mL

Balones de aforo de 10, 25, 50, 100, 250 mL

Espatula

Pizeta

Ensayo para flavonoides, fenoles vy

L Puntas amarillas y azules para pipetas automaticas
antioxidantes

Pipetas automaticas

Tubos de ensayo

Gradillas para tubo de ensayo

Papel aluminio

Pera de succién

Capilares

Vaso de precipitacion de 100, 250 mL

Cromatografia en capa fina para Varilla de agitacion

flavonoides y aceites esenciales
Reverbero

Pipetas graduadas de 1, 5, 10 mL

Papel aluminio

Carbopol

Trietanolamina

Propilenglicol

Metilparabeno

Propilparabeno

Espétula

Hisopos

Determinacion de la  actividad | Balon de aforo de 100 mL

cicatrizante Probeta de 100 mL

Jeringuillas 1, 3, 5, 20 mL

Varilla de agitacion

Bistur{

Frascos de vidrio de 150 mL

Gasas

Papel aluminio

Algodén

Reverbero

Examen histopatolégico Cuba de vidrio

Bisturi

Casetes de biopsia

Realizado por: Sandra Diaz, 2018
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Reactivos

Tabla 3-2: Reactivos de laboratorio empleados

METODO

REACTIVO

Tamizaje Fitoquimico

Eter etilico

Alcohol potable 96%

Sudan 1l

Acido clorhidrico 1%

Acido clorhidrico concentrado

Dragendorff

Cloruro de sodio en polvo

Cloroformo

Hidroxido de sodio

Amonio al 5%

Anhidrido acético

Acido sulfdrico concentrado

Carbonato de sodio

Agua destilada

Tricloruro férrico al 5%

Acetato de sodio

Ninhidrina 2%

Alcohol amilico

Control de calidad de la planta

Acido clorhidrico al 10%

Per6xido de hidrégeno

Agua destilada

Obtencion del extracto liofilizado

Nitrogeno liquido

Agua destilada

Alcohol al 70%

Ensayo para flavonoides totales

Quercetina

Agua destilada

Nitrato de sodio 5%

Cloruro de aluminio 10%

Hidréxido de sodio 1M

Ensayo para fenoles totales

Acido galico

Agua destilada

Reactivo de Folin-Ciocalteu

Carbonato de sodio al 7,5%
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Reactivo DPPH*

Ensayo de la actividad antioxidante Metanol

Alcohol al 70%

Acetato de etilo

Cromatografia en capa fina para flavonoides Acido formico

Acido acético glacial

Agua destilada

Hexano

Acetato de etilo

Cromatografia para aceites esenciales Vainillina

Alcohol potable 96%

Acido sulfarico

Determinacion de la actividad cicatrizante Alcohol al 50%

Agua destilada

Examen histopatoldgico Formol

Realizado por: Sandra Diaz, 2018

2.6. Técnicas y métodos

Las técnicas y métodos empleados en la investigacion se resumen en la Figura 1-2.

2.6.1. Identificacion botanica

La planta fue identificada por el Ing. Jorge Caranqui, responsable del Herbario de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo. (ANEXO O)
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Recoleccion e Identificacion del material vegetal

l

v 1 v

Control de Calidad Tamizaje [ Maceracién ]
de la planta y del Fitoquimico
extracto
Sonicacion,
Concentracion y

Liofilizacion

Meétodo colorimétrico de }

) [ AICI;

‘ [ Meétodo de Folin-Ciocalteu ]

, ‘ Método DPPH* ‘

Flavonoides y Aceites esenciales ]

)

7~

vy Levaduras

Aerobios meséfilos, Escherichia coli, Mohos J

| Preparacion de geles a concentraciones de 25,
100, 200 y 300 ppm

Figura 1-2: Técnicas y métodos empleados en la investigacion
Realizado por: Sandra Diaz, 2018
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2.6.2. Acondicionamiento del material vegetal

2.6.2.1. Secado

Se empled solamente las hojas de la planta Salvia sagittata, las cuales fueron separadas
manualmente, seleccionando Unicamente las hojas sanas, que no estén incoloras o dafiadas a
causa de hongos e insectos. A continuacion se lavo las hojas eliminando el material extrafio
como: tierra, polvo, vidrio, etc y finalmente se procedi6 a secar en la estufa a una temperatura
de 45°C.

2.6.2.2. Molienda

Una vez secas las hojas, se procedio a pulverizar en un molino de cuchilla giratoria, obteniendo

particulas con un tamarfio entre 2 a 3 mm y se almacend en un lugar seco.

2.6.3. Control de calidad del material vegetal

2.6.3.1. Determinacion de cenizas totales

Se procedié a pesar 2 g de muestra molida en el crisol previamente tarado y se inciner6 en la
mufla por 2 horas a 700°C. Luego se colocO el crisol en un desecador y se peso, este

procedimiento se repiti6 hasta obtener un peso constante. (Miranda, 2002, pp. 8-9)

Féormula:
C M 100
=—— X
M

C= Porcentaje de cenizas totales

M= Masa del crisol vacio (g)

M1= Masa del crisol con la porcién de ensayo (Q)
M,= Masa del crisol con la ceniza (g)

100= Factor matematico

39



2.6.3.2. Determinacion de cenizas solubles en agua

A las cenizas totales obtenidas se afiadié 20 mL de agua destilada, se tapo el crisol y se hirvio
suavemente durante 5 minutos. La solucidn obtenida se filtrd a través del papel de filtro libre de
cenizas. El filtro con el residuo se colocé en el crisol inicial y se carboniz6 en un reverbero, para
luego incinerar en la mufla a 700°C durante 2h. Posteriormente se colocé el crisol en el

desecador y se peso, este procedimiento se repitid hasta obtener peso constante. (Miranda, 2002, p.
10)

Formula:

M, — M,

Ca= M, =M

x 100

Ca= Porcentaje de cenizas solubles en agua

M= Masa del crisol vacio (g)

M= Masa del crisol con la muestra de ensayo (g)

M,= Masa del crisol con las cenizas totales (g)

Ma= Masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)

100= Factor matematico
2.6.3.3. Determinacion de cenizas insolubles en &cido clorhidrico

A las cenizas totales obtenidas se afiadié 20 mL de acido clorhidrico al 10%, se tapd el crisol
con un vidrio reloj y se procedi6 a hervir durante 10 minutos. Se lavé el vidrio reloj con 5 mL

de agua destilada caliente y se unid al contenido del crisol. (Miranda, 2002, p. 9)

Posteriormente se filtrd la solucion a través de un papel filtro libre de cenizas, se lavé el residuo
con agua caliente hasta que el filtrado acidulado con &cido nitrico no muestre presencia de
cloruros, el cual se afiadié 2 gotas de nitrato de plata 0.1 mol/L. El filtrado con el residuo se
desecd a 105°C, se transfirio al crisol inicial y se procedié a incinerar en una mufla a una
temperatura de 700°C, durante 2 h. Transcurrido el tiempo se coloc6 al crisol a un desecador y

se peso; este procedimiento se repitié hasta obtener peso constante. (Miranda, 2002, p. 9)

40



Féormula:

c=2=M o0
M, —M

C= Porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico

M= Masa del crisol vacio (g)

M;= Masa del crisol con la muestra (g)

M,= Masa del crisol con las cenizas insolubles en &cido clorhidrico (g)

100= Factor matematico
2.6.3.4. Determinacion del contenido de humedad

Se procedié a pesar 2 g de muestra molida en una cdpsula previamente tarada, posteriormente se
trasladd a la estufa a una temperatura de 105 °C durante 3 horas, transcurrido el tiempo se
coloco la capsula al desecador y se pes6. Se colocé nuevamente la capsula en la estufa durante

1hy se volvié a pesar hasta obtener un peso constante. (Miranda, 2002, pp. 12-13)

Féormula:

M, — M,

Hg=-—2_1
9=, —m

x 100

Hg= Pérdida en peso por desecacion (%)

M= Masa de la capsula vacia (g)

M;= Masa de la cépsula con la muestra de ensayo desecada (g)
M= Masa de la cpsula con la muestra de ensayo (g)

100= Factor matemaético

2.6.4. Tamizaje fitoquimico

Con el tamizaje fitoquimico se evalla la presencia de compuestos activos de la planta, mediante
el empleo de solventes adecuados y se basa en la formacién de precipitados o cambio de color.

Es un método de analisis rapido, reproducible, econémico, que permite tener una idea de los

posibles compuestos libres o que toman forma de glicosidos de una planta. (Guaman, 2015, p. 42)
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Las pruebas del tamizaje fitoquimico se realizaron segun el esquema que se presenta en la

Figura 2-2.

30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

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

FILTRAR
[

[

EXTRACTO ETEREO

Medir yolumen y calcular concentracion

SOCar y pesar

RE SDU? SOLIDO

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

FILTRAR
|

EXTRACTO ALCOHOLICO

Medr volumen y caicular concentracion

RESIDUO SOLIDO

Secar y pesar

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

FILTRAR
Il

CTO

EXTRA U0SO
Medr volumen y calkcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

Figura 2-2: Esquema de extraccion sucesiva del material vegetal para efectuar los

ensayos respectivos del tamizaje fitoquimico
Fuente: (Miranda, 2002, p. 17)

Una vez obtenido los extractos se realizaron los ensayos correspondientes para cada uno, como

se detalla a continuacidn
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EXTRACTO ETEREO

I
DIVIDIR EN FRACCIONES

5mL 5LL

ENSAYO DE BALJET
E(ISCSE'?TYE(‘.? \P gRﬁgA%l)\N (LACTONAS Y COUMARINAS)

S 'mL
ENSAYO DE LIEBERMAN-BUCHARD
(TRITERPENOS-ESTEROIDES)

15 mL (dividir en 3 porciones)
ENSAYOS DE DRAGENDORFF

MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES)

Figura 3-2: Reacciones efectuadas en el extracto etéreo
Fuente: (Miranda, 2002, p. 18)

EXTRACTO ALCOHOLICO
|
DIVIDIR EN FRACCIONES
|
imL 2mL amL ‘ 2‘mL
ENSAYO DE ENSAYO DE Sl ENSAYO DE 2mL ENSAYO DE )
CATEQUINAS FEHLING ENSAYO DE Cl Fe gggﬁ\’m%%%ﬂ - HEEN%[LJ\EDO ; 6 ML en 3 porciones
(AZ REDUCTORES) 3 ( ) ENSAYOS DE DRAGENDORFF
LIEBERMAN-BUCHARD |FENOLES Y TANINOS
[TRITERPENOS-ESTERDIDES i ) (QUINOKAS) MAYER Y WAGNER
2mL {ALCALOIDES)
ENSAYO DE 2mL
RESINAS 2mL ENSAYO DE 2mL
ENSAYO DE BALJET ummgg‘u%g) ENSAYO DE
LAGTORAS) ANTOCIANIDINA
2mL
ENSAYO ESPUMA 2ml
(SAPONNAS) ENSAYO DE
SHINCDA
[FLAVONDIDES)
Figura 4-2: Reacciones efectuadas en el extracto alcoholico
Fuente: (Miranda, 2002, p. 18)
EXTRACTO ACUOSO
DIVIDIR EN FRACCIONES
6 ML en 3 porciones
ENSI&K?ERD‘I? %%%%%DORFF 10 mL
(ALCALOIDES) EATJ%LE%%ES
2 mL
ENSAYO DE SHINODA .
(FLAVONOIDES) 10 2 GOTAS
ENSAYO DE
2 mL PRINCIPIOS AMARGOS
ENSAYO DE FEHLING
(AZ. REDUCTORES)
2 mL
ENSAYO DE CLORURO 2'mL
FERRICO ENSAYQ DE ESPUMA
(TANINOS) (SAPONIMNAS)

Figura 5-2: Reacciones efectuadas en el extracto acuoso

Fuente: (Miranda, 2002, p. 19)
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2.6.5. Obtencidn del extracto hidroalcohélico de Salvia sagittata

Se pes6 100 g de la planta molida y con ayuda de un embudo se transfirié a un frasco ambar.
Posteriormente se agregd 1000 mL de alcohol al 70%, macerando por 72 horas. Transcurrido el
tiempo se procedid a filtrar y el extracto obtenido se almacend en un frasco &mbar para su

posterior utilizacion en el control de calidad y obtencion del extracto liofilizado.

2.6.6. Obtencidn del extracto liofilizado de Salvia sagittata

Se colocd el extracto hidroalcohdlico en un balén esmerilado, el mismo que se llevé a un
rotavapor a 50°C, eliminando todo el disolvente a través de una destilacion a vacio y obteniendo
de esta manera un extracto bruto. Posteriormente se empled bafios de ultrasonido durante 30
minutos, se transfirid el extracto en un vaso de liofilizacion, se someti6 a congelacién

empleando nitrégeno liquido e inmediatamente se coloco en el liofilizador.

Se abri6 la valvula de vacio y se encendi6 la bomba de vacio ocurriendo el proceso de

sublimacion. El proceso de liofilizacion se realiz6 por varias horas hasta que la muestra se

encuentre completamente seca, logrando finalmente obtener un extracto seco, el mismo que se

los almacend en un desecador para evitar que entre nuevamente la humedad.

2.6.7. Control de calidad del extracto hidroalcoholico

2.6.7.1. Determinacion de los requisitos organolépticos

e Determinacion del color: en un tubo de ensayo totalmente limpio y seco, se adiciond 5 mL
del extracto y posteriormente se observd color, presencia de particulas y separacion de las
capas. (Miranda, 2002, p. 51)

2.6.7.2. Determinacion del pH

Primero se calibr6 el pH-metro empleando una solucion buffer, se procedié a colocar el

electrodo en el extracto y se registré el valor del pH dado por el equipo. (Miranda, 2002, p. 54)
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2.6.8. Cromatografia en capa fina

2.6.8.1. Analisis cromatografico para flavonoides

Se disolvié una pequefia cantidad del extracto liofilizado en alcohol al 70%, a través de un
capilar se colocé la muestra en la placa cromatogréafica de silica gel con soporte de aluminio y
se dejo secar. Luego se transfirié la placa a un vaso de precipitacion de 250 mL, en la cual se
encontraba la fase movil que fue Acetato de etilo: acido férmico: acido acético glacial: agua
(100: 11: 11: 18), se tapo con papel aluminio y se dejo hasta que el solvente recorriera las tres
cuartas partes de la placa. Finalmente se retird la placa, se dejé secar y se observé en la cdmara
uv.

2.6.8.2. Analisis cromatografico para aceites esenciales

Se disolvié una pequefia cantidad del extracto liofilizado en acetato de etilo, a través de un
capilar se coloco la muestra en la placa cromatografica de silica gel con soporte de Aluminio y
se dejo secar. Luego se transfirid la placa a un vaso de precipitacion de 250 mL, en la cual se
encontraba la fase movil que fue Hexano: Acetato de etilo (3:1), se tapd con papel aluminio y se

dejo hasta que el solvente recorriera las tres cuartas partes de la placa.

Posteriormente se retird la placa, se dejé secar y se reveld con (Vainillina: Etanol) y (Etanol:
Acido sulfurico) en proporcion de (1:6) y (80:20) respectivamente. Finalmente se sometio a

calor hasta la aparicion de las manchas.

Calculo:
Distancia recorrida de la muestra
"~ Distancia recorrida del solvente
2.6.9. Cuantificacion de fenoles totales

Se realiz6 la curva de calibracién utilizando como solucion estandar acido géalico a
concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm, se prepar6 la muestra problema a partir del

extracto liofilizado.
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Procedimiento: En un baldon de aforo de 25 mL, se colocd 250 pL de la solucion estandar o de
la muestra problema, luego se agregd 15 mL de agua destilada y 1.25 mL del reactivo de Folin-
Ciocalteu. Posteriormente se vorterizd por 30 segundos, se dejé en obscuridad durante 8
minutos, se adicion6 3.75 mL de solucion de carbonato de sodio al 7.5% y se aforé con agua

destilada.

Se vorterizé durante 5 segundos dejando en obscuridad por 2 horas. Finalmente se midié en el

espectrofotometro la absorbancia a una de onda de 765 nm.

2.6.10. Cuantificacion de flavonoides totales

El contenido total de flavonoides se determiné empleando el método colorimétrico de cloruro de
aluminio; en donde se elabord la curva de calibracién, empleando como solucién estandar
quercetina a concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm. Posteriormente se procedio a
preparar la muestra problema a partir del extracto liofilizado. Una vez preparadas la solucion

estandar y la muestra problemas se realizé el siguiente procedimiento:

En un tubo de ensayo seco y limpio se colocd 1 mL de la solucidn estandar o de la muestra
problema, luego se adicioné 4 mL de agua destilada y 0.3 mL de solucion de nitrato de sodio
5%. Se coloco los tubos de ensayo en obscuridad durante 5 minutos, transcurrido el tiempo se
agregd 0.3 mL de cloruro de aluminio 10%, se vorterizd durante 1 minuto y se colocd

nuevamente en obscuridad por 5 minutos.

Posteriormente se afiadié 2 mL de hidréxido de sodio 1M, se vorteriz6 por 15 segundos y se
dejo6 en obscuridad por 15 minutos. Finalmente se midio la absorbancia en el espectrofotometro

a una longitud de onda de 510 nm.

2.6.11. Ensayo de la actividad antioxidante (Método DPPH¥*)

Se pesd 6,9 mg del reactivo DPPH* y se aford a 250 mL con metanol. Se procedi6é a medir la
absorbancia en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 517 nm cada 30 minutos hasta
que el reactivo se encuentre dentro del rango entre 0.6 a 0.8 para poder realizar el ensayo
correspondiente. Posteriormente se prepar0 las muestras del extracto y de la solucion estandar
(&cido galico) a concentraciones de 10, 20, 50, 100, 200, 500 y 1000 ppm.

Procedimiento: En un tubo de ensayo se colocé 3.9 mg de la solucion de DPPH* agregando

100 pL de muestra del extracto o solucion estandar llevando a bafio maria a 37°C durante 30
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minutos. Transcurrido el tiempo se dejo en obscuridad durante 20 minutos midiendo la
absorbancia a la misma longitud de onda utilizada. Se repiti6 el procedimiento con cada una de

las concentraciones preparadas.

2.6.12. Control microbiol6gico

El anélisis microbioldgico se realiz6 en un laboratorio independiente (SAQMIC), empleando los
siguientes métodos de ensayo para la determinaciéon de: coliformes totales (INEN 1529-7),
aerobios mesofilos (INEN 1529-5) y mohos y levaduras (INEN 1529-10). (ANEXO P)

2.6.13. Determinacion de la actividad cicatrizante

2.6.13.1. Preparacion de los geles

Los extractos liofilizados de Matico (Eupatorium glutinosum) y Salvia real (Salvia sagittata)
fueron diluidos en alcohol al 50%, de los cuales se obtuvo las siguientes concentraciones: para

el Matico a 200 ppm y con la Salvia real a 25, 100 y 300 ppm.

Procedimiento: Se prepard una suspension coloidal de carbopol, previamente hidratada (24
horas), posteriormente se agregd el extracto a las concentraciones definidas, se adiciond unas
pocas gotas de propilenglicol y trietanolamina y se homogenizd. Finalmente se adiciond unas

gotas de metil y propilparabeno, se mezclé; obteniendo el gel respectivo.

2.6.13.2. Fase de induccién de la herida en los ratones (Mus musculus)

Se aplicd crema depilatoria Veet en la zona a depilar durante 5 minutos y con ayuda de una gasa
himeda se procedi6 a retirar la crema. Se procedié a poner un ratén en cada jaula y se dejé en
observacion durante 24 horas, con el propdsito de destacar reacciones alérgicas.

Transcurrido el tiempo se anestesié al raton por via subcutanea empleando lidocaina (solucién

inyectable), se sefial6 la zona de incision y con ayuda de un bisturi se realizé el corte con una

longitud de 1.5 cm.
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2.6.13.3. Fase de tratamiento

Se utiliz6 un total de 36 animales de experimentacion divididos en grupos de 6, subdivididos en
3 machos y 3 hembras respectivamente. En la cual cada grupo fue asignado de la siguiente

manera:

Tabla 4-2: Distribucion de los grupos experimentales

Control (-) Control (+) Extracto C1 = Extracto C2 Extracto C3
Al Bl C1 D1 El F1
A2 B2 C2 D2 E2 F2
A3 B3 C3 D3 E3 F3
Ad B4 C4 D4 E4 F4
A5 BS C5 D5 E5 F5
A6 B6 C6 D6 E6 F6

Realizado por: Sandra Diaz, 2018

Donde:

A: grupo sin tratamiento

e B: grupo tratados con medicamento (Unguiento Dérmico Antibiotico)

e C: grupo tratados con gel a base de extracto de Matico (Eupatorium glutinosum) a 200 ppm

e D: grupo tratados con gel a base de extracto de Salvia sagittata (C1) a 25 ppm

e E: grupo tratados con gel a base de extracto de Salvia sagittata (C2) a 100 ppm

F: grupo tratados con gel a base de extracto de Salvia sagittata (C3) a 300 ppm

Posteriormente se aplicé con ayuda de un hisopo estéril el gel correspondiente a cada uno de los
grupos, dos veces al dia y por el tiempo necesario hasta que se cicatrice completamente la
herida. Se recogi6 los datos de cada raton, en la cual se midi6 la longitud y ancho de la herida 'y

el tiempo de cicatrizacion.

48



2.6.13.4. Examen histopatoldgico

Una vez obtenido las heridas cicatrizadas, se procedio a sacrificar a los animales utilizando éter
etilico, luego se realizé el corte del &rea donde se encuentra la cicatriz, se colocd en los casetes
de biopsia codificadas y se trasladé a un frasco con formol, para su posterior analisis
histopatoldgico, realizado en el Hospital Oncolégico SOLCA. (ANEXO N)

2.6.13.5. Analisis estadistico
Los resultados de la investigacion fueron registrados en el programa estadistico SPSS 21, estos

datos fueron analizados por test de Anova de un factor y test de Tukey para la determinacion de

la actividad cicatrizante.
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CAPITULO 1l

3. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1. Control de calidad del material vegetal

Tabla 1-3: Resultados de los parametros de calidad del material vegetal

PARAMETROS RESULTADO (%) ESPECIFICACIONES
Humedad 7.82 £0.57 14%
Cenizas totales 450 +0.16 5%
Cenizas solubles en agua 1.79 £0.30 2%
Cenizas insolubles en acido 0.91 +0.07 1%
clorhidrico

Realizado por: Sandra Diaz, 2018

La determinacion del contenido de humedad evalta la eficiencia del proceso de secado y el
almacenamiento del material vegetal. La existencia de una gran cantidad de agua en la planta
provocara que los microorganismos, hongos e insectos crezcan en exceso y ademas se originara
la hidrolisis de los distintos metabolitos, causando el deterioro del material vegetal; por lo que
es importante obtener un valor dentro de las especificaciones establecidas; es asi que el
resultado obtenido de las hojas de Salvia sagittata es del 7.82%, valor que se encuentra dentro

del rango determinado por la Real Farmacopea Espafiola (2002). (World Health Organization, 2011, p.
33) (Vidaurre et al., 2007, p. 127)

Los resultados obtenidos en cenizas totales, cenizas solubles en agua y cenizas insolubles en
acido clorhidrico fueron de 4.50%, 1.79% y 0.91% respectivamente, los mismos que se
encuentran dentro de los limites establecidos por la Real Farmacopea Espafiola (2002), estos
resultados indicaron que las hojas siguieron un proceso adecuado de recoleccién, lavado, secado

y almacenado.

Las cenizas totales aportan la informacion acerca de la calidad del material vegetal con la que se
trabajo, ademas es un indicativo de la pureza, presencia o algun tipo de adulteracion que pueda
sufrir el material vegetal como: cuerpos extrafios, materias inorganicas, etc. (Guaycha et al., 2017,
pp. 64-65)
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El analisis de las cenizas solubles en agua proporciona la cantidad de metales pesados presentes

en el material vegetal, mientras que las cenizas insolubles en &cido clorhidrico determinan

silicatos originarias de arena y tierra silicea debido a una irregular recoleccion del material

vegetal. (World Health Organization, 2011, p. 29)

3.2. Tamizaje fitoquimico

Tabla 2-3: Resultados del tamizaje fitoquimico de la Salvia sagittata

ENSAYO

(METABOLITO)
Sudan
(Aceites y Grasas)
Dragendorff
(Alcaloides)
Mayer
(Alcaloides)
Wagner
(Alcaloides)
Baljet
(Lactonas y Cumarinas)
Liebermann-Burchard
(Triterpenos ylo
Esteroides)
Catequinas
(Catequinas)
Resinas
(Resinas)
Fehling
(Azucares reductores)
Espuma
(Saponinas)
Tricloruro férrico
(Fenoles y Taninos)
Ninhidrina
(Aminoacidos libres o
Aminas)
Borntrager
(Quinonas)

INDICADOR

Gotas o una pelicula de

color rojo

Opalescencia (+)
Turbidez  definida  (++)
Precipitado (+++)

Color rojo (++) Precipitado
rojo (+++)

Rosado-azul, verde intenso-
visible o verde oscuro-
negro (Positivo)

Color verde carmelita sobre
la mancha (Positivo)

Precitado (Positivo)

Color o precipitado rojo
(Positivo)

Altura mas de 2 mm y
permanencia por mas de 2
minutos (Positivo)
Coloracion azul, rojo-vino o
verde intenso (Positivo)
Coloracion azul violaceo
(Positivo)

Fase  superior  acuosa
alcalina de color rosado

(++), color rojo (+++)
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EXTRACTO
ETEREO

()

©)

©)

©)

©)

(+4)

(NA)

(NA)

(NA)

(NA)

(NA)

(NA)

(NA)

EXTRACTO
ETANOLICO

(NA)

()

©)

(+)

©)

+++

©)

(+++4)

(++4)

(+4)

G

©)

EXTRACTO

ACUOSO

(NA)

(+4)

*)

(++)

(NA)

(NA)

(NA)

(NA)

(++4)

(*++)

(NA)

(NA)



Shinoda Coloracion amarillo, (NA) +) (++)
(Flavonoides) naranja, carmelita o rojo en

el alcohol amilico (Positivo)

Antocianidina Color rojo a marrén en la (NA) +) (NA)
(Flavonoides) fase amilica (Positivo)

Mucilagos Consistencia gelatinosa (NA) (NA) )
(Polisacéaridos) (Positivo)

Principios amargos y Sabor (NA) (NA) Amargo

astringentes
(Principios Amargos)

Interpretacion: (-) Negativo, (+) Baja evidencia, (++) Evidencia, (+++) Alta evidencia, (NA) No Aplica

Realizado por: Sandra Diaz, 2018

En la Tabla 2-3 muestra los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico indicando la
presencia de metabolitos para: aceites y grasas, alcaloides, triterpenos, esteroides, resinas,
saponinas, fenoles, taninos, flavonoides y principios amargos. No existen referencias
bibliogréaficas al respecto de la planta Salvia sagittata para una comparacion, sin embargo
investigaciones realizadas referentes al Género Salvia segin Ramu y Colaboradores (2012)
determind la presencia de flavonoides (&cido cafeico, quercetina y luteolina), triterpenoides y
esteroides (B-sitosterol, B-amirina) y derivados cindmicos (&cido clorogénico) en la Salvia

officinalis, algunos de los cuales son comunes en las dos especies de Salvias. (Ramu et al., 2012, p.
687)

Rugel, Priscila en el afio 2017 realizd una investigacion sobre la “Determinacion de la actividad
antiinflamatoria de la planta Salvia quitensis mediante inhibicion de edema plantar inducido por
carragenina en ratas Rattus norvegicus ”, identificando la presencia de metabolitos secundarios
como: flavonoides, triterpenos/esteroides, fenoles, alcaloides, taninos, resinas y saponinas, los

mismos que concuerdan con los resultados obtenidos en la presente investigacion. (Rugel, 2017, p.
45)

Sanchez y Colaboradores (2005) realizé la Caracterizacion farmacogndstica de Salvia officinalis
L que por medio del tamizaje fitoquimico, determind la existencia de: flavonoides, fenoles,
esteroides, triterpenos, mucilagos, azlcares, aceites esenciales, carotenos y taninos, compuestos
gue coinciden con los datos obtenidos en la Tabla 2-3 a excepcién de mucilagos, azlcares y

carotenos. (Sanchez et al., 2005)

En el analisis fitoquimico de la Salvia coccinea que crece en Cuba realizado por Sierra, et al.
(2011), se determiné la presencia de compuestos en los extractos hidroalcohdlicos de tallos,
hojas y flores los cuales fueron: saponinas, fenoles, azlcares, taninos, principios amargos,

grupos amino, alcaloides y flavonoides y que al compararlos con los resultados de la Tabla 2-3,
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podemos observar que estas especies contienen compuestos comunes en la mayoria de los

Casos. (Sierraetal., 2011, p. 57)

3.3. Control de calidad del extracto hidroalcoholico

Tabla 3-3: Control de calidad del extracto hidroalcohdlico de Salvia sagittata

PARAMETROS RESULTADO
Requisitos Color Verde oscuro
organolépticos Sabor Amargo
pH 6.23

Realizado por: Sandra Diaz, 2018

Los resultados obtenidos en la Tabla 3-3 se observan que los requisitos organolépticos
presentaron un color verde oscuro y sabor amargo, los mismos que son propio de la planta y del

solvente empleado.

El resultado obtenido en lo referente al pH fue de 6.23, siendo asi que el extracto
hidroalcohdlico es ligeramente acido, debido a que los compuestos (metabolitos secundarios)
contribuyen con caracteristicas acidas débiles como: flavonoides, fenoles, taninos, saponinas,
esteroides y triterpenos. (Padré y Marin, 2008, p. 21)

3.4. Cromatografia en capa fina

3.4.1. Analisis cromatografico para flavonoides

La fase mdvil empleada para la determinacion de flavonoides fue: Acetato de etilo: acido

férmico: &cido acético glacial: agua (100: 11: 11: 18).
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Tabla 4-3: Posibles compuestos de flavonoides identificados en el extracto liofilizado de

Salvia sagittata

MANCHAS CALCULO Rf Rf TEORICO (POSIBLE
OBSERVADAS COMPUESTO IDENTIFICADO)

3 re

1 Rf=3.2/7=0.46 Rf ~ 0.45 (Acido clorogénico)
2
1 2 Rf=5/7=0.71 Rf 0.70-0.80 (Quercetina)

3 Rf=6.5/7=0.93 Rf 0.9-0.95 (Acido cafeico y Acido

ferdlico)

Realizado por: Sandra Diaz, 2018

La Tabla 4-3 indica los resultados de la cromatografia en capa fina, en la cual encontramos los
posibles compuestos pertenecientes a los flavonoides, los mismos que son: acido clorogénico,
quercetina, acido cafeico y &cido ferulico, valores que fueron comparados segun referencia
bibliografia, con el fin de identificar qué tipo de compuesto se trata. (Wagner y Bladt, 2001, pp. 195—
213)

3.4.2. Analisis cromatografico para aceites esenciales
La fase movil empleada para la identificacion de aceites esenciales fue: Hexano: Acetato de

etilo (3:1); como revelador (Vainillina: Etanol) y (Etanol: Acido sulfarico) en proporcion de
(1:6) y (80:20) respectivamente.
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Tabla 5-3: Posibles compuestos de aceites esenciales identificados en el extracto liofilizado de

Salvia sagittata

MANCHAS CALCULO Rf Rf TEORICO (POSIBLE
OBSERVADAS COMPUESTO IDENTIFICADO)
1 Rf=2.3/7=0.33 Rf 0.2-0.4 (Acetato de bornilo y

Alcoholes terpénicos)

3 2 Rf=3.3/7=0.47 Rf 0.44-0.47 (1,8-Cineol)

3 Rf=3.7/7= 053 Rf 0.52 (Timol)

Realizado por: Sandra Diaz, 2018

La Tabla 5-3 muestra los resultados de los posibles compuestos de aceites esenciales realizados
en cromatografia en capa fina, en donde los Rf obtenidos fueron comparados segun referencias
bibliograficas obteniendo los siguientes compuestos: acetato de bornilo, alcoholes terpénicos,

1,8-cineol y timol. (Sanchez et al., 2005) (Wagner y Bladt, 2001, pp. 149-185)

3.5. Cuantificacion de fenoles totales

Se construyd la curva de calibracion de &cido galico con unas concentraciones de 20, 40, 60, 80
y 100 ppm y obtenemos como resultado la siguiente ecuacion de la recta: A = 0.001C + 0.0017
(Rz = 0.999). Mediante esta ecuacion se obtuvo la concentracion de fenoles totales del extracto
liofilizado del Matico (Eupatorium glutinosum) y Salvia real (Salvia sagittata), empleando el
dato de la absorbancia obtenida espectrofotométricamente de cada uno de los extractos. Los
resultados obtenidos se expresaron en mg de equivalentes de acido galico /100 g de extracto

liofilizado.
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Tabla 6-3: Cuantificacion de fenoles totales del extracto liofilizado de Eupatorium glutinosum

y Salvia sagittata

EXTRACTO CONCENTRACION  mg GAE /100g de PORCENTAJE
LIOFILIZADO Extracto liofilizado (%)
Matico (Eupatorium 300 ppm 1354.444 +19.245 13.544 +0.192
glutinosum)
Salvia real (Salvia 600 ppm 843.889 +9.623 8.439 + 0.096
sagittata)

Realizado por: Sandra Diaz, 2018

En la Tabla 6-3 se observa que el Eupatorium glutinosum a una concentracion de 300 ppm dio
un valor de 1354.444 mg GAE/100g de extracto liofilizado; mientras que la Salvia sagittata a
una concentracion de 600 ppm presentd un valor de 843.889 mg GAE/100g de extracto
liofilizado, siendo asi que ambos extractos liofilizados contienen fenoles totales, pero el que

presenta mayor cantidad del contenido fendlico total es el matico.

Bahadori y colaboradores en el afio 2015 realizaron una investigacion acerca de la Composicion
quimica y actividades antimicrobianas, citotoxicas, antioxidantes y enzimaticas inhibidoras de
Salvia spinosa L, en la cual se evidencid que en el extracto metandlico exhibié un
extraordinario contenido de fenol total con un valor de 377.6 = 10.3 mg GAE/g de peso seco del
extracto, que al compararlo con el resultado obtenido en la investigacién, el extracto liofilizado

de Salvia sagittata presenta un valor bajo de fenoles totales. (Bahadori et al., 2015, p. 731)

Hamdy y colabores (2013) Evaluaron la actividad antioxidante, fenoles totales y compuestos
fenodlicos en extractos de tomillo (Thymus vulgaris L.), salvia (Salvia officinalis L.) y mejorana
(Origanum majorana L.), mostraron que el contenido fendlico total de Salvia officinalis fue
dominante en el extracto de metanol, seguido por etanol, dietiléter y hexano donde se obtuvo
valores de 5.95, 5.80, 4.70, y 4.25 mg GAE/g del extracto seco respectivamente, presentando

valores altos de fenoles totales con respecto al extracto liofilizado de Salvia sagittata. (Hamdy et
al., 2013, p. 829)

Alimpi¢ y colaboradores (2017) realizaron un estudio sobre Actividades bioldgicas y
composicion quimica de Salvia amplexicaulis Lam. extractos, en la cual presentd gran cantidad
de fenoles totales en los extractos de agua y etanol de 215.3 y 136.3 mg GAE/g del extracto
seco, respectivamente, siendo estos resultados superiores al valor obtenido en el extracto de

Salvia sagittata. (Alimpié et al., 2017, p. 4)
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En lo referente al extracto de Eupatorium glutinosum dio un valor de 1354.444 mg GAE/100g
de extracto liofilizado y comparando con la investigacion realizada por Rugel Anabel (2017), en
donde se obtuvo un resultado de 43.663 mg GAE/mL de extracto. Podemos evidenciar que no
hay una forma de relacion, ya que se emplearon métodos de extraccion diferentes para la

determinacion de contenido de fenoles totales. (Rugel, 2017, p. 51)

Los resultados obtenidos del contenido fendlico total, dependen de factores tales como: especie
de la planta, habitat, region geogréfica, temporada de recoleccion, partes de las plantas
utilizadas para el andlisis, condiciones de almacenamiento, métodos de extraccion empleados,
etc; factores que intervienen en el aumento o disminucion del rendimiento y por lo tanto a la

composicion de los extractos obtenidos. (Alimpi¢ et al., 2017, p. 4) (Duletié et al., 2018, pp. 103-104)

Los fenoles son componentes vegetales muy importantes debido a su capacidad de eliminacién
de radicales libres debido a sus grupos hidroxilo, es decir, el contenido fendlico de las plantas

puede contribuir directamente a su accién antioxidante. (Ramu et al., 2012, p. 688)

Las plantas pertenecientes a la familia Lamiaceae son muy ricas en compuestos polifendlicos.
Los principales compuestos fenolicos identificados en los extractos de Salvia son &cido
clorogénico, acido rosmarinico, acido carnosico y &cido salviandlico. Entre estos, el acido
rosmarinico y el &cido clorogénico son los principales constituyentes de muchas especies de

Salvia y tienen fuertes actividades antioxidantes. (Ramu et al., 2012, p. 688)

3.6. Cuantificacion de flavonoides totales

Se elabor6 la curva de calibracién de quercetina con unas concentraciones de 20, 40, 60, 80 y
100 ppm y obtenemos como resultado la siguiente ecuacion de la recta: A = 0.0014C + 0.0144
(R2=0.9990). Mediante esta ecuacion se obtuvo la concentracion de fenoles totales del extracto
liofilizado del Matico (Eupatorium glutinosum) y Salvia real (Salvia sagittata), empleando el
dato de la absorbancia obtenida espectrofotométricamente de cada uno de los extractos. Los
resultados obtenidos se expresaron en mg de equivalentes de quercetina /100 g de extracto

liofilizado.
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Tabla 7-3: Cuantificacion de flavonoides totales del extracto liofilizado de Eupatorium
glutinosum y Salvia sagittata
EXTRACTO CONCENTRACION mg QE /100 g de PORCENTAJE

LIOFILIZADO Extracto liofilizado (%0)
Matico (Eupatorium 100 ppm 169.733 £ 3.134 1.697 £ 0.031
glutinosum)

Salvia real (Salvia 300 ppm 166.959 + 1.045 1.670 £0.010
sagittata)

Realizado por: Sandra Diaz, 2018

La Tabla 7-3 se observa que el extracto de Eupatorium glutinosum a una concentracion de 100
ppm presentd un valor de 169.733 mg QE/100g de extracto liofilizado; mientras que en el
extracto de Salvia sagittata a una concentracién de 300 ppm present6 un valor de 166.959 mg
QE/100g de extracto liofilizado, en la cual el contenido de flavonoides totales es mayor en el

extracto del Matico en comparacion con el extracto de Salvia sagittata.

En el articulo anteriormente mencionado por Bahadori y colaboradores en el afio 2015, Salvia
spinosa presentd un mayor contenido total de flavonoides en el extracto metanélico con un
valor de 134.8 + 6.6 mg QE/g de peso seco del extracto, cuyo resultado es superior con respecto

al extracto de Salvia sagittata. (Bahadori et al., 2015, p. 731)

Alimpi¢ y colaboradores (2017) en la investigacion descrita anteriormente, Salvia amplexicaus
mostré una concentracién mayor de flavonoides totales en el extracto de acetato de etilo que fue
de 76.0 mg QE/g del extracto seco, en la cual presenta gran cantidad de flavonoides en esta

especie referente al extracto de Salvia sagittata. (Alimpié et al., 2017, p. 4)

Duleti¢ y colaboradores en el afio 2018 realizaron un estudio sobre la Composicion y
actividades bioldgicas de Libia Salvia fruticosa Mill. y S. lanigera Poir. extractos; en la cual el
extracto de diclorometano de S. fruticosa y el extracto de acetato de etilo de S. lanigera
mostraron la mayor cantidad de flavonoides 38.38 y 51.59 mg QE/g de extracto seco,
respectivamente; mientras que en la investigacion realizada con el extracto liofilizado de Salvia
sagittata se obtuvo un valor de 166.959 mg QE /100 g de extracto liofilizado, lo que significa

que los primeros datos son evidentemente mayores que los obtenidos en la dltima investigacion.
(Duleti¢ et al., 2018, p. 104)
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En la cuantificacién de flavonoides totales para el Matico (Eupatorium glutinosum) dio un
resultado de 169.733 mg QE/100 g de extracto liofilizado y al relacionarlo con una
investigacion realizada por Soto, Marilt (2015) con el Matico (Piper aduncum L.) el mismo que
presenta un valor 2.51mg EQ/100g de hoja desecada, podemos observar que la investigacién
con el Matico (Eupatorium glutinosum), arroja un valor superior al realizado con el Matico

(Piper aduncum L.). (Soto, 2015, p. 138)

Al igual que en el contenido de fenoles totales, los flavonoides totales dependen de factores
tales como: especie, climéaticos, temporada de recoleccion, métodos de extraccion, etc, los

cuales inciden en los resultados obtenidos. (Alimpi¢ et al., 2017, p. 4) (Duleti¢ et al., 2018, pp. 103—104)

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en Salvias, estando presentes en su
mayoria como flavonas (apigenina, luteolina y sus correspondientes derivados 6-hidroxilados),
flavonoles (principalmente kaempferol y quercetina metil éteres) y flavonol glucdsidos. (Farhat et
al., 2015, pp. 3-4)

3.7. Ensayo de la actividad antioxidante

Se utilizé el programa BLeSq para calcular las concentraciones 1Cso.

Tabla 8-3: Resultados del IC50

MUESTRAS RESULTADO ICs
Acido galico 2327 pg/mL
Matico (Eupatorium glutinosum) 1059.61 pg/mL
Salvia real (Salvia sagittata) 1247.32 pg/mL

Realizado por: Sandra Diaz, 2018

En la Tabla 8-3 se observa que tanto el extracto de Eupatorium glutinosum como el extracto de
Salvia sagittata presentan una baja actividad antioxidante con respecto a la solucion estandar de

acido galico, ya que menciona que mientras menor es el 1Cso, mayor es el poder antioxidante.
(Hamdy et al., 2013, p. 830)

Kamatou y colaboradores (2010) clasificaron varias especies de Salvia en: buena actividad
antioxidante (ICso <30 pg/mL), moderada (30 <ICsp <80 pg/mL) y baja (ICso> 80 pg/mL)
utilizando el ensayo DPPH. Por lo tanto el extracto liofilizado de Salvia sagittata presenta una

baja actividad de eliminacion de radicales libres. (Kamatou et al., 2010, p. 687)
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Farhat et al. (2013) realizaron un estudio sobre Caracterizacion y cuantificacion de compuestos
fendlicos y propiedades antioxidantes de especies de Salvia que crecen en diferentes habitats, en
donde S. officinalis obtuvo un valor de ICso 3.37 pg/mL, siendo este resultado menor con
respecto al extracto de Salvia sagittata, mostrando una mayor actividad antioxidante en S.

officinalis que en el extracto de Salvia sagittata . (Farhat et al., 2013, p. 912)

En la investigacion descrita anteriormente por Alimpi¢ y colaboradores (2017) Salvia
amplexicaulis en los extractos de metanol y agua mostré valores I1Cso de 15.1 y 15.8 pg/mL,
respectivamente, es asi que al compararlo con el extracto liofilizado de Salvia sagittata este

Gltimo presenta una baja actividad antioxidante. (Alimpié et al., 2017, p. 5)

En lo referente al Matico (Eupatorium glutinosum) dio un valor de ICso 1059.61 ug/mL que al
compararlo con la investigacion realizada por Rugel, Anabel (2017) present6 una baja actividad

antioxidante. (Rugel, 2017, p. 52)

Los resultados obtenidos van a depender de la complejidad quimica de los extractos de plantas,

la polaridad, los diferentes grupos funcionales, etc. (Sarrou et al., 2016, p. 248)

Las propiedades antioxidantes de Salvia se atribuyen esencialmente a los diterpenoides (&cido
carndsico y carnosol) y derivados del acido cafeico (acido rosmarinico, acido cafeico, acido
feralico, acido clorogénico, etc.). (Farhat et al., 2013, p. 912) El &cido cafeico, el 4cido rosmarinico,
el acido ursolico, el acido oleandlico, el &cido carnosico y el carnosol son comunes en muchas

plantas y todos son fuertes secuestradores de radicales. (Kamatou et al., 2010, p. 687)

Los compuestos fendlicos vegetales son los antioxidantes y eliminadores de radicales libres
altamente efectivos. Por lo tanto la actividad antioxidante de los polifenoles estéd relacionada
con sus estructuras quimicas, particularmente con su grupo hidroxilo y la presencia de un
segundo grupo hidroxilo en la posicidn orto o para aumentar la eficacia de antioxidantes como
el acido rosmarinico, carnosol y &cido carnésico. (Farhat et al., 2013, p. 912) Mientras que los
flavonoides tienen una actividad de eliminacion de DPPH relativamente débil y se ha informado

que la glicosilacion disminuye la actividad de eliminacion de radicales. (Kosar et al., 2011, p. 378)
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3.8. Control microbiolégico

Tabla 9-3: Control microbiolégico de los geles de Salvia sagittata

PARAMETROS RESULTADOS LIMITES DE
Salvia sagittata a 25 = Salvia sagittataa = Salvia sagittata a REFERENCIA
ppm 100 ppm 300 ppm USP 35
Aerobios mesoéfilos 35 UFC/mL 22 UFC/mL 10 UFC/mL <100 UFC/mL
Escherichia coli Ausencia Ausencia Ausencia Ausente
Mohos y Levaduras Ausencia Ausencia Ausencia <10 UFC/mL

Realizado por: Sandra Diaz, 2018

En la Tabla 9-3 se observa que los geles se encuentran dentro de los limites establecidos por la
USP 35, lo que nos asegura que no tendremos ninguna consecuencia posterior al ser aplicados

en las heridas de los ratones.

Los aerobios meséfilos nos dan una indicacién de que el ambiente del trabajo, los recipientes
para el almacenamiento y la manipulacion son los més aptos. La ausencia de Escherichia coli es
un indicativo de que el gel no estd contaminado con materia fecal y finalmente la ausencia de
mohos y levaduras nos indica que el gel va a tener una estabilidad adecuada al no presentar un

crecimiento fangico.

3.9. Determinacion de la actividad cicatrizante

La determinacion de la actividad cicatrizante del extracto liofilizado de las hojas de Salvia
sagittata fueron elaborados mediante la forma farmacéutica de gel y se aplicé cada 12 horas por

via topica hasta que se cicatrice la herida por completo, dando como resuelto longitud, ancho y

tiempo de cicatrizacion de las heridas.
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Tabla 10-3: Promedio de las longitudes de las heridas (cm) en ratones (Mus musculus)

Control (+) Gel de Gel de Gel de
MEDICAMENTO Gel de extracto de extracto de extracto de
DIAS Control (-) (Ungiiento extracto Salvia Salvia Salvia
BLANCO Dérmico de Matico @ sagittata 25 sagittata 100 sagittata 300
Antibiético) 200 ppm ppm ppm ppm

1 15 15 15 15 15 15
2 14 14 14 1.3 14 1.2
3 1.2 1.3 1.2 11 12 1.0
4 11 1.2 11 11 1.0 0.8
5 1.0 1.0 10 1.0 0.9 0.7
6 0.9 0.9 0.8 0.8 0.8 0.5
7 0.8 0.7 0.7 0.7 0.6 0.4
8 0.7 0.6 0.6 0.7 04 0.1
9 0.6 0.4 0.5 0.6 0.3 0

10 0.6 0.3 0.5 0.5 0.1

11 0.5 0.2 0.4 0.4 0

12 0.4 0 0.2 0.3

13 0.4 0 0.3

14 0.3 0.1

15 0.1 0

16 0

Realizado por: Sandra Diaz, 2018

La Tabla 10-3 indica los resultados de las mediciones de las heridas registradas diariamente, la
misma nos muestra que el gel de Salvia sagittata a concentracion de 300 ppm es el mas
efectivo, ya que la cicatrizacion se dio en nueve dias, luego tenemos el gel a concentracion de
100 ppm el mismo que cicatrizd las heridas en un periodo de 11 dias, se presume por la
presencia de taninos, compuestos fendlicos, flavonoides y aceites esenciales, los mismos que

contribuyen a una mejor cicatrizacion.

El medicamento Unguento dérmico antibidtico actua directamente en heridas leves originadas
por gérmenes sensibles y tuvo su periodo de cicatrizacién en 12 dias. En lo referente al Matico
el periodo de cicatrizacién fue de 13 dias, podemos observar que hay una diferencia de cuatro

dias entre la Salvia real a concentracion de 300 ppm.

El gel elaborado a base de matico (Eupatorium glutinosum) a concentracion de 200 ppm tiene
un periodo de cicatrizacion de 13 dias, mientras que la tintura elaborada a base de matico

realizado por Casignia, Maria (2015) presentd un periodo de cicatrizacion de 14 dias; de donde
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podemos deducir que el tiempo de cicatrizacién no tiene una variacion muy grande. (Casignia,
2015, p. 48)

Finalmente, tenemos que el control negativo (blanco) se refiere a que no se aplico ningun tipo
de tratamiento en las heridas, por lo que la cicatrizacion se demord un tiempo de 16 dias en

curarse las heridas.

Tabla 11-3: Promedio del ancho de las heridas (mm) en ratones (Mus musculus)

Control (+) Gel de Gel de Gel de
MEDICAMENTO Gel de extracto de extracto de extracto de
DIAS Control (-) (Ungliento extracto Salvia Salvia Salvia
BLANCO Dérmico de Matico sagittata 25 sagittata 100 sagittata 300
Antibidtico) 200 ppm ppm ppm ppm

1 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
2 0.4 04 04 0.4 0.3 0.4
3 0.4 04 0.4 0.3 0.3 0.3
4 0.4 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
5 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2 0.2
6 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2 0.2
7 0.3 0.2 0.3 0.2 0.1 0.2
8 0.2 0.2 0.3 0.2 0.1 0.1
9 0.2 0.1 0.2 0.2 0.1 0

10 0.2 0.1 0.2 0.2 0.1

11 0.1 0.1 0.1 0.2 0

12 0.1 0 0.1 0.1

13 0.1 0 0.1

14 0.1 0.1

15 0.1 0

16 0

Realizado por: Sandra Diaz, 2018

La Tabla 11-3 muestra los periodos de cicatrizacion del ancho de las heridas al aplicar los
diferentes tratamientos; evidentemente los tiempos de cierre de las heridas van en concordancia
con los periodos de cierre de las longitudes de las mismas, demostrando que el tratamiento mas

efectivo fue el gel de Salvia sagittata a concentracion de 300 ppm.
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Tabla 12-3: Tiempo de cicatrizacion de las heridas (dias)

GRUPOS R1 R2 R3 R4 R5 R6 PROMEDIO

Gel de Salvia sagittata 300 8 9 8 9 9 8 8.50 + 0.55
ppm

Gel de Salvia sagittata 100 10 11 10 11 11 10 10.50 £+ 0.55
ppm

Medicamento 12 12 11 12 13 12 12.00 + 0.63
Gel de Eupatorium 14 13 12 13 14 14 13.33+0.82
glutinosum 200 ppm

Gel de Salvia sagittata 25 16 15 14 16 14 16 15.17 £ 0.98
ppm

Blanco 15 17 16 15 17 15 15.83 +£0.98

Realizado por: Sandra Diaz, 2018

La Tabla 12-3 indica el tiempo de cicatrizacion de las lesiones inducidas en ratones (Mus
musculus) siendo el més efectivo el Gel de Salvia sagittata a concentracion de 300 ppm con un
periodo de 8.50 dias, en segundo lugar tenemos el Gel de Salvia sagittata a concentracion de
100 ppm con un tiempo de 10.50 dias, en tercer lugar esta el Medicamento (Unguento dérmico
antibidtico) que demor6 12 dias, en cuarto lugar se encuentra el Gel de Matico (Eupatorium
glutinosum) a concentracién de 200 ppm con 13.33 dias, en quinto lugar le sigue el Gel de
Salvia sagittata a concentracion de 25 ppm con 15.17 dias y finalmente tenemos el blanco (sin
tratamiento) que tardo en cicatrizarse en 15.83 dias, de lo cual podemos concluir que los
compuestos identificados en las Tablas 2-3, 4-3 y 5-3 posiblemente influyen directamente en el

periodo de cicatrizacion.

La investigacion de sustancias bioactivas de plantas ha demostrado que presentan ventajas
excepcionales en términos de curacién rapida. Estos componentes fitoquimicos bioactivos
incluyen: alcaloides, aceites esenciales, flavonoides, taninos, terpenoides, saponinas y
compuestos fendlicos, que demuestran una amplia gama de actividades: antiinflamatoria,

antibacteriana, antimicrobiana y antioxidante. (Jari¢ et al., 2018, pp. 7-8)

Los taninos promueven la curacion de heridas a través de varios mecanismos celulares,
incluyendo la eliminacién de radicales libres y especies reactivas de oxigeno, promoviendo la
contraccion de la herida y la angiogénesis. Gracias a sus propiedades astringentes y
antibacterianas, los taninos pueden usarse como medicamento en el tratamiento de Glceras y
heridas cutaneas. De forma similar, los &cidos tanicos demuestran actividad antimicrobiana

contra los patdgenos. (Jari¢ et al., 2018, pp. 7-8)
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Los terpenoides, los triterpenoides y los flavonoides promueven el proceso de cicatrizacion. Los
terpenoides fomentan este proceso, principalmente debido a su actividad astringente y
antimicrobiana, que parece ser responsable de la contraccion de la herida y una mayor tasa de

epitelizacion. (Jarié et al., 2018, pp. 7-8)

Los flavonoides también poseen potentes propiedades antioxidantes y de eliminacion de
radicales libres y aumentan los niveles de enzimas antioxidantes en el tejido de granuloma. De
forma similar, los esteroles y polifenoles también son responsables de la cicatrizacion de

heridas. (Jari¢ et al., 2018, pp. 7-8)

3.10. Andlisis estadistico
En el andlisis estadistico se empled el programa estadistico SPSS 21 en donde se realiz6 el test
de Anova de un factor y test de Tukey, cuyo objetivo fue el de hallar diferencias estadisticas

entre los distintos tratamientos experimentales y los grupos controles.

Tabla 13-3: Analisis de Anova de un factor segun el tiempo de cicatrizacion de las heridas

Suma de al Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Inter-grupos 234,889 5 46,978 78,296 ,000
Intra-grupos 18,000 30 ,600
Total 252,389 35

Realizado por: Sandra Diaz, 2018

En la Tabla 13-3 se muestran los resultados analizados mediante el test de Anova de un factor,
donde podemos observar que existe una diferencia significativa entre los diferentes grupos
experimentales con p-valor de 0.00, el mismo que es menor al nivel de significancia de 0.05%;
debido a esto se rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hipotesis alternativa que indica que si

existe diferencia significativa en el tiempo de cicatrizacién de los grupos experimentales.
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Tabla 14-3: Analisis estadistico de Tukey segun el tiempo de cicatrizacion de las heridas

Tiempo Cicatrizacion N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4

Gel Salvia sagittata 300 ppm 8,5000

6
Gel Salvia sagittata 100 ppm 6 10,5000
Medicamento 6 12,0000
Gel Matico 200 ppm 6 13,3333
Gel Salvia sagittata 25 ppm 6 15,1667
Blanco 6 15,8333

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 6,000.

Realizado por: Sandra Diaz, 2018

La Tabla 14-3 muestra la prueba de subconjuntos de grupos de Tukey, en la cual podemos
observar que el Gel de Salvia sagittata a concentraciones de 300 y 100 ppm presentan un mayor

efecto cicatrizante, debido a que sus medias no son estadisticamente iguales.

En el subconjunto 3 (Medicamento y Gel de Matico a concentracion de 200 ppm) y el
subconjunto 4 (Gel de Salvia sagittata a concentracion de 25 ppm y Blanco) sus medias son

iguales, es decir, que no presentan diferencias significativas entre los grupos analizados.
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Gréfico 1-3: Tiempo de cicatrizacion en los diferentes grupos experimentales
Realizado por: Sandra Diaz, 2018
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El gréfico 1-3 presenta el tiempo (dias) en que se cicatrizd las heridas de acuerdo al tratamiento
empleado. En este gréfico tenemos que en el eje de las X (abscisas) estdn ubicados los
tratamientos y en el eje de la Y (ordenadas) representa el tiempo en que tardd en curarse la
herida, de donde podemos deducir que el tratamiento que mejor resultado dio es el gel de Salvia
sagittata a concentracion de 300 ppm, el tiempo que tard6 en cicatrizar la herida fue de nueve

dias.

3.11. Examen histopatolégico

Tabla 15-3: Examen histopatologico de la piel de los ratones (Mus musculus)

GRUPOS FIBROSIS CONGESTION EDEMA PMN MMN
VASCULAR

Blanco (+) ) (++) *) )
Medicamento (Ungliento (+) (+) (+) +) )
dérmico antibidtico)
Gel de extracto matico 200 +) (+) (++) () (+)
ppm
Gel de extracto de Salvia ) (+) +) (+) )
sagittata 25 ppm
Gel de extracto de Salvia +) ) Q) ©) )
sagittata 100 ppm
Gel de extracto de Salvia *) ) ) ) )

sagittata 300 ppm

Interpretacion: Polimorfonucleares (PMN); Monomorfonucleares (MMN); (-) No se observa; (+) Baja; (++) Moderada; (+++) Alta

Realizado por: Sandra Diaz, 2018

En la Tabla 15-3 se observan los resultados del examen histopatoldgico de la piel de los ratones,
en la cual determinamos que existe la presencia de fibrosis en todos los grupos experimentales
debido a que en la herida se produce un incremento del tejido conectivo como consecuencia del

proceso de reparacion del tejido lesionado. (Asto, 2015, p. 56)

Referente a la congestion vascular y edema se deduce que los dos van en concordancia,
corroborando con lo que se muestra en la Tabla 15-3, ya que al existir congestion vascular se
produce una acumulacién excesiva de sangre en los vasos venosos, originando una trasudacion

del liquido al espacio intersticial de los tejidos dando como resultado la aparicién del edema.
(Villalba y Vildozo, 2014, p. 2283)

Las infecciones agudas y cronicas se producen por la presencia de monomorfonucleares y

polimorfonucleares respectivamente, en nuestro caso las infecciones agudas tenemos en:
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Blanco, medicamento y gel de Salvia sagittata a 25 ppm; mientras que la infeccion crénica
aparecio solamente en el gel de Matico a 200 ppm haciendo que se demore en cicatrizarse las

heridas por mas tiempo. (Asto, 2015, p. 56)
Por lo que podemos concluir gue hubo una mejor cicatrizacion con los geles de extracto de

Salvia sagittata a concentraciones de 100 y 300 ppm ya que no presentaron edema, congestion

vascular ni infecciones agudas y cronicas.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el control de calidad de la muestra seca (Salvia sagittata) indican
que estan dentro de los valores de referencia establecidos por la Real Farmacopea Esparfiola
2002. A su vez los valores obtenidos en el control de calidad del extracto hidroalcohdlico

(70%), indican que cumplen parametros de calidad utilizadas en la investigacion.

En el tamizaje fitoquimico (extracto etéreo, alcohdlico y acuoso) de las hojas de Salvia sagittata
se determiné la presencia de: aceites y grasas, alcaloides, triterpenos, esteroides, resinas,

saponinas, fenoles, taninos, flavonoides y principios amargos.

A través de la técnica de cromatografia en capa fina (TLC) y en referencia a los calculos de Rf
(Factor de retencién) obtenidos, se determind la posible presencia de compuestos fendlicos
como: &cido clorogénico, quercetina, acido cafeico y &cido ferdlico y en aceites esenciales la

presencia de compuestos como: acetato de bornilo, alcoholes terpénicos, 1,8-cineol y timol.

Se cuantifico compuestos fendlicos mediante el método de Folin-Ciocalteu y flavonoides totales
mediante técnica colorimétrica de cloruro de aluminio por espectrofotometria, presentes en
extracto liofilizado de las hojas de Salvia sagittata, obteniendo un valor en porcentaje de 8.439
+ 0.096 y 1.670 = 0.010 respectivamente. Los valores obtenidos en ambos casos estan
relacionados con la cantidad presente de fenoles y flavonoides totales posiblemente

responsables de ejercer actividad cicatrizante en la planta en estudio.

En la determinacién del proceso de cicatrizacion mediante método de heridas inducidas en
especie Mus musculus, utilizando el programa estadistico SPSS, se concluye que el gel de
extracto de Saliva sagittata a concentracion de 300 ppm presentd un mayor efecto cicatrizante
debido a que se cicatriz6 en 9 dias para el efecto terapéutico. Resultados que fueron

confirmados por el examen histopatolégico realizado.
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RECOMENDACIONES

Realizar un andlisis de otras partes de la planta Salvia sagittata tal como raiz y tallos para

conocer cual presenta la mayor actividad cicatrizante.

Emplear otros métodos de extraccion para determinar con cual de ellos se obtiene un mayor

porcentaje de metabolitos para que su efecto cicatrizante sea el mayor posible.

Efectuar un ensayo de toxicidad de la planta Salvia sagittata para determinar los efectos

secundarios en las personas que lo usan.
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ANEXOS

Anexos A. Recoleccion del material vegetal Salvia real (Salvia sagittata)

Gréfico 1A: Salvia Real (Salvia sagittata)

Anexos B. Acondicionamiento del material vegetal

Grafico 2B: Hojas de Salvia Real (Salvia Grafico 3B: Material vegetal pulverizada
sagittata) secas




Anexos C. Control de calidad del material vegetal

Gréfico 4C: Determinacion del contenido Gréfico 5C: Determinacion de cenizas
de humedad totales

Gréfico 6C: Determinacién de cenizas solubles e insolubles




Anexos D. Tamizaje fitoquimico
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Gréfico 8D: Extracto alcohdlico
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Gréfico 9D: Extracto acuoso




Anexos E. Control de calidad del extracto hidroalcohélico

Gréfico 10E: Determinacion del pH

Anexos F. Obtencion del extracto liofilizado

Grafico 11F: Rotavapor Gréfico 12F: Sonicador

Grafico 13F: Liofilizador




Anexos G. Cromatografia en capa fina

Gréfico 14G: Desarrollo de la cromatografia

Gréfico 15G: Anélisis cromatogréafico para | Grafico 16G: Analisis cromatogréfico para
flavonoides aceites esenciales




Anexos H. Cuantificacidn de fenoles totales

Grafico 17H: Curva de calibrac
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Grafico 18H: Solucién del extracto
liofilizado de Salvia sagittata

Gréfico 19H: Solucién del extracto
liofilizado del Eupatorium glutinosum




Anexos |. Cuantificacion de flavonoides totales
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Grafico 201: Curva de calibracion de quercetina

Gréfico 211: Solucion del extracto
liofilizado de Salvia sagittata

Grafico 221: Solucion del extracto
liofilizado del Eupatorium glutinosum




Anexos J. Determinacion de la actividad antioxidante
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Grafico 23J: Solucidn del extracto
liofilizado de Salvia sagittata

Grafico 24J: Solucidn del extracto
liofilizado del Eupatorium glutinosum

Anexos K. Preparacion de los geles

Gréfico 25K: Hidratacion del carbopol

Gréfico 26K: Solucién madre del extracto
liofilizado de Salvia sagittata y
Eupatorium glutinosum

Gréfico 27K: Obtencion de geles de Salvia sagittata y Eupatorium glutinosum




Anexos L. Determinacion de la actividad cicatrizante

Grafico 28L: Periodo de ambientacion
de los ratones (Mus musculus)

Grafico 29L: Obtencion de los pesos de
los ratones (Mus musculus)

Grafico 30L: Aplicacion de la crema
depilatoria

Grafico 31L: Depilacion en el dorso
del ratén




Grafico 33L: Aplicacion del gel
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Gréfico 34L: Medicién de la herida Gréfico 35L: Disminucién de la herida

Gréfico 36L: Cicatrizacion




Anexos M. Examen histopatol6gico

Grafico 37M: Eutanasia del ratén

Gréafico 38M: Muestra de la piel

Grafico 39M: Casetes de biopsia de la piel en formol




Anexos N. Examen microscépico de las muestras de la piel

Graéfico 40N: Salvia Real (Salvia Graéfico 41N: Salvia Real (Salvia
sagittata) 300 ppm sagittata) 100 ppm

Grafico 42N: Salvia Real (Salvia Grafico 43N: Matico (Eupatorium
sagittata) 25 ppm glutinosum)

Gréfico 44N: Ungliento dérmico antibidtico Gréfico 45N: Blanco




Anexos O. Identificacion del material vegetal

o HERBARIO POLITECNICA CHIMBORAZO (( C;HEP)
R ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL CHIMBORAZO
S Panamericana sur Km 1, fono: (03) 2 998-200 ext. 700123, jearanqui@yahoo.com

= E '?JE' Riobamba Ecuador

WERBARIG 4

Ofc.No.014.CHEP.2018
Riobamba, 3 de abril del 2018

Ing. Marcelo Pino
DIRECTOR PROVINCIA MAE- CHIMBORAZO

De mis consideraciones:

Reciba un atento y cordial saludo, por medio de la presente informo que bajo la responsabilidad del
Srta. Sandra Patricia Diaz Garcia con Cl: 060470573-1, cuyo tema es “Determinacion de la actividad
cicatrizante de la especie Salvia sagitatta Ruiz & Pav., mediante lesiones inducidas en ratones;
Revizado en los registros en el herbario, comunico que en un tiempo establecido va ha ser ingresada a
la coleccion del herbario.

Anticipando mis agradecimientos por la atencién a la presente

Me despido
Atte.

HERBARIO ESPOCH




Anexos P. Control microbiologico de los geles Salvia sagittata

i

Servicios Analiticos Quimicos y Microbiolégicos
en Aguas y Alimentos

EXAMEN MICROBIOLOGICO

CODIGO: 076-18

CLIENTE: Srta. Sandra Diaz
DIRECCION: 10 de Agosto 1646 y Alvarado | TELEFONO:
TIPO DE MUESTRA: Salvia 25 ppm
| FECHA DE RECEPCION: 02 de marzo del 2018
FECHA DE MUESTREO: 02 de marzo del 2018

EXAMEN MICROBIOLOGICO
PARAMETRO UNIDADES METODO DE ENSAYO | RESULTADO
Coliformes totales UFC/mL INEN 1529-7 Ausencia
Aerobios mesofilos UFC/mL INEN 1529-5 35
Mohos y levaduras UFC/mL INEN 1529-10 Ausencia
OBSERVACIONES:

FECHA DE ENTREGA : 09 de marzo del 2018

% i
Dra, Gina AlvarezR. . éﬂéﬁ‘&'!%\ii:j» e
n

El informe sélo afecta a la muestra solicitada a ensayo el i m‘wﬂérgh reproducirse sino ensu
totalidad previo autorizacién de los responsables. N

RESPONSABLE




Servicios Analiticos Quimicos y Microbiolégicos

en Aguas y Alimentos

EXAMEN MICROBIOLOGICO

CODIGO: 077-18

CLIENTE: Srta. Sandra Diaz

DIRECCION: 10 de Agosto 1646 y Alvarado [ TELEFONO:

TIPO DE MUESTRA: Salvia 100 ppm

FECHA DE RECEPCION: 02 de marzo del 2018

FECHA DE MUESTREO: 02 de marzo del 2018

EXAMEN MICROBIOLOGICO
PARAMETRO UNIDADES METODO DE ENSAYO | RESULTADO
Coliformes totales UFC/mL INEN 1529-7 Ausencia
Aerobios mesofilos UFC/mL INEN 1529-5 22
Mohos y levaduras UFC/mL INEN 1529-10 Ausencia
OBSERVACIONES:

FECHA DE ENTREGA : 09 de marzo del 2018

RESPONSABLE: if | it | !
‘Q; / i | | i § i1
Dra, Gina AlvarezR. S

El informe sélo afecta a la muestra solicitada a ensayo el |nfonn§’ﬂ"6°‘d§ﬁ"e°?§ rsproducrrse Sino en su
totalidad previo autorizacion de los responsables. = - Y \




Servicios Analiticos Quimicos y Microbiolégicos

en Aguas y Alimentos

EXAMEN MICROBIOLOGICO

*
CODIGO: 076-18

CLIENTE: Srta. Sandra Diaz

DIRECCION: 10 de Agosto 1646 y Alvarado | TELEFONO:

TIPO DE MUESTRA: Salvia 300 ppm

FECHA DE RECEPCION: 02 de marzo del 2018

FECHA DE MUESTREOQ: 02 de marzo del 2018

EXAMEN MICROBIOLOGICO

PARAMETRO UNIDADES 'METODO DE ENSAYO | RESULTADO
Coliformes totales UFC/mL INEN 1529-7 Ausencia

Aerobios mesdfilos UFC/mL INEN 1529-5 10
Mohos y levaduras UFC/mL INEN 1529-10 Ausencia

OBSERVACIONES:

FECHA DE ENTREGA : 09 de marzo del 2018

RESPONSABLE:

MRS

Dra. Gina AlvarezR. -
El informe s6lo afecta a la muestra solicitada a ensayo; el inforfie Tio debera reproducirse sino en su
totalidad previo autorizacién de los responsables.

litjcos Quimicos y Micobi
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