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Efecto cicatrizante del extracto hidroalcohodlico de las hojas de Alnus

acuminata (Kunth) “aliso”. Ayacucho — 2012.

Autor : Bach. Mitza, AGUILAR GUILLEN.
Asesores : Mg. José Manuel, DIEZ MACAVILCA.
Mg. Enrique Javier, AGUILAR FELICES.

RESUMEN

Ellpresente trabajo de investigacion se desarrollé con la finalidad de evaluar el
efecto cicatrizante del extracto hidroalcohodlico de las hojas de Alnus acuminata
(Kunth) “aliso”, realizado en los Laboratorios de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga. Las hojas fueron
recolectadas en el distrito de Quinua, provincia de Huamanga, region de
Ayacucho. Se obtuvo el extracto con etanol al 80%, los metabolitos secundarios
fueron evidenciados mediante el procedimiento de Miranda y Cuellar (2000), y la
actividad cicatrizante por el test de Howes (1929), en 30 ratones albinos
distribuidos en cinco grupos, el primer grupo fue el blanco, el segundo el
estandar y el tercer, cuarto y quinto grupo recibieron 0,5%, 1% y 2%
respectivamente del extracto. Los metabolitos secundarios determinados fueron:
taninos y fenoles, flavonoides, catequinas, terpenos y esteroides. Los volimenes
promedio de cicatrizacién fueron: 34,17 mL, 41,40 mL y 4662 mL a las dosis
ensayadas de los extractos respectivamente, mientras que el blanco fue de
2623 mL y el estandar (Dermaclin Plus®) 32,40 mL. EIl ANOVA de los
tratamientos demostré que existe diferencia significativa entre los tratamientos
(p < 0,05).

Se concluye que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata
(Kunth) “aliso” presento efecto cicatrizante.

Palabras clave: Efecto cicatrizante, Alnus acuminata (Kunth.).



I. INTRODUCCION
La curacion de heridas es un tema muy antiguo como la historia del hombre, el
hombre de Neanderthal en irak 60 000 afos A.C. uso hierbas contra
quemaduras y segun el papiro de Smith los apdsitos datan desde 5 000 afios
A.C. en el antiguo Egipto ya se usaban como apdsito el barro, goma, resinas,
miel, mirra y sustancias oleosas. Por otro lado Hipdcrates trataba a las heridas
con vino, cera de abeja, roble sagrado, aceite y azucar, escuela que incluso se
mantiene en nuestros dias (Andrades y Col., 2004).
Cuando el organismo sufre una lesion, se inicia una reacciéon compleja de todo el
cuerpo y casi de inmediato se inician los esfuerzos para reparar los tejidos
dafiados (Brady, 1992). La cicatrizacion es la unién de los bordes de una herida
cualquiera, con el restablecimiento de la continuidad dermo - epidérmica (Martini,
2005). Muchos tipos de células estan involucradas en dicho proceso tales como:
plaguetas, macrofagos vy fibroblastos (Morales, 2007). La infeccion de la herida
es una de las complicaciones quirdrgicas mas frecuentes y una causa
importante de morbilidad (Vermeulen y Col., 2007).
Sea cual fuere su origen, el tratamiento de las heridas en gran medida se ha
venido desarrollando en base a una terapéutica natural exclusiva, principalmente
con €l uso de plantas medicinales administradas de varias formas como la via

topica, ya que la terapia antibidtica solo constituye un recurso preventivo ante



probables infecciones y no garantiza una buena y rapida cicatrizacion

propiémente dicha (Quick, 2002).

Alnus acuminata (Kunth) “aliso”, es una planta originaria nativa de México,

América central y América del sur, utilizada en el tratamiento de multiples

padecimientos, entre ellos utilizado por su efecto cicatrizante, el cual ha creado

especial interés en su investigacion. Lo que se busca es que el Alnus acuminata

(Kunth) “aliso”, sirva coﬁmo una alternativa medicamentosa para el tratamiento de

heridas ya que las lesiones epiteliales generan la necesidad de una cicatrizacion,

por lo tanto debemos apresurar dicho proceso de regeneracion. Teniendo en

cuenta que no hay estudios sébre la propiedad cicatrizante de esta planta, se

realizd el estudio sobre el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Alnus

acuminata (Kunth) “aliso”.

Por tal motivo, en el presente trabajo de investigacion se plantean los siguientes

objetivos:

Objetivo General

- Evaluar el efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Alnus acuminata (Kunth) “aliso”. |

Objetivos Especificos

- Realizar el tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohélico de las hojas de
Alnus acuminata (Kunth) “aliso”.

- Determinar la concentracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Alnus acuminata (Kunth) “aliso” con mayor efecto cicatrizante.

- Comparar el porcentaje de efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso” con un estandar (Dermaclin

Plus®).



Il. MARCO TEORICO

21 ANTECEDENTES

La medicina natural ha sido utilizada en todas las culturas y civilizaciones contra
las enfermedades y contra [a muerte utilizando las plantas medicinales, donde se
les transforman para aislar los principios activos (Magallanes y Col., 1995).

Aun en la actualidad cientos de plantas son utiizadas en la medicina, pero la
ciencia moderna analizando y estudiando los efectos terapéuticos de las plantas,
quiere precisar, comparar y clasificar las diversas propiedades, no con €l fin de
disminuir esta confianza en la naturaleza sino para agrupar las plantas de
efectos similares. Un andlisis de ésta naturaleza debe ser realizada como una
accién multidisciplinaria con [la intervencion de botanicos, quimicos,
farmacologos, farmacognostas, entre otros (Lock, 1994).

La familia Betulaceae pertenece al sistema de clasificacién de plantas con flor
llamadas angiospermas, esta familia estd conformada por arboles, arbustos
dicotiledéneos, caducifolios y monoicos, que se encuentran en regiones
templadas y zonas de montaria a ella pertenecen los alisos y abedules.

El género Alnus (Betulaceae) estad representado por aproximadamente 30
especies de arboles y arbustos monoicos denominados alisos distribuidos

principalmente en América del sur en paises como: Bolivia, Argentina, Colombia,



Chile, Pertd. Y en América central en paises como: Panama, Costa Rica,
Guatemala. Encontrandose a lo largo de rios y pendientes himedas, pudiendo
soportar temperaturas que bajan temporalmente a 0°C (Reynel y Marcelo, 2009).
Kim y Col. (2004), estudiaron los efectos hepatoprotectores y antioxidantes de
los extractos de Alnus japonica utilizando para ello la corteza del tallo de la
planta Betulacea. En éste estudio fueron evaluadas las actividades antioxidante
y la actividad hepatoprotectora sobre toxicidad inducida por acetaminofeno.
Llegando a la conclusién de que dicha planta puede potencialmente ser utilizado
para mitigar la hepatotoxicidad.

Kuroyanagi y Col. (2005), llevaron a cabo el trabajo de investigacion “Nuevos
diarilheptanoides de Alnus japonica y su actividad antioxidante”. En el curso de
la investigacion sobre los componentes bioactivos de plantas lefiosas en el area
Cyugoku de Japon, en el extracto metandlico de las hojas de Alnus japonica se
encontré que tenian una fuerte actividad antioxidante. Fracciones solubles del
extracto de metanol tuvo un efecto antioxidante potente. Asi, la estructura
catecol de las diarilheptanoides resultd indispensable para la actividad
antioxidante.

Yu y Col. (2007), realizaron un trabajo de investigacion en donde aislaron
triterpenoides y flavonoides de Alnus firma encontrandose que inhibian la
replicacion del virus VIH-1 y controlaban sus enzimas esenciales como la
transcriptasa inversa, proteasa y alfa - glucosidasa. Entre los extractos en que se
trabajaron, el extracto de metanol de las hojas de esta planta mostré una potente
inhibicién contra el efecto citopatico del VIH-1 (la concentraciébn minima de
inhibicién completa del VIH-1 inducida, IC fue igual a 50 pyg/ml). Basandose en

estos resultados, las hojas de Alnus firma se han relacionado con la inhibicion de



la proteasa por el éster metilico, asi como la inhibicion de la transcriptasa inversa
por activacion de flavonoides.

Stevic y Col. (2010), estudiaron la actividad antioxidante, citotoxica vy
antimic.robiana de los extractos de Alnus incana (L.) ssp. incana Moench y A.
viridis (Chaix) ssp viridis. Se encontré que todos los extractos de la corteza, son
fuertes eliminadores de radicales libres 1, 1-difenil-2-picrilhidrazil, exhibiendo 50%
de concentracién inhibidora (ICsq)) con valores de 3,3 ~ 18,9 ug/m|, los extractos
de Alnus incana y Alnus viridis mostraron importantes efectos citotoxicos con
valores de IC(50)» que 'van desde 26,02 hasta 68,5 pg/mi.

Lee y Colj (2011), estudiaron los efectos de los componentes antifibréticos de
Alnus firma sobre células estrelladas hepaticas. En este exponen que Ila
supresion del crecimiento y la activacion de células hepaticas estrelladas (HSC)
se han propuesto como estrategias terapéuticas para el tratamiento y prevencion
de la fibrosis hepatica. En el curso del tamizaje de la actividad antifibrética de
productos naturales, el extracto metandlico de cortezas de Alnus firma mostro
actividad inhibidora de Ila proliferacion celular. Un nuevo triterpenoide
caracterizado como 2,28-diol -3-il cafeato (13), se aislé con 12 diarilheptanoides
conocidos (1-12) de las cortezas de Alnus firma Utilizando bioactividad guiada
por fraccionamiento. Entre estos compuestos dos y ftrece, ‘inhibieron la
proliferaciéon de las CEH en forma dosis y tiempo dependiente en las
concentraciones de 10 a 100 ASFOR M. En conjunto, las actividades
antifibréticas de Alnus firma y sus componentes activos pueden sugerir las
posibilidades terapéuticas contra la fibrosis hepatica.

Alnus acuminata es una de las primeras especies en haber sido utilizadas en
sistemas agroforestales tradicionales indigenas, debido al sistema radicular

amplio que le permite crecer en suelos poco profundos.



Los estudios quimicos demuestran la presencia de ftriterpenos, taninos,
flavonoides y compuestos fendlicos, mostrando actividad antiinflamatoria,
antimicrobiana, anties-pasmolitica, antiulcerosa.

Salama y Col. (1996), estudiaroh el efecto abortivo, aislamiento e identificacion
de principios activos de Alnus acuminata. El estudio farmacolégico mostré un
efecto abortivo alto (80-100 por ciento) en ratones hembras prefiadas. El estudio
histopatolégico mostré cambios significativos en las células del utero.

Salama y Avendafio (2005), en su trabajo Actividad antiinflamatoria de &-amirona
y 4, 7-dimetoxiapigenina aislados de Alnus acuminata, por el método del edema
plantar en ratas hembras, en dosis de 30, 60 y 100 mg/Kg y de 30, 60 y 80
mg/Kg respectivamente. El efecto mas alto se presentd a la primera hora en las
tres dosis ensayadas, siendo de un nivel comparable en las dosis de 60 y 80
mg/Kg al presentado por el patrén indometacina en la dosis de 5 mg/Kg.

Aguilar y Col. (2011), estudiaron las actividades antiinflamatorias de los
triterpenoides y diarilheptanoides de Alnus acuminata ssp. En este exponen y
afirman que el principal uso de las infusiones de la corteza del tallo de esta
planta, incluye tratamientos para la inflamacién aguda en la medicina tradicional
mexicana. Se usaron los extractos de la corteza del tallo con n-hexano,
cloroformo y metanol, utilizando el modelo de edema de la pata trasera en rata
inducido por carragenina, y la toxicidad aguda por via oral en ratones. En dicha
investigacion concluyeron que los resultados confirman los usos tradicionales de
Alnus acuminata en condiciones inflamatorias agudas y su inocuidad para el

consumo.



2.2. ASPECTOS BOTANICOS DE LA PLANTA
2.2.1. Clasificacion sistematica.

e DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

o CLASE: MAGNOLIOPSIDA

e SUBCLASE: HAMAMELIDAE

¢ ORDEN: FAGALES

e FAMILIA: BETULACEAE

e GENERO: Alnus

o ESPECIE: Alnus acuminata Kunth.

N.V. “aliso”

Fuente: Certificado emitido por la Blga. Laura Aucasime Medina Jefe del
Herbarium Huamangensis - 2012 de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la

Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. (Anexo N° 01).

Sinonimia y nombres populares

Alnus acuminata se le conoce por los siguientes nombres: Alnus arguta, Alnus
ferruginea Humboldt, Alnus jorullensis Humboldt, Alnus mirbelii Spach, Alnus
spachii Callier.

Y algunos nombres populares con que es llamado son: aliso, ilamo, palo de lama
(Guatemala); jadl, lambran, ramram (Costa Rica); Aile, Llite, Aliso (Rep. Mex.)

(Reynel y Marcelo, 2009).



2.2.2 Descripcion botanica de Alnus acuminata (Kunth) “aliso*

De acuerdo a Reynel y Marcelo (2009).

Aspecto general.' Es un arbol de porte mediano, de hasta 20 m de altura
y de 20 cm a 70 cm de diametro. Tiene el fuste recto y la copa desde el
segundo tercio.

Corteza. La corteza externa es escamosa y de color cenizo, con
lenticelas protuberantes y alargadas, de 1 cm de longitud. La corteza
interna es de color rosado o crema.

Hojas. Las hojas son simples y alternas. Tienen forma oblonga u ovada,
de 7 cm a 9 cm de longitud y de 5 cm a 7 cm de ancho. Se caracterizan
por tener el borde aserrado y los nervios muy rectos e impresos en la
cara superior de la hoja. Usualmente carecen de pelos, aunque en
algunos casos se observa algo de pilosidad.

Flores. Las flores se agrupan por separado segun el sexo (especie
monoica) en un mismo arbol. Las flores masculinas son muy pequenas y
numerosas, de unos pocos milimetros de longitud, agrupadas en
amentos pendulares o espigas colgantes de unos 10 cm de longitud. Las
flores femeninas son igualmente pequeﬁas'y se agrupan conformando
conos o estrobilos, de 1 cm a 2,5 cm longitud.

Frutos. Los frutos se agrupan en infrutescencias oblongas, con aspecto
de conos. Son aplanados, alados y muy pequefios, de 2 mm a 4 mm de
longitud.

Fenologia. La floracion se da mayormente entre abril y agosto. Tiene

frutos todo el afio, pero en especial entre enero vy julio.



2.2.3 Distribucién geografica

Su rango de distribucion es amplio: Argentina, Bolivia, Colombia, Costa Rica,
Ecuador, Guatemala, México, Panama, Peri y Venezuela. En el Pert se
encuentra en los departamentos de Amazonas, Ayacucho, Ancash, Apurimac,
Cajamarca, Cusco, Huanuco, Junin, La Libertad, Lambayeque, Lima, Pasco y
Piura. El rango de distribucién altitudinal oscila entre los 400 y los 3 800 m.s.n.m,
en ceja de selva, bosques montanos nublados y regiones altoandinas. En el
departamento de Ayacucho, se encuentran en diferentes localidades como

Apacheta, Chiara, Alpachaca, Quinua, entre otros (Reynel y Marceio, 2009).

2.2.4 Composiciéon quimica
Se han reportado metabolitos secundarios de Alnus acuminata (Kunth) “aliso”,
entre ellos flavonoides, taninos, otros como saponinas, resinas, aceites

esenciales (Aguilar y Col,, 2011).

2.2.5 Propiedades y usos medicinales

La corteza contiene taninos que se extraen por hervido simple y se emplean para
la curtiembre de cueros. De la corteza y hojas se extrae un tinte de color amarillo
a verde, empleado para el teflido de ailgodén y iana. Es una planta medicinal. El
follaje, en infusion se emplea como diurético y péra curar el reumatismo, la
artritis y los resfrios. Molido y formando una pasta, se aplica sobre la piel para
cicatrizar heridas (Reynel y Marcelo, 2009).

En ia sierra central se usa para curar el reumatismo (Torres, 1985).

Su corteza es usada para curar el “paludismo” (Mostacero y Mejia, 1993).



2.3. METABOLITOS SECUNDARIOS CON ACTIVIDAD CICATRIZANTE

a. Flavonoides. Son compuestos fendlicos, casi siempre hidrosolubles
responsables de la coloracién de numerosas flores, algunos frutos, semilias,
raices, que se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal
(Limaylla, 1984).

Este grupo es conocido por sus efectos antiinflamatorios y antialérgicos, por sus
propiedades antitromboticas y vasoprotectoras, por la inhibicion de la promocion
de tumores y como protectores de la mucosa gastrica. Estos efectos se han
atribuido a la influencia de los flavonoides sobre el metabolismo del acido
araquidénico (Evans, 1991).

Farmacolégicamente son antioxidantes (por quelacién de metales), accién
antiespasmédica, antiinflamatoria, anticoagulante indirecto de la sangre, accién
diurética, antiedematoso, hipocolesterolemiante. Para su reconocimiento en una
solucién hidroalcohélica, producen una coloracién amarilla, naranja, carmelita o
rojo al afiadir acido clorhidrico concentrado y magnesio metalico (Bruneton,

1991).

Figura N° 1. 2-fenilbenzopirona, nicleo basico de los flavonoides (Villar del

Fresno, 1999).
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b. Taninos. El término “tanino” fue introducido por Seguin en 1796 para designar
a ciertas sustancias presentes en extractos vegetales capaces de combinarse
con las proteinas de la piel, evitando su putrefaccion y convirtiéndola en cuero.
Se distinguen en los vegetales superiores, dos grupos de taninos diferentes por

su origen biosintético: taninos hidrolizables y taninos condensados.

Los taninos son compuestos fendlicos hidrosolubles, su importancia esta ligada a
sus propiedades curtientes, es decir a la propiedad que tienen de transformar la

piel fresca en material imputrescible (Lock, 1994).

Los taninos son conocidos desde la antiguiedad por sus propiedades curtientes,
astringehtes y antinflamatorias. Por via externa impermeabilizan las capas mas
externas de la piel y mucosas, protegiendo asi las capas subyacentes, de ahi su
empleo como cicatrizante y en el tratamiento de quemaduras y por via interna

ejercen un efecto antidiarreico, antiséptico entre otros (Bruneton, 1991).

La accién protectora e inhibitoria de las secreciones y exudaciones hace Utiles a
los taninos en la curacion de heridas, se absorbe facimente por la piel, se
aprovecha en lesiones de procesos cutaneos, tales como ulceraciones, escaras,
grietas cutdneas y por la accion astringente la piel lesionada queda retraida

(Litter, 1988).

2.4. LA PIEL

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo, entre sus funciones tenemos el de
mantener el equilibrio, regular la temperatura corporal y la proteccion fisica
contra patégenos (Aguirre y De la Garza, 2003).

Tiene como funcién principal proteger al organismo contra los factores nocivos

del medio externo: quimicos, mecanicos, fisicos o infecciosos. Mientras que la

11



piel sana constituye un tejido resistente a toda clase de sustancias, la piel
inflamada es muy sensible y faciimente irritada por cualquier agente. Por esta
razon es primordial en esos casos, la medicacion topica o local que facilita la
curacién de los procesos inflamatorios (Litter, 2001).

Estructura de la Piel

a.- Epidermis

La epidermis o capa externa de la piel esta compuesta de células epiteliales
escamosas estratificadas dispuestas en cinco estratos. A medida que se forman
células nuevas en el estrato epidérmico mas profundo, hay un empuje continuo
de células hacia arriba, que al comprimirse progresivamente, se deshidratan y se
hacen escamosas cuando llegan a la superficie del cuerpo. Este estrato de
células mas externo, esta muerto y se descama continuamente, siendo sustituido
por nuevas células que se estan formando debajo. De los cinco estratos que
conforman la epidermis, solo el estrato de Malpighi o estrato espinoso es
susceptible de division celular mitética. Debido a que la epidermis no esta
vascularizada, tiene que depender de la difusidon de nutrientes y liquidos
provenientes de los tejidos subyacentes para mantener su actividad metabdlica
esencial (Brady, 1992).

E! estrato corneo es la capa mas superficial de la epidermis, esta constituido de
células que se descaman continuamente; el estrato licido esta compuesto de
células transparentes aplanadas: el estrato granuloso del que se cree tiene una
participacion activa en la queratinizacion, proceso por el cual las células se
hacen mas compactas. El estrato espinoso se halla dispuesto en varias capas y
son las que estan limitando con las células del estrato basal de la epidermis,
quién descansa sobre un tejido membranoso al que generalmente se denomina
estrato basal. La melanina, el pigmento que le da el color a la piel se encuentra

en la epidermis.
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'b.- Dermis

La segunda capa de la piel denominada dermis o corion, estd compuesta de
tejido conectivo muy bien dotado de vasos sanguineos, vasos linfaticos, nervios,
fibras elasticas, entre otros. La dermis consta de dos estratos: el estrato papilar,
adyacente a la epidermis y el estrato reticular que se encuentra entre el estrato
papilar y tejido subcutaneo. El estrato papilar estd formado de salientes y
depresiones alternadas que aparecen como tenues surcos en la superficie
exterior de la piel. Exactamente debajo del estrato papilar de la dermis se
encuentra una red de capilares venosos denominada plexo venoso subpapilar
(Tortora y Rey, 2002).

c.- Tejido subcutaneo

inmediatamente debajo de la dermis hay una lamina de tejido areolar
comunmente conocida como tejido subcutaneo o fascia superficial.

Este tejido, que por lo general contiene grandes cantidades de células grasas
(adiposas), fija la dermis a estructuras subyacentes como la fascia profunda y el

tejido muscular (Brady, 1992).

2.5. CICATRIZACION

Toda ruptura de integridad de la piel o de las mucosas corresponde a una herida
(Martini, 2005).

La cicatrizacion es un proceso complejo, muchos tipos de células estan
involucradas en el proceso de cicatrizaciéon tales como: plaquetas, macréfagos y
fibroblastos (Morales, 2007).

La cicatrizacion desde el punto de vista quirurgico, es la unién de los bordes de
una herida cualquiera con el restabiecimiento de la continuidad dermo-

epidérmica (Martini, 2005).
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2.5.1. Fases de la cicatrizacion

La cicatrizacién se divide en cuatro etapas o fases: hemostasia, inflamacion,

granulacion y epitelizacion, y remodelacion (Berengust, 2008).

a) Hemostasia. Con la hemorragia se activan las plaquetas por la trombina y
fibrilas de colageno expuestas por la injuria. Estas liberan mediadores para la
formacion del coagulo y factores de crecimiento (Fc) llamados Pdgf (factor de
crecimiento derivado de las plaquetas), que atraen fibroblastos. Se forman una
matriz provisoria de fibrina y fibronectina para deslizamiento de fibroblastos,

monocitos y vasos.

b) Inflamacion. En heridas suturadas duran de cuatro a cinco dias y en abiertas
de siete a diez dias o mas si hay infeccion. Aparece edema, eritema y dolor, por
la llegada de células inflamatorias. Primero se fomenta la migracion de leucocitos
a la zona, siendo los neutréfilos y mastocitos la primera defensa contra la
infeccion. La segunda linea corresponde a monocitos, que al pasar a los tejidos
se llaman macré6fagos. Los neutrdfilos y macrofagos fagocitan y eliminan
sustancias extrafias, bacterias y tejidos necréticos. Los macrofagos fabrican
también Fc (Pdgf, fibroblastico) y citoquinas que regulan la sintesis de colageno

e inician la angiogénesis y granulacion.

c) Granulacion y epitelizacion. Esta etapa se completa de tres a diez dias y
consta de cuatro procesos: angiogenesis, fibroplasia, contraccion y epitelizacion.
En la angiogénesis, las células endoteliales, macréfagos y fibroblastos, liberan
factores angiogénicos y Fc, estimulados por hipoxia y aumento de acido lactico.
La fibroplasia se inicia al tercer dia con fabricacion de matriz dérmica (colageno,
elastina, proteoglicanos) por fibroblastos. La contraccion, en heridas profundas

es la disminucién de su tamafio (40%) por accion de miofibroblastos.
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La epitelizacién es la restauracion de la epidermis, es quien cierra el proceso de

curacion de la herida.

d) Remodelacion, Consiste en el depdsito y degradacioén de matriz extracelular,
para aumentar la fuerza tensil de la cicatriz. Se degrada el colageno de tipo lii,
que era el que prevalecia y en su lugar se deposita el colageno de tipo | que es
mas resistente, el que da fuerza y que otorga elasticidad. Las fibras de colageno
que inicialmente se encuentran desorganizadas son interconectadas, ordenadas
y alineadas a lo largo de las lineas de tensioén. Una vez epitelizada la herida, la
cantidad de colageno se completa en dos o tres semanas, pero su resistencia y

funcionalidad aumenta hasta un afio después de la injuria.
FACTORES QUE MODIFICAN LA CICATRIZACION

Segun Morales (2007), se plantean los siguientes factores:

Locales. Oxigeno, irrigacion, dafio celular, bacterias (tipo, cantidad), técnica

quirurgica, sutura (materiales, técnica).

Sistémicos. Hipoxia, hipovolemia, manipulacion, diabetes, uremia, deficiencia

vitaminica, deficiencia de zinc.
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ll. MATERIALES Y METODOS
3.1. UBICACION
El presente trabajo de Investigacion se realizé en los Laboratorios del Area
Académica de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias Biolégicas de
la Universidad Nacional San Cristobal de Huamanga, durante los meses de Julio
a Diciembre 2012.
3.2. MATERIALES
3.2.1. Poblacion
Plantas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso” (Anexo N° 04), que crecen en el
distrito de Quinua, provincia de Huamanga, region de Ayacucho.
3.2.2. Muestra
Se utilizé una muestra de un kilogramo de hojas de Alnus acuminata (Kunth)
“aliso” (Anexo N° 05) recolectadas al azar, durante el mes de abril en el distrito
de Quinua, provincia de Huamanga, regidn de Ayacucho, ubicado a 3 396
m.s.n.m. Una parte de la muestra se lievé al Herbarium Huamangensis para su

identificacion y clasificacion botéanica.



3.2.3. Animales de experimentacion

Se trabajé con 30 ratones albinos, Mus musculus, machos, de 22 — 24 g de peso
y de 25 a 32 dias de edad, en buen estado de. salud con buena alimentacion y
agua. Los ratones fueron adquiridos en el Instituto Nacional de Salud-Centro
Nacional de Productos Biolégicos - Chorrillos - Lima (Anexo N° 02) y se
mantuvieron con alimenfo balanceado y agua por unas semanas en el bioterio

de Farmacologia.

3.3. DISENO METODOLOGICO

3.3.1. Procedimiento para la recoleccion de muestra

Para la recoleccion, seleccidn y secado de la muestra, se realizé siguiendo los
procedimientos establecidos por Villar del Fresno (1999). Se seleccioné las hojas
intactas, se lavaron con abundante agua y se secaron a la sombra, en una
habitacion ventilada, sobre papel periédico, aproximadamente por una semana,
para su posterior reduccion de tamano a particulyas, haciendo uso de un mortero

de porcelana hasta obtener un polvo fino.

3.3.2. Preparacion del extracto hidroalcohdlico de Alnus acuminata (Kunth)
“aliso*

La muestra seca y molida se maceré en un frasco de color ambar por una
semana aproximadamente, en alcohol de 80° éste cubrird la muestra por un
centimetro de diferencia. Durante el proceso se agité el frasco periddicamente
para que el alcohol se distribuya homogéneamente en la muestra. Luego se
procedié a filtrar al vacio. Se evapor6 el extracto a presion reducida en el
rotavapor a una temperatura menor o igual a 50°C, hasta lograr un extracto de

consistencia blanda, conservando refrigerado (Anexo N° 06).

17



3.3.3. Tamizaje fitoquimico del Alnus acuminata (Kunth) “aliso”
Las reacciones de identificacion de los diferentes metabolitos secundarios del
extracto hidroalcohdlico se realizé siguiendo los procedimientos de Miranda y

Cuellar (2000).

3.3.4. Preparacion de las concentraciones del extracto de Alnus acuminata
(Kunth) “aliso”

Se gelific6 el extracto hidroalcohdlico al 0,5%, 1%, 2% con la finalidad de que
exista una mejor adherencia, permanencia y absorcion del extracto en la zona de
sutura en los ratones, en el test de cicatrizacién (Anexo N° 10).

La gelificacion se realiz6 disolviendo 0,5, 1, 2 g de la muestra (extracto
hidroalcohdlico seco) en 20 mL de agua destilada; luego se ahadié agua
destilada c.s.p 100 mL y sé procedié a calentar, para luego anadir un gramo de

carboximetilcelulosa (Anexo N° 09).

3.3.5. Determinacion del efecto cicatrizante

Método experimental: .Se usé el Método de Howes, que se basa en el

fundamento de test de cicatrizacién “medicién de la resistencia de la herida a la

tension” (Arroyo y Col., 2004).

Test de cicatrizacion: Es la medida de la fuerza de tension ejercida y necesaria

para abrir una herida de un centimetro de largo en toda su longitud, realizada en

el tercio superior del lomo del raton (Anexo N° 14).

Procedimiento:

e Se depild el lomo del ratbn en un area aproximada de dos centimetros
cuadrados, esto se realizé veinticuatro horas antes, con el fin de descartar

una reaccién alérgica a la crema depiladora marca Veet®.
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Se pes6 a los ratones y luego se les agrupo aleatoriamente dividiéndolos en
cinco grupos (Anexo N° 11).

Se anestesié con pentobarbital sédico 1 mL / 2,5 kg, para una buena
manipulacion.

Luego se realiz6 la incision de un centimetro de largo en el lomo del ratén,
previamente se desinfecto la zona (Anexo N° 12).

Se uni6 los bordes de la herida y se sutur6é con un punto triple utilizando seda
negra 6/0 (Anexo N° 12).

Se inici6 inmediatamente con la administracion de la primeras dosis de los
diferentes tratamientos a cada grupo: extractos hidroalcohdlico al 0,5%; 1% y
2%; blanco (gel); polifenoles cuaternarios derivados de bioflavonoides
citricos 1% (Dermaclin Plus®) cantidad necesaria hasta recubrir la herida
cada doce horas, por un periodo de tres dias.

Pasadas las 72 horas se procedié a sacrificar al raton con una sobredosis de
pentobarbital sédico 1%.

Al momento de quitar el punto de sutura se colocé al animal en posicién de
cubito ventral sobre el aparato de tensién (Anexo N° 13).

Se insertaron las agujas del aparato de tension a 0,5 cm de los bordes de la
herida y se dej6 caer el liquido contenido en la bureta al vaso hasta que
generara la tensién que abrié la herida en toda su longitud (Arroyo y Col,,

2004) (Anexo N° 14).
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El porcentaje de actividad cicatrizante, se obtuvo mediante la siguiente formula;

Dénde:
% Act = Porcentaje de actividad cicatrizante
Xtto = Fuerza promedio para abrir la herida del grupo tratado con los
extractos.
Xb = Fuerza promedio para abrir la herida del grupo sin tratamiento

(blanco) (Arroyo y Col,, 2004).

3.3.6. Disefio experimental

El disefio empleado es el disefio completamente randomizado. Las
concentraciones elaboradas seran sometidas a la actividad cicatrizante, los
animales de experimentaciéon seran divididos de manera aleatoria en cinco
grupos, con seis repeticiones para cada grupo:

s Grupo I: Blanco (gel).

e Grupo II: Estandar: Polifenoles cuaternarios derivados de bioflavonoides
citricos 1% (Dermaclin Plus®).

e Grupo lll, IV y V: Extracto hidroalcohélico al 0,5%; 1% y 2 % de las hojas de

Alnus acuminata (Kunth) “aliso”, respectivamente.
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3.4 ANALISIS DE DATOS

Los resultados a obtenerse se representaran mediante cuadros y graficos. La
diferencia significativa existente entre los tratamientos sera evaluada a través del
analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significacién estadistica de 0,05.
Las comparaciones entre cada tratamiento se haran con la Prueba HSD de

Tukey, para cuyo efecto se recurrira al uso del programa SPSS versién 16,0.
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IV. RESULTADOS



Cuadro N° 01. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico

{

de las hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso“. Ayacucho — 2012.

Metabolitos | Reactivos ylo
. . Resultados
Secundario | Reacciones Observacionaes
Fenoles ylo Tricloruro +++ Coloracion verde intenso
taninos férrico
Flavonoides Shinoda +++ Coloracion rojo intenso
Saponinas Espuma + Formacion de espuma
Azucares .

Benedict ++ Precipitado rojo ladrillo
reductores P ©
Catequinas Catequinas ++ Halo fosforescente

Terpenos vio Lieberman v s
c +++ Coloracioén azul verdoso.
esteroides Burchard
Lactonas y Baljet ++ Rojo 0scuro
cumarinas
Dragendorif +
Alcaloides Ligero precinitado naranja
Mayer + OSCUro
LEYENDA:
ESCASA *+)
REGULAR (++)
ABUNDANTE  :(+++)
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Grafico N° 01. Promedio de resistencia a la tension en mililitros por efecto
cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata (Kunth)

“aliso”. Ayacucho —2012.
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Grafico N° 02. Porcentaje de efecto cicatrizante del extracto hidroalcohélico de

las hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso”. Ayacucho —2012.
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V. DISCUSION
Las plantas medicinales juegan un papel muy importante en el mantenimiento de
la salud, siendo asi que se estima, se utilizan unas 10 000 especies vegetales,
con este propdsito. Pero mas importante que la gran variedad de flora que existe
a nivel mundial es el estudio de cada especie. Investigar y estudiar las
propiedades que tienen dichas plantas para poder explotarlas en su totalidad
(Salazar, 2009).
El uso de la medicina tradicional sigue estando muy extendido en los paises en
vias de desarrollo. En muchos paises del mundo, los responsables de las
politicas, los profesionales sanitarios y el publico debaten con preguntas sobre la
seguridad, la eficacia, la calidad, la disponibilidad, la preservacion y con el
desarrollo, de éste tipo de atencion sanvitaria (Quick, 2002).
Teniendo en cuenta que para conocer nuestro presente es necesario apelar al
estudio de nuestro pasado, se debe incentivar y difundir la farmacologia
tradicional. Es asi como se hace necesario investigar y demostrar la efectividad
terapéutica de nuestra flora y como consecuencia la validacion del efecto
cicatrizante de la especie en estudio Alnus acuminata (Kunth) “aliso”.
Diversos articulos publicados sobre temas botanicos, tales como “Caldasia” de
Colombia, “Ticalia” de Guatemala, “Lankesteriana” de Costa Rica, entre otros,

dan a conocer ias diferentes contribuciones, especialmente investigaciones



sobre la presencia de diferentes metabolitos en plantas superiores la mayoria de
ellos con resultados prometedores. Dichas investigaciones incluyen al género
Alnus, en donde se le otorga propiedades antiinflamatorias, cicatrizantes y por
éctuar como contenedor de hemorragias, entre otros (Rojas y Col., 2006).

Para detectar cualitativamente la presencia de determinados grupos de
compuestos, se realizan las técnicas de “screening”, que nos ayudan a
evidenciar estos grupos de constituyentes mediante la formacion de precipitados,
coloraciones, etc. Estas reacciones se caracterizan porque son selectivas para
las clases o grupos de compuestos que se investigan, son simples y rapidas,
detectan la minima cantidad posible y utiizan un minimo de equipo de
laboratorio (Miranda y Cuellar, 2000). Debido a esto, es que en el presente
trabajo de investigacion se realizé la determinaciéon cualitativa de metabolitos
secundarios, para lo cual se realizd una extraccibn con un disolvente
hidroalcoholico en las hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso”. Se emplearon
extractos hidroalcohdlicos porque son los que extraen la mayor diversidad de
componentes quimicos presentes en la droga (Miranda y Cuellar, 2000).

En el Cuadro N° 01 se presenta a los metabolitos secundarios del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso” (Anexo N° 08),
donde se observa la presencia de flavonoides, fenoles y taninos, catequinas,
terpenos y esteroides. Demostrandose que los metabolitos secundarios
responsables del efecto farmacolégico son principalmente los flavonoides
(coloracién rojo intenso), catequinas (halo fosforescente) y la presencia de
taninos (coloracién verde intensa). Quienes posiblemente le confieren el efecto
cicatrizante a esta especie por tener la capacidad de regenerar los tejidos que
favorecen la cicatrizacién de heridas.

Hinostroia (2009), en un estudio realizado sobre el efecto cicatrizante del

extracto hidroalcohdlico de los tallos y hojas de Stevia rebaudiana Bertoni
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“estevia”. Reporta la presencia de compuestos fendlicos (flavonoides y taninos),
esteroides y cumarinas entre ofros, demostrando que los metabolitos
secundarios responsables del efecto farmacolégico, son especificamente los
taninos y flavonoides.

Flores (2010), en un trabajo de investigacion realizado sobre el efecto
cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de los tallos de Baccharis genistelloides
(Lam.) Pers. “quimsa cuchu”. En el tamizaje fitoquimico destaca la presencia de
flavonoides, taninos y catequinas, caracteristica marcada en esta especie,
quienes van a ser los responsables de la reparacién tisular como cicatrizante
extérno por su gran contenido de dichos metabolitos secundarios.

Las aplicaciones de las drogas con taninos derivan de sus propiedades
astringentes, antisépticas, protectores, antioxidantes. Mientras los flavonoides
tienen la accién vitaminica P, son antihemorragicos, antiinflamatorios,
anvtibacterianos, antifungicos (Kuklinski, 2003).

La farmacologia es una ciencia que utiliza principaimente la observacion y la
experimentacion con el fin de analizar la accién de los principios activos
provenientes 'de productos vegetales o sintéticos sobre los organismos vivos,
recurriendo a las técnicas habituales de la fisica, quimica, fisiologia y clinica. El
método experimental empleado en farmacolbgia es un método hipotético
deductivo cuyas etapas son la contrastacion de un hecho, el surgimiento de una
idea a partir de este hecho, a la vista de esta idea se razona, se imagina y se
inicia una experiencia, de esta experiencia surgen nuevos fenémenos que es
necesario observar e interpretar, y asi sucesivamente. La mente del investigador
se encuentra siempre entre dos observaciones (Villar y Mendocilla, 2009).

En el presente trabajo de investigacion se busca evaluar el efecto cicatrizante del

extracto hidroalcohélico de las hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso”, el cual
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se administré por via tépica sobre el lomo de los ratones. Se utilizé el modelo
experimental propuesto por Howes, que se basa en el fundamento del test de
cicatrizacién. Todos los experimentos en cicatrizacion buscan agentes que
aceleren el proceso de cicatrizacién de heridas, la mayoria de las heridas son
reparadas espontaneamente.

La evaluacion de Ia resistencia de Ias heridas en el proceso de cicatrizacion, fue
reportada por primera vez en 1929 por Howes y Col. En el Pert y a nivel mundial
se evalla el éxito de la cicatrizacion experimental de las plantas medicinales,
utiizandose el método tensiométrico propuesto por Howes (Guillermo y Col,
2005). M

Las heridas son lesiones fisicas que dan como resultado una apertura o ruptura
de la piel. La curacién adecuada de la herida es esencial para la restauracion de
la continuidad interrumpida. El objetivo de tratar una herida es principalmente
para acortar el tiempo requerido para la curacién o para reducir al mismo las
consecuencias no deseadas (Raina y Prawez, 2008).

Cuando un organismo sufre una lesién, la herida sangra y forma un coagulo que
ayuda a detener la pérdida de sangre. Los vasos sanguineos que rodean el sitio
de la herida se dilatan, permitiendo que las células circulantes, oxigeno y materia
nufritiva lleguen al area lesionada. Los fagocitos retiran los desechos. Los
fibroblastos se multiplican en la herida y se combinan con los vasos sanguineos
en desarrollo para formar el tejido de granulacién. Debido a la rapida capacidad
regenerativa de la epidermis, en unos cuantos dias quedara completamente
cubierta la pequena lesién (Brady, 1992).

El papel principal del excipiente es servir de soporte al principio activo que se
desea aplicar sobre la piel, se sabe que el excipiente podra influir en la

penetracién del principio activo hacia lugares mas o menos profundos, situados
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por debajo de la zona de aplicacion y contribuir de este modo a la eficacia del
preparado (Vila, 1997). Es por éste motivo que el extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso” fueron gelificados. |

Los geles se forman por agregacién de particulas coloidales; los sistemas
solidos o semisdlidos asi formados estan interpenetrados por un liquido. Dichas
particulas se unen formando una malla entrelazada que confiere rigidez a la
estructura, las mallas mantienen en su interior la fase continua. A menudo se
requiere sélo un pequefo porcentaje de fase dispersa para conferir la rigidez
(Aulton, 2004).

Las concentraciones con las cuales se trabajo fueron al 0,5%,1% y 2% de
extracto hidroalcohdlico en forma de gel, vehiculo apropiado en preparaciones
que se administra por via topica, utilizada para conferir la forma y el volumen
necesario a una preparacion liguida o semisolida (Flores, 2010). Usando la
carboximetilcelulosa como vehiculo adherente y prolongar asi el contacto de los
principios sobre la piel, en la preparacion de las diferentes concentraciones del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso”.

Se usé como control carboximetilcelulosa, para descartar la posibilidad de un
efecto cicatrizante de los componentes del gel. Y asi hallar el porcentaje del efecto
cicatrizante del extracto hidroalcohélico de las hojas de Alnus acuminata (Kunth)
“aliso”.

Se utiliz6 como referencia el Dermaclin Plus®, estandar de la presente
investigacion. El cual es un producto con un principio activo natural que permite
aplicaciones para desinfeccion de heridas, cortes, quemaduras y otras
afecciones de la piel. El Dermaclin Plus® contiene polifenoles cuaternarios

derivados de los bioflavonoides citricos, que le dan dicho efecto (Flores, 2010).
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En el Anexo N° 15 se presenta las medidas de resistencia a la tension en
mililitros necesario para abrir la herida cicatrizada en los ratones por efecto
cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata (Kunth)
“aliso”. Cuando se ha producido una lesién, cualquiera que sea el mecanismo
comienza la cicatrizacion normal de la herida a menos que haya interferencias o
circunstancias que motiven a una reparacidén inadecuada de la herida (Trott,
2007).

Para dicha evaluacion se realizaron seis repeticiones por cada grupo, en donde
el preparado del extracto hidroalcohdlico al 2% presenta mayores volumenes de
tension comparado a las demas concentraciones del extracto hidroalcohdlico.
Asi mismo se pueden apreciar los volumenes de tension del Dermaclin Plus®,
en donde observamos que presenta voliumenes similares al 0,5% del extracto
hidroalcohdlico, tomando como referencia al blanco (sin tratamiento).
Concluyendo que a mayor tensién nos indicara una mayor cicatrizacion.

El andlisis de varianza, es una prueba estadistica el cual sirve para analizar si
mas de dos grupos difieren entre si de manera significativa en sus medias y
varianzas (Hernandez y Col, 2006). En base a lo anterior se determina que
existe la diferéncia entre los grupos de tratamiento, diferencia significativa
(p<0,05) a un nivel de confianza del 95% (Anexo N° 16), lo que conduce a un
rechazo de la hipétesis nula aceptando la hipdtesis alterna, confirmando que los
datos obtenidos son significativos con una desviacion estandar aceptable.
Sabemos que la probabilidad de que un evento ocurra oscila entre cero (0) y uno
(1), donde cero significa ia imposibilidad de ocurrencia y uno la certeza de que el
fenédmeno ocurra. El nivel de significancia de 0,05 implica que el investigador
tiene el 95% de seguridad para garantizar sin equivocarse y sélo el 5% en
contra. En términos de probabilidad 0,95 y 0,05 respectivamente, ambos suman

la unidad (Hernandez y Col., 2006).
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La presente investigacion muestra que los resultados fueron significativos a nivel
de 0,05 (p<0,05), indica lo que anteriormente se comentd; que existe 5% de
posibilidad de error al aceptar la hipétesis, correlacién o valor obtenido al aplicar
una prueba estadistica 6 5% de que se rechace una hipétesis nula cuando esta
es verdadera (Hernandez y Col., 2006).

" En el Grafico N° 01, se observa los valores promedios de resistencia a la tensién
en mililitros por efecto cicatrizante del extracto hidroalcohélico de las hojas de
Alnus acuminata (Kunth) “aliso”, representando las comparaciones muiltiples de
los tratamientos con la Prueba de Tukey para evaluar dicho efecto, los cuales
presentan diferencia de volumen promedio de tensidén: blanco con 2623 mL,
dermaclin plus con 32,40 mL y los extractos al 0,5%, 1%, 2% con 34,17 mL,
41,40 mL y 46,62 mL respectivamente, demostrando que dichos extractos
presentan efecto directamente proporcional a la dosis-respuesta, lo que significa
diferencia de tratamiento al 0,5%, 1% y 2% de extracto hidroalcohdlico en
comparacion al blanco y al estandar. Ciertas concentraciones son mas efectivas
que el patron y demuestra ademas que las heridas tratadas con bajas
concentraciones muestran resultados muy inferiores en el efecto cicatrizante.

La prueba de Tukey muestra una clasificacion de los tratamientos basado en el
grado parecido existente entre sus medias (Anexo N° 17), determinando asi qué

- el blanco (gel) difiere significativamente con el estandar y los extractos
hidroalcohdlicos al 0,5%, 1%, 2%. El extracto hidroalcohdlico al 0,5% no difiere

significativamente, es decir posee similar comportamiento con el estandar

(Dermaclin plus®), pero difiere con los demas tratamientos; el extracto
hidroalcohdlico de 1% y al 2% difiere con los demas tratamientos.

En el Grafico N° 02 se presenta el porcentaje de actividad cicatrizante del

extracto hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso”, donde

los resultados fueron: al 0,5% con 30,27%, al 1% con 57,83%, al 2% con 77,74%
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respectivamente, observando claramente que el mayor porcentaje de
cicatrizacion se da al 2% en comparacion al 05%, 1% de extracto
hidroalcohdlico.

Mendoza (2010), en un estudio realizado sobre el efecto cicatrizante del extracto
alcohdlico del fruto de Sambucus peruviana “sauco”, a concentraciones de
100 mg/kg, 500 mg/kg y 1000mg/kg de peso, demostré que la mejor eficacia
resultdé a 1000 mg/kg, obteniéndose un porcentaje de actividad cicatrizante de
313,48%. Siendo estadisticamente superior al resto de concentraciones y al
blanco.

Flores (2010), en un trabajo de investigacion sobre el efecto cicatrizante del
extracto hidroalcohdlico de los tallos de Baccharis genistelloides (Lam.) Pers.
“quimsa cuchu®, demost(é que el extracto con mayor actividad cicatrizante entre
las concentraciones de 0,5%, 1% y 2%, fue este udltimo, ya que presentd el
mayor porcentaje de efecto cicatrizante, con 85,12%, quien fue estadisticamente
superior al estandar (Dermaclin Plus®), presentando un porcentaje de 20,19. El
cual también se utilizd en el presente trabajo obteniéndose un resultado similar.
Las lesiones que puede sufrir nuestro cuerpo son muy diferentes, desde una
simple rozadura cutanea, a lesiones sumamente complicadas y graves (Diaz,
1998).

Hay factores que pueden retardar el proceso de cicatrizacion como la presencia
de bacterias en la herida, por nutricion inadecuada, por un estado patoldgico
coexistente y por factores fisioldgicos (Brady, 1992).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo contribuyen al conocimiento
terapéutico y sera una fuente de consulta para muchos investigadores. Como se
sabe, el mercado farmacéutico viene desarrollando medicamentos como los
cicatrizantes, antiinflamatorios, entre otros;, motivo por el cual se realizé el

presente trabajo de investigacién. En donde afirmamos que se encontro
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experimentalmente diferencias del efecto cicatrizante entre las concentraciones

del extracto.

Asi mismo se confirma la hipétesis de que el extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso” posee actividad cicatrizante.
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VI. CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso”
presenta efecto cicatrizante.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso”,
presenta los siguientes metabolitos secundarios: taninos y fenoles,
flavonoides, catequinas, terpenoides, y en menor proporcion: azucares
reductores y lactonas.

El mayor efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Alnus acuminata (Kunth) “aliso” presenta al 2%, con un volumen de
resistencia a la tension necesaria para abrir la herida de 46,6 mL.

Se compard los porcentajes de actividad cicatrizante del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso”, encontrando
que los extractos al 1% y 2% presentan mayor porcentaje de actividad

cicatrizante respecto al estandar representado por el Dermaclin Plus®.



1.

VIl. RECOMENDACIONES

Proseguir con el estudio del efecto cicatrizante del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso”
determinando y cuantificando especificamente cual de los principios

activos presentes en la planta es la responsable de este efecto.

Realizar la formulacion de una forma farmacéutica semisolida del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso” para su

aprovechamiento como cicatrizante.

Realizar estudios comparativos del extracto hidroalcohdlico de las hojas

de Alnus acuminata (Kunth) “aliso” con dos o mas estandares..
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ANEXO N°01

Clasificacion Taxonémica de Alnus acuminata (Kunth) “aliso”.

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL OE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFLILC A

Bype

Que. 1a Bach. en Farmacia y Bioguimica, Srla Mitza, AGUILAR GUILLEN, ha
solicitado la Identificacién de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dichs muestra hs sido estudiada e identificada segun el Sistema de
Clasificacion de CRONQUIST. A, (1988). y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : HAMAMELIDAE

ORDEN : FAGALES

FAMILIA : BETULACEAE

GENERO D Anys

ESPECIE : Atnus acuminata Kunth..
Nombre vuigar. “aliso

Se expide la certificacion correspondiente 8 solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente, ’

Ayacucho, 16 de Julio del 2012
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ANEXON°02

Certificado sanitario del material bioldgico

& £ INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
& i1 CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS
\‘%\X ., COORDINACION DE BIOTERIO

> .

CERTIFICADO SANITARIO N° | 2562012 |

Producto  : Ratén albino LoteN® : M-39-2012

Especie . Mus masculus Cantidad : 35

Cepa : Balbfc/CNPB Edad : 25 a 32 dias

Peso : 15a24qr. Sexo : Machos

GRN  : 026500 Destino  : Aguilar Guillen, Mitza
Ayacucho

Fecha 27-09-2012

El Médico Vetarinario, que suscribs, Arturo Rosales Fernandez. Coordinador de Bioterio
Certifica, que Ilos animales ariba descritos se  encuentran en  buenas
condiciones sanitarias * .

*Relerencia; PR.T-CNPB-153, Procedimienio para el ingreso, Cuarentena y Control
Sanitario para Animales de Experimentacion. ‘

Chorrillos, 27 de Septiembre del 2012
{Fecha de emisidn del certificado)

' / . A
MVAfturoRosafés Fernandez.
NOTA: El Bioterio no se hace CM.V.P. 1586

responsable por el estado de
lcs animales, una vez que
éstos egresan del mismo:
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ANEXO N° 03

Protocolo de procedimiento metodolégico de la especie de Alnus acuminata

(Kunth) “aliso”.
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ANEXO N° 04

Planta de Alnus acuminata (Kunth) “aliso”. Distrito de Quinua. Ayacucho — 2012.

45



ANEXO N°05
Recoleccién de la hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso”. Distrito de Quinua

en horas de la mafiana. Ayacucho—-2012.

VEFL L
Ry

46



ANEXO N°06

Extracto hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso”.
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ANEXO N°0Q7
Identificacion de los compuestos quimicos del extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso”.
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ANEXO N° 08
Identificacién fitoquimica del extracto hidroalcohédlico de las hojas de Alnus

acuminata (Kunth) “aliso”.
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ANEXOPP N° 09
Flujograma de preparacion del extracto hidroalcohdlico a diferentes

concentraciones en carboximetilcelulosa.

0.5 g. extracto hidroalcohdlico

1 g. extracto hidroalcohilico

2 g. extracto hidroalcohdlico

Diluir con 20ml.
de agua destilada

1g. Carboximetilcelulosa

Agua
destilada ¢c.s.p
100 mi.
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ANEXO N° 10
Concentraciones del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata

(Kunth) “aliso”.
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ANEXO N° 11
Ratones albinos agrupados aleatoriamente, utilizados para la evaluacion del
efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata

(Kunth) “aliso”.
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ANEXO N° 12
Incisién y sutura en los ratones. Laboratorio de Farmacologia de la Escuela de

Farmacia y Bioquimica. Ayacucho — 2012.
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ANEXO N° 13

Uso del equipo de tension en ratones.

h
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ANEXO N° 14

Observacioén de la tensién ejercida en ratones.
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ANEXO N° 15

Valores de resistencia a 1a tensién en mililitros del sfectt cicatrizantes del axtracto

hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso”. Ayacuchc -

2012.

t 262 315 322 | 395 46,0
2 26,0 33,1 350 | a9 453
3 271 350 352 | 423 455
4 254 323 344 | 405 48,0
8 27,0 330 358 | 392 498
6 257 295 32,4] 450 45,1
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ANEXO N° 16
Resultado del analisis de varianza de la resistencia a la tension (mililitros) por el

efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata

(Kunth) “aliso”. Ayacucho —2012.

ANOVA
Suma de , Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Resistencia Inter-grupos | 1520,695 4 380,174 132,603 ,000
a la tension Intra.grupos 71,675 25 2,867
(mL) Total 1592,370 29
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ANEXO N° 17

Resultado de la prueba de Tukey de los promedios de tension (mililitros) para
evaluar el efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Alnus

acuminata (Kunth) “aliso”. Ayacucho —2012.

Resistencia a la tension (mL)

HDS de Tukey®

Subset for alpha = ,05
Tratamientos N 1 2 3 4
Blanco 6 26,2333
Dermaclin 6 32,4000
0,5% 6 34,1667
1,0% 6 41,4000
2,0% 6 46,6167
Sig. ‘ 1,000 ,392 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000
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Rev:sta de !nvestngacnén Facultad de ClenCIas Blolég|cas UNSCH

Aguilar, M. y Col.

Efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata (Kunth)
“aliso“. Ayacucho 2012,

Mitza Aguilar Guillén" José Manuel Diez Macavllca™
! Universidad Nacional San Cristsbal de Huamanga

RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se desarrollé con k finalidad de evaluar el efecto cicatrizante del extracto hidroalcohélico de
las hojas de Alnus acuminata (Kunth) “aliso”, realizado en los L aboratorios de Farmacia y Bioguimica de la Universidad Nacional
de San Cristébal de Huamanga. Las hojas fueron recolectadas en el distrito de Quinua, provincia de Huamanga, regibn de
Ayacucho. Se obtuvo el extracto con etanol al 80%, los metabolitos secundarios fueron evidenciados mediante el procedimiento
de Miranda y Cueltar {2000}, y 1a actividad cicatrizante por el test de Howes (1929), en 30 ratones albinos distribuidos en cinco
grupos, el primer grupo fue el blanco, et segundo el estandar y el tercer, cuarto y quinto grupo recibieron 0,5%, 1% y 2%
respectivamente del extracto. Los metabolitos secundarios determinados fueron: taninos y fenoles, flavonoides, catequinas,
terpenos y esteroides. Los volimenes promedio de cicatrizacién fueron: 34,17 mb, 41,40 mL y 46,62 mL a las dosis ensayadas
de los extractos respectivamente, mientras que el blanco fue de 26,23 mL y el estandar {Dermaclin Plus®) 32,40 mL. El ANOVA
de los tratamientos demostré que existe diferencia significativa entre los tratamientos (p < 0,05).

Se concluye que el extracto hidroaicohdlico de las hojas de Alnus acuminata (Kunth) "aliso” presento efecto cicatrzante.
Palabras clave: Efecto cicatrizante, Alnus acuminata (Kunth).

ABSTRACT

This research was developed in order to evaluate the healing effect of the hydroalcoholic extract of the leaves of Alnus
acuminata (Kunth) "alder”, performed in the laboratories of Pharmacy and Biochemistry, National University of San Cristobal de
Huamanga. The leaves were collected in the district of Quinoa, Huamanga province, Ayacucho region. Extract was obtained with
80% ethanol, the secondary metabolites were evidenced by the method of Miranda and Cuellar (2000), and healing activity test
by Howes (1929), in 30 female rats divided into five groups, the first was the target group, the standard second and third, fourth
and fifth group received 0.5%, 1% and 2% respectively of the extract. Secondary :metabolites were determined: tannins and
phenals, flavonoids, catechins, terpenes and steroids. The average volumes of healing were: 34.17 mL, 41.40 mi, 46.62 mL at
the doses tested extracts respectively, while white was 2623 and the standard mbL (Dermaclin Plus ®) 32, 40 mL. The
treatments ANOVA showed significant difference between treatments (p<0,05).

We conclude that the hydroalcoholic extract of the leaves of Alnus acuminata (Kunth) “"Alder" present healing effect
Keywords: Healing effect, Alnus acuminata (Kunth).

INTRODUCCION

La curacién de heridas es un tema muy antiguo como la
historia del hombre, -¢f hombre de Neanderthal en frak 60 000
afios A.C. uso hierbas contra quemaduras y sequn el papiro
de Smith los apésitos datan desde 5000 affos AC. -en el
antiguo Egipto ya se usaban como apédsito el barro, goma,
resinas, ‘miel, mira y sustancias oleosas. Por oftro lado
Hipécrates trataba a fas heridas con vino, cera de abeja,
roble sagrado, aceite y azticar, escuela que incluso se
mantiene en nuestros dias (Andrades y Col., 2004).

Cuando el organismo sufre una lesidn, se inicia una reacciéon
compleja de todo el cuerpo y casi de inmediato se inician los
esfuerzos para reparar los tejdos dafiados (Brady, 1992). La
cicatrizaciébn es :fa unién de los bordes de una herida
cualquiera, con el restablecimiento de la continuidad dermo -
epidérmica (Martini, 2005). Muchos tipos de células -estan
involucradas en dicho proceso tales como: plaquetas,
macréfagos vy fibroblastos (Morales, 2007). La infeccion de fa
herida es una de las complicaciones quinirgicas mas
frecuentes y una causa importante de morbilidad (Vermeulen
y:-Col., 2007).

Sea cual fuere su origen, el tratamiento de las heridas en
gran medida se ha venido desarroflando en base a una
terapéutica natural exclusiva, principalmente con el uso de
plantas medicinales administradas de varias formas como fa
via topica, ya que la terapia antibibtica sdlo constituye 'un
recurso preventivo ante probables infecciones y no garantiza
una 'buena y répida cicatnzacion propiamente dicha {Quick,
2002).

Alnus acuminata :(Kunth) “aliso”, es una planta originaria
nativa de México, América: central y América del sur, utilizada
en el tratamiento de multiples :padecimientos, entre ellos
utilizado por su efecto cicatrizante, el cual ha creado especial
interés-en su investigacion. Lo que se busca es que el Alnus
acuminata (Kunth) “aliso”, sirva como una altemativa
medicamentosa para el tratamiento de heridas ya que las
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lesiones epiteliales :generan la necesidad de una
cicatrizacién, por lo tanto debemos apresurar-dicho proceso
de regeneracion. Teniendo en cuenta que no hay estudios
sobre la propiedad cicatrizante de esta planta, se realiz6é el
estudic -sobre el extracto hidroaicohblico de las hojas de
Alnus acuminata (Kunth) “aliso”.
Por tal motivo, en el presente trabajo de investigacion se
ptantean los siguientes objetivos:
Objetivo General
- Evaluar el efecto cicatrizante del extracto hidroalcohblico
de las hojas de Alnus acuminata (Kunth) *aliso”.
Objetlvos Especificos
Realizar el tamizaje fitoquimico del extracto
hidroalcohdlico de fas'hojas de Alnus acuminata (Kunth)
“aliso”.

- Determinar la concentracién del extracto hidroalcohdlico

de fas hojas de Alnus acuminata (Kunth) "aliso” con
mayor efecto cicatrizante.
Comparar el porcentaje de efecto cicatrzante del extracto
hidroalcohélico -de las hojas de Alnus acuminata (Kunth)
“aliso” con un estandar (Dermaciin. Plus®).

MATERIALES Y METODOS

UBICACION

El presente trabajo de Investigacion se realizé6 en los
Laboratorios - de! Area. Académica de Farmacia y Bioguimica
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional San Cristobal de:Huamanga, durante los meses de
Julio a Diciembre 2012.

MATERIALES

Poblacién

Plantas de A/nus acuminata (Kunth) “aliso”, que crecen en el
distrito de Quinua, provincia de Huamanga, region de
Ayacucho.



Muestra

Se utilizé una muestra de un kilogramo de hojas de Alnus
acuminata (Kunth) “aliso”, recolectadas al azar, durante el
mes de abril en e} distrito de Quinua, provincia de Huamanga,
departamento de Ayacucho, ubicado a 3396 m.s.n.m. Una
parte de la muestra se levd al Herbarium Huamangensis
para su identificacion y clasificacién botanica.

Animales de experimentacién

Se trabajo con 30 ratones albinos, Mus musculus, machos,
de 22 — 24 g de peso y de 25 a 32 dias de edad, en buen
estado de salud con buena alimentacién y agua. Los ratones
fueron adquiridos en el Instituto Nacional de Salud-Centro
Nacional de Productos Biologicos - Chorrillos — Lima y se
mantuvieron con alimento balanceado y agua por unas
semanas en el bioterio de Farmacologia.

DISENO METODOLOGICO

Procedimiento para la recolecciéon de muestra

Para la recoleccion, seleccidn y secado de la muestra, se
realizé siguiendo los procedimientos establecidos por Villar
del Fresno (1999). Se selecciond fas hojas intactas, se
lavaron con abundante agua y se secaron a la sombra, en
una habitacibn  ventilada, sobre papel peribdico,
aproximadamente por una semana, para su posterior
reduccion de tamafio a particulas, haciendo uso de un
mortero de porcelana hasta obtener un polvo fino.

Preparacién de! extracto hidroalcohélico de Alnus
acuminata (Kunth) “aliso”

La muestra seca y molida se maceré en un frasco de color
ambar por una semana aproximadamente, en alcohol de 80°%
éste cubrird la muestra por un centimetro de diferencia.
Durante el proceso se agité el frasco periddicamente para
que el alcohol se distribuya homogéneamente en {a muestra.
Luego se procedi6 a fittrar al vacio. Se evapord el extracto a
presién reducida en el rotavapor a una temperatura menor o
igual a 50°C, hasta lograr un extracto de consistencia blanda,
conservando refrigerado.

Tamizaje fitoquimico del Alnus acuminata (Kunth) “aliso”
Las reacciones de identificacion de los diferentes metabolitos
secundarios del extracto hidroalcohdlico se realizé siguiendo
los procedimientos de Miranda y Cuellar {2000).

Preparacion de las concentraciones del extracto de
Alnus acuminata (Kuhth) “aliso”

Se gelificd el extracto hidroalcohtlico al 0,5%, 1%, 2% con la
finalidad de que exista una mejor adherencia, permanencia y
absorcion del extracto en la zona de sutura en los ratones, en
el test de cicatrizacion.

La gelificacién se realizd disolviendo 05; 1, 2 g de la muestra
(extracto hidroalcohblico seco) en 20 mL de agua destilada;
luego se afiadié agua destilada c.s.p 100 mL y se procedid a
calentar, para luego afiadir un gramo de carboximetitcelulosa,

Determinacion del efecto cicafrizante

Método experimental: Se us6 el Método de Howes, que se
basa en el fundamento de test de cicatrizacién “medicién de
Ia resistencia de la herida a la tensién® (Arroyo y Col, 2004),
Test de cicatrizacién: Es la medida de lka fuerza de tensién
ejercida y necesaria para abrir una herida de un centimetro
de fargo en toda su longitud, reafizada en et tercio superior
del lomo det raton.

Procedimiento:

e  Se depild e lomo del ratén en un &rea aproximada de
dos centimetros cuadrados, esto se realizd veinticuatro
horas antes, con el fin de descartar una reaccion
alérgica a la crema depiladora marca Veel®.

e Se pesd a Ilos ratones y luego se les agrupo
aleatoriamente dividiéndolos en cinco grupos.
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e  Se anestesib con pentobarbital sédico 1 mL / 25 kg
para una buena manipulacién.

e Luego se realizé6 la incision de un centimetro de largo en
el lomo del raton, previamente se desinfectd ia zona.

e  Se uni6 los bordes de fa herida y se suturd con un punto
triple utilizando seda negra 6/0.

» Se inici6 inmediatamente con la administracion de la
primeras dosis de los diferentes tratamientos a cada
grupo: extractos hidroaicohdlico a 0,5%; 1% y 2%,
blanco (gel), polifenoles cuaternarios derivados de
bioflavonoides citricos 1% (Dermaclin Plus®) cantidad
necesaria hasta recubrir la herida cada doce horas, por
un periodo de tres dias.

e Pasadas las 72 horas se procedid a sacrificar al raton
con una sobredosis de pentobarbital sédico 1%.

¢ A momento de quitar el punto de sutura se colocd al
animal en posicién de cubito ventral sobre el aparato de
tensién.

«  Se insertaron las agujas del aparato de tensién a 0,5 em
de los bordes de Ia herida y se dejo caer el liquido
contenido en la bureta al vaso hasta que generara la
tensién que abrid 1a herida en toda su longitud (Arroyo y
Col, 2004).

El porcentaje de actividad cicatrizante, se obtuvo mediante la
siguiente formula:

Dénde:

% Act = Porcentaje de actividad cicatrizante

Xtto = Fuerza promedio para abrir la herida del grupo tratado
con los extractos.

Xb = Fuerza promedio para abrir la herida del grupo sin
tratamiento (blanco) {Arroyo y Col, 2004).

Disefio experimental
El disefio empleado es el disefio completamente
randomizado.. Las concentraciones elaboradas serén
sometidas a la actividad cicatrizante, los animales de
experimentacién seran divididos de manera aleatoria en cinco
grupos, con seis repeticiones para cada grupo:

»  Grupo | Blanco (gel).

e Grupo I Estandar: Polifenoles cuaternarios
derivados de bioflavonoides citricos 1% (Dermaclin
Plus®).

e  Grupo lll, IV y V: Extracto hidroalcohdlico al 0,6%;
1% y 2 % de las hojas de Alnus acuminata {(Kunth)
“aliso”, respectivamente.

3.4 ANALISIS DE DATOS

Los resuttados a obtenerse se representaran mediante
cuadros y graficos. La diferencia: significativa existente entre
los tratamientos sera evaluada a través del analisis de
varianza (ANOVA) con un nivel de significacién estadistica de
0,05. Las comparaciones entre cada tratamiento se haran
con la Prueba HSD de Tukey, para cuyo efecto se recurrira al
uso del programa SPSS versidn 16,0.

RESULTADOS
Cuadro N° Q1. Metabolitos secundarios presentes en el

extracto hidroalcohdlico de - las hojas de Alnus acuminata
(Kunth) “aliso™ Ayacucho — 2012.
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Grafico N° 01. Promedio de resistencia a la tension en
mililitros por efecto cicatrizante del extracto hidroalcohélico de
las hojas de Ahus acuminata (Kunth) “aliso®. Ayacucho —
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Gréfico N° 02 Porcentaje de efecto cicatrnizante del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata (Kunth)
“aliso®. Ayacucho — 2012,

DISCUSION

Las plantas medicinales juegan un papel muy importante en
el mantenimiento de la salud, siendo asf que se estima, se
utilizan unas 10 000 especies vegetales, con este proposito.
Pero mas importante que la gran variedad de flora que existe
a nivel mundial es el estudio de cada especie. Investigar y
estudiar las propiedades que tienen dichas plantas para
poder explotadas en su totalidad (Salazar, 2009).
El uso de fa medicina tradicional sigue estando muy
extendido en los paises en vias de desarrolio. En muchos
palses del mundo, los responsables de las politicas, los
profesionales sanitarios y el publico debaten con preguntas
sobre la seguridad, la eficacia, la calidad, la disponibilidad, la
preservacion y con el desarrollo, de éste tipo de atencidn
sanitaria (Quick, 2002). Teniendo en cuenta que para
conocer nuestro presente es necesario apelar al estudio de
nuestro pasado, se debe incentivar y difundir la farmacologia
tradicional. Es asf como se hace necesario investigar y
demostrar 1a efectividad terapéutica de nuestra flora y como
consecuencia la validacion del efecto cicatrizante de la
especie en estudio Alnus acuminata (Kunth) “aliso”
Diversos articulos publicados sobre temas botanicos, tales
como “‘Caldasia® de Colombia, *Ticalia® de Guatemala,
“Lankesteriana® de Costa Rica, entre otros, dan a conocer las
diferentes contribuciones, especialmente investigaciones
sobre la presencia de diferentes metabolitos en plantas
superiores la mayorfa de ellos con resultados prometedores.
Dichas investigaciones incluyen al género Alnus, en donde se
le otomga propiedades antiinflamatorias, cicatrizantes y por
actuar como contenedor de hemorragias, entre otros {(Rojas y
Col., 20086). Para detectar cualitativamente la presencia de
determinados grupos de compuestos, se realizan las técnicas
de “screening”, que nos ayudan a evidenciar estos grupos de
constituyentes mediante la formacién de precipitados,
colofaciones, etc. Estas reacciones se caracterizan porque
son selectivas para las clases o grupos de compuestos que
se investigan, son simples y rapidas, detectan la minima
cantidad posible y utilizan un minimo de equipo de laboratorio
(Miranda y Cuellar, 2000). Debido a esto, es que en el
presente trabajo de investigacién se realizé fa. determinacion
cualitativa de metabolitos secundarios, para fo cual se reafizdé
una extraccién con un disolvente hidroalcohoblico en fas hojas
de Alnus acuminata (Kunth) “aliso’. Se emplearon extractos
hidroalcohdlicos porque son los que extraen la mayor
diversidad de componentes quimicos presentes en la droga
{Miranda y Cuellar, 2000).

En el Cuadro N° 01 se presenta a los metabolitos
secundarios del extracto hidroalcoh6lico de las hojas de
Alnus acuminata (Kunth) “aliso®, donde se observa fa
presencia de flavonoides, fenoles y taninos, catequinas,
terpenos y esteroides. Demostrandose que los metabolitos
secundarios responsables del efecto farmacolégico son
principalmente los flavonoides (coloracion roj intenso),
catequinas (halo fosforescente) y la presencia de taninos
(coloracidon verde intensa). Quienes posiblemente le confieren
el efecto cicatrizante a esta especie por tener la capacidad de
regenerar los tejidos que favorecen fa cicatrizacién de
heridas. Hinostroza (2009), en un estudio realizado sobre el
efecto cicatrizante del extracto hidroalcohélico de los tallos y
hojas de Stevia rebaudiana Bertoni “estevia” Reporta la
presencia de compuestos fendlicos (flavonoides y taninos),
esteroides y cumarinas entre otros, demostrando que los
metabolitos  secundarios  responsables del  efecto
farmacolégico, son especificamente los taninos y flavonoides.
Flores (2010), en un trabajo de investigacion realizado sobre
el efecto cicatrizante del extracto hidroaicohélico de fos tallos
de Baccharis genistelloides {Lam.) Pers. "quimsa cuchu’. En
el tamizaje fitoquimico destaca la presencia de flavonoides,
taninos y catequinas, caracteristica marcada en esta especie,
quienes van a ser los responsables de la reparacion tisular



como cicatrizante externo por su gran contenido de dichos
metabolitos secundarios. Las aplicaciones de las drogas con
taninos derivan de sus propiedades astringentes,
antisépticas, protectores, antioxidantes. Mientras los
flavonoides tienen la accion  vitaminica P, son
antihemorragicos, antiinflamatorios, antibacterianos,
antifingicos (Kuklinski, 2003). La farmacologia es una ciencia
que utiliza principalmente la observacion y la experimentacion
con el fin de analizar la accion de los principios activos
provenientes de productos vegetales o sintéticos sobre los
organismos vivos, recurriendo a las técnicas habituales de la
fisica, quimica, fisiologia y clinica. El método experimental
empleado en fairmacologia es un método hipotético deductivo
cuyas etapas son la contrastacion de un hecho, el
surgimiento de una idea a partir de este hecho, a la vista de
esta idea se razona, se imagina y se inicia una experiencia,
de esta experiencia surgen nuevos fendmenos que es
necesario observar e interpretar, y asi sucesivamente. La
mente del investigador se encuentra siempre entre dos
observaciones (Villar y Mendocilla, 2009). En el presente
trabajo de investigacion se busca evaluar el efecto
cicatrizante del extracto hidroalcohélico de las hojas de Alhus
acuminata (Kunth) “aliso”, el cual se administré por via topica
sobre el lomo de los ratones. Se utilizd el modelo
experimental propuesto por Howes, que se basa en el
fundamento del test de cicatrizacién. Todos los experimentos
en cicatrizacién buscan agentes que aceleren el proceso de
cicatrizacion de heridas, k& mayoria de las heridas son
reparadas espontaneamente. La evaluacion de k resistencia
de las heridas en el proceso de cicatrizaci6n, fue reportada
por primera vez en 1928 por Howes y Col. En el Perd y a
nivel mundial se evalla el éxito de la cicatrizacion
experimental de las plantas medicinales, utilizéndose el
método tensiométrico propuesto por Howes (Guillermo y Col.,
2005). Las heridas son lesiones fisicas que dan como
resuitado una apertura o ruptura de fa piel La curacién
adecuada de la herida es esencial para la restauracién de kb
continuidad interrumpida. El objefivo de tratar una herida es
principalmente para acortar el tiempo requerido para
curacidn o para reducir a mismo las consecuencias no
deseadas (Raina y Prawez, 2008). Cuando un organismo
sufre una lesion, ta herida sangra y forma un coagulo que
ayuda a detener la pérdida de sangre. Los vasos sanguineos
que rodean el sitio de ia herida se dilatan, pemitiendo que
las células circulantes, oxigeno y materia nutritiva lleguen al
édrea lesionada. Los fagocitos retiran los desechos. Los
fibroblastos se multiplican en &a herida y se combinan con los
vasos sanguineos en desarrollo para formar el tejido de
granulacién. Debido a la rapida capacidad regenerativa de la
epidermis, en unos cuantos dlas quedara completamente
cubierta la pequefia lesioén (Brady, 1992).

El papel principal del excipiente es servir de soporte al
principio activo que se desea aplicar sobre la piel, se sabe
que el excipiente podra influir en la penetracién del principio
activo hacia lugares mas o menos profundos, situados por
debajo de la zona de aplicacion y contribuir de este modo a la
eficacia del preparado (Vila, 1997). Es por éste motivo que el
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Alus acuminata
(Kunth) "aliso® fueron gelificados. Los geles se forman por
agregacion de particulas coloidales; los sistemas solidos o
semisOlidos asi formados estdn interpenetrados por un
liquido. Dichas particulas se unen formando una malla
entrelazada que confiere rigidez a fa estructura, las mallas
mantienen en su interior la fase continua A menudo se
requiere sélo un pequefio porcentaje de fase dispersa para
conferir la rigidez (Auiton, 2004). Las concentraciones con las
cuales se trabajé fueron al 05%,1% y 2% de extracto
hidroalcohdlico en forma de gel, vehiculo apropiado en
preparaciones que se administra por via topica, utilizada para
conferir la forma y el volumen necesario a una preparacién
liguida o semisdlida (Flores, 2010). Usando I
carboximetilcelulosa como vehiculo adherente y prolongar asi
el contacto de los principios sobre fa piel, en la preparacién
de las diferentes concentraciones del extracto hidroalcohélico
de las hojas de Alnus acuminata (Kunth) "aliso”, Se usd como
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control carboximetilcelulosa, para descartar la posibilidad de
un efecto cicatrizante de los componentes del gel. Y asl hallar
el porcentaje del efecto cicatrizante del extracto
hidroalcohélico de las hojas de Ainus acuminata (Kunth)
“aliso”. Se utilizd como referencia el Demmaclin Plus®,
esténdar de la presente investigacion. El cuél es un producto
con un principio activo natural que permite aplicaciones para
desinfeccibn de heridas, cortes, quemaduras y otras
afecciones de la piel. El Demaclin Plus® contiene polifenoles
cuaternarios derivados de los bioflavonoides citricos, que le
dan dicho efecto (Flores, 2010). En el Anexo N° 15 se
presenta las medidas de resistencia a la tensién en miliitros
necesario para abrr la herida cicatrizada en los ratones por
efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Alnus acuminata (Kunth) “aliso”. Cuando se ha producido una
lesién, cualquiera que sea el mecanismo comienza la
cicatrizacion nomal de la herida a menos que haya
interferencias o circunstancias que motiven a una reparacion
inadecuada de la herida (Trott, 2007). Para dicha evaluacion
se realizaron seis repeticiones por cada grupo, en donde el
preparado del extracto hidroalcohdlico al 2% presenta
mayores volimenes de tensidn comparado a las demas
concentraciones del extracto hidroalcohdlico. Asi mismo se
pueden apreciar los volimenes de tension del Demnaclin
Plus®, en donde observamos que presenta volimenes
similares al 0,5% del extracto hidroalcohélico, tomando como
referencia a blanco (sin tratamiento). Concluyendo que a
mayor tensién nos indicara una mayor cicatrizacion. El
anélisis de varianza, es una prueba estadistica el cual sirve
para analizar si més de dos grupos difieren entre si de
manera significativa en sus medias y varianzas (Hernandez y
Col., 2006). En base a lo anterior se detemina que existe la
diferencia entre los grupos de tratamiento, diferencia
significativa (p<0.05) a un nivel de confianza del 95% (Anexo
N° 16), lo que conduce a un rechazo de la hipétesis nula
aceptando fa hipbtesis alterna, confirnando que los datos
obtenidos son significativos con una desviacion estandar
aceptable. Sabemos que fa probabilidad de que un evento
ocurra oscila entre cero (0) y uno (1), donde cero significa la
imposibilidad de ocurrencia y uno la certeza de que el
fenémeno ocurra. El nivel de significancia de 0,05 implica que
el investigador tiene el 95% de seguridad para garantizar sin
equivocarse y solo el 5% en contra. En téminos de
probabilidad 0,95 y 0,05 respectivamente, ambos suman la
unidad (Hernandez y Col, 2006). La presente investigacion
muestra que los resultados fueron significativos a nivel de
0,05 (p<0,05), indica lo que anteriormente se coment6; que
existe 5% de posibilidad de error al aceptar &2 hipotesis,
correlacién o valor obtenido al aplicar una prueba estadistica
6 5% de que se rechace una hipdtesis nula cuando esta es
verdadera (Hemandez y Col,, 2006).

En el Grafico N° 01, se observa los valores promedios de
resistencia a la tension en mililitros por efecto cicatrizante del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata
(Kunth) *aliso”, representando las comparaciones multiples
de los tratamientos con ka Prueba de Tukey para evaluar
dicho efecto, los cuales presentan diferencia de volumen
promedio de tensién: blanco con 26,23 mlL, dermaclin plus
con 32,40 mlL y los extractos al 0,5%, 1%, 2% con 34,17 mL,
41,40 mL y 4662 mlL respectivamente, demostrando que
dichos extractos presentan efecto directamente proporcional
a la dosisrespuesta, lo que significa diferencia de tratamiento
al 05%, 1% y 2% de extracto hidroalcohdlico en comparacion
al blanco y al esténdar. Ciertas concentraciones son més
efectivas que el patrén y demuestra ademés que las heridas
tratadas con bajas concentraciones muestran resultados muy
inferiores en el efecto cicatrizante. La prueba de Tukey
muestra una clasificacion de los tratamientos basado en el
grado parecido existente entre sus medias (Anexo N° 17},
determinando asi que el blanco (gel) difiere significativamente
con el estandar y los extractos hidroaicohdlicos al 05%, 1%,
2%, El exiracto hidroalcohélico al 05% no difiere
significativamente, es decir posee similar comportamiento
con el estandar (Dermaclin plus®), pero difiere con los
demas tratamientos; el extracto hidroalcohélico de 1% y al



2% difiere con los demas tratamientos. En ef Grafico N° 02 se
presenta el porcentaje de actividad cicatrizante del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Afnus acuminata (Kunth)
‘aliso”, donde fos resultados fueron: at 0,5% con 30,27%, al
1% con 5783%, al 2% con 77,74% tespectivamente,
observando claramente que e mayor porcentaje de
cicatrizacion se da al 2% en comparacion al 0,5%, 1% de
extracto hidroalcohdlico. Mendoza (2010), en un estudio
realizado sobre el efecto cicatrizante def extracto alcohélico
del fruto de Sambucus peruviana *sauco”, a concentraciones
de 100 mg/kg, 500 mg/kg y 1000mg/kg de peso, demostrd
que la mejor eficacia resultd a 1000 mg/kg, obteniéndose un
porcentaje de actividad cicatrizante de 313,48%. Siendo
estadisticamente superior a resto de concentraciones y al
blanco. Flores (2010), en un trabajo de investigacién sobre e
efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de los tallos de
Baccharis genistelioides (Lam) Pers. “‘quimsa cuchu®,
demostrd que el extracto con mayor actividad cicatrizante
entre las concentraciones de 0,5%, 1% y 2%, fue este Gitimo,
ya que presentd el mayor porcentaje de efecto cicatrizante,
con 85, 12%, quien fue estadisticamente superior al estandar
(Dermaclin Plus®), presentando un porcentaje de 20,19. Hi
cual también se utilizo en el presente trabajo obteniéndose un
resultado similar. Las lesiones que puede sufrir nuestro
cuerpo son muy diferentes, desde una simple rozadura
cutanea, a lesiones sumamente complicadas y graves (Dfaz,
1998). Hay factores que pueden retardar el proceso de
cicatrizacion como la presencia de bacterias en la herida, por
nutricién inadecuada, por un estado patoldgico coexistente y
por faclores fisioldgicos (Brady, 1992). Los resultados
obtenidos en el presente trabajo contribuyen al conocimiento
terapéutico y serd una fuente de consulta para muchos
investigadores. Como se sabe, el mercado farmacéutico
viene desarrollando medicamentos como los cicatrizantes,
antiinflamatorios, entre otros; motivoe por el cual se realiz6 el
presente trabajo de investigacion. En donde afirmamos que
se encontrd experimentaimente diferencias del efecto
cicatrizante entre Ilas concentraciones del extracto.
Asl mismo se confirma la hipdtesis de que el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata (Kunth)
“aliso” posee actividad cicatrizante.

CONCLUSIONES

1.El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata
(Kunth) “aliso” presenta efecto cicatrizante.

2.El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Alnus acuminata
(Kunth) ‘“aliso”, presenta los siguientes metabolitos
secundarios: taninos y fenoles, flavonoides, catequinas,
terpenoides, y en menor proporcién: aztcares reductores y
lactonas.

3.El mayor efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Alnus acuminata (Kunth) "aliso” presenta al
2%, con un volumen de resistencia a fa tension necesaria
para abrir la herida de 46,6 mbL.

4.Se compart los porcentajes de actividad cicatrizante del
extracto hidroalcohélico de las hojas de Alnus acuminata
(Kunth) “aliso”, encontrando que los extractos al 1% y 2%
presentan mayor porcentaje de actividad cicatrizante.
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actuando como presidente encargado el Doctor Tomas Castro Carranza en su
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