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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion de tipo Basico — Experimental. El objetivo
es determinar el efecto cicatrizante del extracto fluido de la cascara del fruto de
Punica granatum L. “granada”. La ejecucion se realizd en los laboratorios de
Farmacia y bioquimica de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga. Para la determinacion del efecto cicatrizante se utiliz6 el método
propuesto por Monton®. Se da inici6 con la seleccion y desecacion al medio
ambiente de la cascara de Punica granatum L. “granada”; se redujo de tamafo y
se procedi6 a obtener el extracto hidroalcohodlico por percolacién hasta
agotamiento y su posterior concentracion hasta obtener un extracto fluido; luego
se realiz6 su identificacion fitoquimica donde se encontré taninos en mayor
cantidad, seguido de saponinas, antocianos, y en menor cantidad flavonoides y
lactonas. Se evaluaron los pardmetros fisicoquimicos donde se obtuvo: sus
caracteristicas organolépticas presentan un color granate intenso, olor sui
géneris, sabor astringente y aspecto fluido; con un pH de 3,37. Se elaboré las
cremas a partir del extracto fluido de la cascara del fruto de Punica granatum L.
“granada” a 3 concentraciones 1 %, 2 % y 4 %. Se evalud el efecto cicatrizante
mediante el método de analisis digital de superficies; para ello se utilizé 40 ratas
albinas de la cepa Holtzman, con un peso entre 180 a 250 g, de un solo sexo
(hembras). Como tratamiento se uso6 las cremas elaboradas que se compararon
con un blanco (crema base) y con el grupo control tratado con medicamento
comercial (Traumaplant®). La medicién del area de la herida se realizé cada dos
dias, hasta completar los 16 dias; donde la medida del area de la herida muestra
que los tratamientos al 1 % y 2 % con 0,09 y 0,31mm? son estadisticamente
similares; mientras que el tratamiento al 4 % vy el estandar Traumaplant® 5,11
mm? para ambos casos; estos tratamientos difieren significativamente del blanco
que presenta 16,76 mm? (p < 6,57 x10"®). Se realiz6 la comparacion
histopatolégica de los diferentes grupos de estudio (Blanco, estandar,
tratamientos al 1 %, 2 % y 4 %). Donde el tratamiento al 2 % es el que resalta
por estar mejor estructurada y definida a comparacién de otros tratamientos;
presenta un mejor cierre de la herida; una epidermis formada; una dermis
desarrollada y escaso material inflamatorio, asi como también la presencia de
colageno en la dermis profunda. Se concluye que el extracto fluido de la cascara
del fruto Punica granatum L. “granada” si presenta efecto cicatrizante.

Palabras clave: Punica granatum L., efecto cicatrizante, granada.

XV



l. INTRODUCCION

La gran riqueza y variedad de flora en nuestro pais nos permite gozar una
diversidad multivariada en cuanto a plantas ornamentales, frutales, medicinales,
etc. Siendo de interés las plantas medicinales para esta investigacion; Punica
granatum L. “granada” planta frutal, ornamental y también de valor medicinal, no
solo nos permite su uso como fruto de agradable sabor, sino que también
permite un segundo uso a partir de las cascaras de este sabroso fruto; pudiendo
ser aprovechada en sus multiples beneficios en favor del hombre, destacaremos
su importancia como cicatrizante de heridas.

La herida se puede definir como una disrupcién de estructuras anatémicas y
funcionales normales a consecuencia de un trauma. Una vez producida la
herida, comienza el proceso de cicatrizacion que es un proceso de reparacion
ordenado con una secuencia de eventos biologicos establecidos, dentro de un
tiempo determinado, que intenta devolver la integridad anatémica, funcional y
estética de los tejidos lesionados dejando una cicatriz?.

Este trabajo de investigacion se realiz6 con la finalidad de demostrar mediante
estudios farmacoldgicos el efecto cicatrizante del extracto fluido de la cascara del
fruto de Punica granatum L. “granada” en la piel de ratas. Siendo asi una
alternativa medicamentosa para el tratamiento de heridas en la piel; con mayor
relevancia social en el area de salud y las poblaciones en general; quienes
vienen a ser los mas beneficiados al tener una opcién para estos casos; ya que
podran optar por este producto mejorando el aspecto de la cicatriz; teniendo un
menor tiempo de cicatrizacion como también un mejor aspecto en cuanto a la
consistencia de la cicatriz.

En la actualidad no hay estudios ni evidencias de formas farmacéuticas
elaboradas a partir de la cascara del fruto de Punica granatum L. “granada” y
que tenga un efecto cicatrizante, motivo por el cual se elabora el presente

trabajo.



La forma farmacéutica semisolida- crema a base del extracto fluido de la cascara

del fruto de Punica granatum L. “granada” nos permite contar con una alternativa

medicamentosa para el tratamiento en la cicatrizacion de heridas; para lo cual se

han planteado los siguientes objetivos:

Objetivo general

Demostrar el efecto cicatrizante del extracto fluido de la cédscara del fruto de

Punica granatum L. “granada” en ratas albinas

Objetivos especificos

¢ Identificar los metabolitos secundarios en el extracto fluido de la cascara del
fruto de Punica granatum L. “granada”.

¢ Determinar los parametros fisicoquimicos del extracto fluido de la cascara del
fruto de Punica granatum L. “granada”.

e Evaluar el efecto cicatrizante del extracto fluido de la cascara del fruto de
Punica granatum L. “granada”, en la piel de ratas albinas.

e Realizar una comparacion histopatoldgica en la piel de las ratas de los grupos
de estudio (blanco; estandar, tratamiento al 1 %, 2 % y 4 %).



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de estudio

Carbonell® en el afio 2014 en su libro Punicalagina. Antioxidante natural de la
granada. Nos menciona que la granada presenta una gran variedad de
compuestos organicos de alto valor biolégico, Dependiendo de la parte del fruto
(corteza o piel, membranas carpelares, arilos y semillas). Al rededor del 50 % de
peso total de la granada corresponde a la corteza y las membranas carpelares,
el otro 50 % consiste el conjunto de los arilos (80 % parte carnosa donde se
encuentra el zumo y 20% semilla o parte lefiosa). La granada presenta vitaminas
hidrosolubles y liposolubles tales como la vitamina C, A, E, Bg y K. El zumo de
granada es rico en minerales como calcio, magnesio, potasio, hierro, cobre.
Melgarejo* en el afio 2010 en la | Jornadas nacionales sobre el granado:
Produccion, economia, industrializacién, alimentacion y salud. Nos refiere que la
cascara de la granada contiene un gran porcentaje de taninos que hace que se
emplee tanto en medicina como en la industria del curtido de pieles,
particularmente para hacer pieles en Marruecos. También se emplea en Tunez
la corteza de la granada para tefiir de amarillo tejidos y otras fibras. Los taninos
se encuentran en el pericarpio del fruto y también de la corteza del granado y
fueron utilizados contra las diarreas.

En otro estudio realizado por Montén', en el afio 2006; que lleva por titulo
“Validacion de un nuevo método de andlisis digital de superficies. Cirugia
Plastica Ibero-Latinoamericana”; validdé un método de analisis digital de
superficies; utilizando como herramienta AutoCAD 2005. Se basa en adquirir
imagines digitales con un sistema de referencia que permite, tras procesarlas en
un ordenador personal; concluye en que es posible calcular areas, determinar
regiones, comparar estructuras, mediante el uso de AutoCAD 2005 para el

andlisis digital de superficies.



En un estudio realizado por Gutiérrez® en el afio 2005, titulado “Modelo para la
valoracion cuantitativa de la cicatrizacion. Estudio piloto con miel de abeja”.
Realiz6 un estudio piloto con miel de abeja y solucion fisioldgica en ratas,
mediante el método de analisis de superficies, del cual concluye dos puntos
importantes; primero, que la miel de abeja acelero la cicatrizacion; segundo que
este un método factible y reproducible y confiable para valorar cuantitativamente
la cicatrizacion de heridas superficiales.

Garcia-Viguera® en el 2004 en su trabajo de investigacion titulado: La granada.
Alimento rico en polifenoles antioxidantes y bajo en calorias. Nos menciona que:
La importancia de los compuestos fendlicos de la granada es doble, ya que por
un lado son responsables de sus caracteristicas organolépticas,
fundamentalmente de su atractivo color rojo y de su capacidad captadora de
radicales libres, lo que hace que este grupo de sustancias sea, hoy dia, incluido
entre los potenciales promotores de la salud.

Romero’ en el afio 2017; en su trabajo de investigacion titulado Efecto inhibitorio
in vitro de extractos etandlicos de la cdscara de Punica granatum “granada” y
Syzygium aromaticum “clavo de olor’ sobre Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa y Vibrio cholerae. Lambayeque — Perl. Logra
observar que a mayor concentracion de sus diferentes extractos estos
presentarén mejor efecto inhibitorio. Concluye que la especie mas susceptible a
los extractos etandlicos de Clavo de Olor y Granada fue Staphylococcus aureus
y la que presentd menos susceptibilidad fue Pseudomonas aeruginosa.

Gutiérrez y Terrones® en el afio 2016 realizaron la Caracterizacion fisicoquimica
y estabilidad oxidativa del aceite de semilla de “granada” (Punica granatum).
Ancash- Perl. La extraccién del aceite de semilla de Punica granatum se realiz
por extraccidn mecanica; prensado en frio al cual se le realizaron los ensayos
para su caracterizacion fisicoquimica tales como viscosidad, densidad, como
subproducto de la extraccion del aceite se obtuvo de la torta a la cual se evalué
el contenido de fibra soluble 0.91 %, fibra insoluble 67.46 %, fibra total 68.45 %.
Palma’ en el afio 2016 en Trujillo — Peru; realizan la “Cuantificacion
espectrofotométrica de los taninos totales en el epicarpio de Punica granatum L.,
procedente del distrito de Chimbote — Ancash”; donde concluye que el epicarpio
de Punica granatum L “granada” procedente del distrito de Chimbote Ancash

contiene 38,9803 % de taninos totales expresados como 4cido tanico.



Vasquez'® en el afio 2016; en su informe de proyecto de investigacion:”
Condiciones 6ptimas de extraccion de antocianinas de la cascara de la granada
Punica granatum L. variedad Wonderful”. Lima - Perd. Obtuvo mayor
concentracion de antocianinas 158.8 mg/100 g de piel de granada en base seca
y 46.1 mg/100 mg de piel de granada en base humeda. Utilizo la férmula de
Gorriti para hallar las antocianinas en maiz morado, la cual se aplicé para hallar
las antocianinas de la cascara de granada.

Arbayza'* en el 2014 en su trabajo de investigacion titulado: Capacidad
antioxidante del zumo y de los extractos hidroalcohdlico y acuoso obtenidos de
Punica granatum y su relacion con el contenido de polifenoles. Nos refiere que
los taninos son, al menos en parte, responsables de una fuerte actividad
antioxidante. También es conocido que los taninos tienen propiedades
antiinflamatorias, antidiarreicas y cicatrizante de heridas, ademas, han
demostrado actuar inhibiendo algunas funciones enzimaticas especificas. El
granado ha sido cultivado desde tiempos muy remotos, ya que se han
encontrado indicios del consumo de esta fruta en tumbas egipcias de 2500 afios
antes de la era cristiana. Se cree que fueron los cartagineses los que
introdujeron el granado en la region mediterranea a raiz de las guerras Punicas
(de ahi el nombre Punica granatum L. “granada”, propuesto por Linneo) y fueron
los espafioles los que la llevaron a América, tras el descubrimiento de aquellas
tierras.

Cérdenas™ en el afio 2013 en su trabajo de investigacion titulado: Efecto de la
concentracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Punica granatum L.
“granada” sobre la viabilidad de Staphylococcus aureus In vitro. Trujillo — Pera.
Inicio con la maceraron de las hojas Punica granatum L. “granada” en una
solucion hidroalcohdlico al 70%, se concentrd con un rotavapor, utilizo el método
de difusion en placa de Kirby Bauer, un control positivo de vancomicina y como
control negativo agua destilada. Las concentraciones fueron a 50, 100, 200 y
400 mg / mL; todas presentaron actividad inhibitoria siendo el extracto a 200 mg
/ mL la que presento un mejor efecto. Demostrando asi que las hojas de Punica
granatum L. -granada” si presentan actividad inhibitoria frente al Staphylococcus
aureus.

Aguilar™ en el afio 2017 realiz el trabajo de investigacion titulado: Efecto
cicatrizante del extracto hidroalcohélico de las hojas de Desmodium molliculum

(HBK) D.C. “manayupa”. Ayacucho 2017. Empleando el programa de AutoCAD



(método propuesto por Monton®). Donde utiliz6 como estandar a dos cremas
comerciales Traumaplant y Dermaside, frente a sus tratamientos al 1 %,2 % y 4
% y teniendo como blanco un gel base; demostrando que a los 16 dias de
tratamiento el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Desmodium molliculum
(HBK) D.C. “manayupa” si presentan efecto cicatrizante; siendo el tratamiento al
4% el que presenta mejor cierre para esta investigacion; en el cual fue
estadisticamente similar al estandar Traumaplant, quedando el Dermaside
segundo estandar rezagado por presentar efecto antibacteriano.

Canahualpa™ en el afio 2016 en su trabajo de investigacion titulado: Efecto
cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lisianthus alatus Aubl.
“Kimsa cucho”. Ayacucho — Peru. Utiliza el método de cicatrizacién descrito por
Howes; utilizo como medicamento de referencia el Dermaclin plus. Demostrando
gue a mayor concentracion su extracto presenta mayor efecto cicatrizante siendo
el tratamiento al 4% presenta mejor efecto cicatrizante y este es
estadisticamente similar al Dermaclin plus.

Sanchez”™ en el afo 2016 realizd el efecto cicatrizante del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Onothera rosea “yawar soqo”. Empleando el
programa de AutoCAD (método propuesto por Monton®.). Demostrando que la
valoracion de una herida puede llevarse a cabo por medio de un analisis
fotografico empleando técnicas de procesamiento digital; siendo un método no
invasivo para el seguimiento del proceso de cicatrizacion.

Pérez'® en el afio 2015 realiz6 un estudio sobre la actividad cicatrizante del
Solanum nitidium R. & P. “Aufunga”; utilizando el extracto hidroalcohdlico; a las
concentraciones de 1,0; 20 y 4,0 %; teniendo como vehiculo la forma
farmacéutica de crema, aplicado en su unidad experimental ratas. Concluyendo
gue el resultado es estadisticamente similar con los tres tratamientos; teniendo
como resultado trece dias para el cierre de la herida.

Mientras que Cuadros’’ en el afio 2012 realiz6 estudios sobre la actividad
cicatrizante del Solanum nitidium R. & P. “fiufiunga”; utilizando el extracto
hidroalcohélico; a las concentraciones del 0,5; 1,0 y 2,0 %; teniendo como
vehiculo el gel; aplicado en su unidad experimental ratas winstar. Concluyendo
qgue al 2 % se presenta un mayor efecto de cicatrizacion y mejor disminucién del
area de la herida a partir de los 8 dias; siendo estas &reas estadisticamente

diferentes (p<0,05) al blanco (gel) y al estandar (Dermaclin plus).



2.2. Aspectos botanicos de Punica granatum L. “granada”
2.2.1. Clasificacion Taxon6mica de Punica granatum L. “granada”:
DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE : ROSIDAE

ORDEN : MYRTALES
FAMILIA : PUNICACEAE
GENERO : Punica

ESPECIE : Punica granatum L.
N.V. : “granada”

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. (Anexo 1).

2.2.2. Otros nombres
Los diferentes nombres con que se conoce el fruto en diversas partes del mundo
son “pomegranate” en inglés, “grenade” en francés, “granaatappc” en holandés,

” ”

“granatapfcl” en aleman, “melogranato”, “melograno granato”, “pomo granato”, o

“pomo punico” en italiano. Los brasilefios lo conocen como “roma”, “romeira” o
“romazeria”*.

2.2.3. Sinonimia botanica

Punica florida Salisb.; Punica grandiflora hort. ex Steud.; Punica nana L.; Punica
spinosa Lam.; Punica granatum var. granatum L.; Punica granatum var. sativum
K.Maly; Granatum puniceum St.-Lag.

2.2.4. Distribucién geogréfica

Desde el punto de vista botanico es el fruto del granado, pequefio arbol
caducifolio, a veces con porte arbustivo, de 3 a 6 m de altura, perteneciente a la
familia de las Punicaceae. Las hojas son de color verde brillante, lustrosas por el
haz y con el borde entero. Las flores (floracién entre mayo y julio) son grandes y
de color rojo, lustrosas y acampanadas, incluso, abigarradas y matizadas en
blanco, en algunas variedades. Todas estas caracteristicas morfolégicas hacen
gue este arbol sea muy apreciado en jardineria como ornamental, ya que
tampoco requiere cuidados especiales®.

El fruto es una baya globosa, denominada balausta, de color rojo brillante, verde
amarillento o blanquecino, coronado por un céliz de 5-8 cm de diametro, lleno de
semillas y de cédscara coriacea. Las semillas son gruesas, de consistencia lefiosa

y testa carnosa o pulposa, de forma prismética, muy jugosas, color que varia



desde el apreciado rubi intenso hasta blanco y sabor agridulce que puede
recordar ligeramente al de las grosellas®.

La granada se caracteriza por tener un fruto de forma globosa de
aproximadamente 6 a 12 centimetro de didmetro; con un céliz en forma de
corona. Su corteza va de color amarillo rojizo a verde con zonas rojizas e
inclusive al rojo escarlata, es delgada y correosa, cubre una gran cantidad de
granos, ordenadamente distribuidos, jugosos y con un sabor que va de agridulce
al dulce dependiendo de la variedad. Los granos estan separados por delgados
tabigues membranosos de cualidad astringente. Cada grano contiene como
centro una semilla blanquecina de estructura firme, cuya dureza varia'®.

2.2.5. Usos tradicionales

En nuestro pais la granada se utiliza como arbol frutal y ademas como
ornamental en pequefios jardines; pero también en medicina complementaria en
el tratamiento de una gran variedad de enfermedades como diarrea,
gastroenteritis, colitis, gingivitis, amigdalitis faringitis, asi como por su accion
vermifuga tomada en forma de infusion™*.

En México este fruto se consume en fresco y se usa en la elaboracion de
postres, asi como en la decoracién del platillo de identidad nacional denominado
chiles en nogada. Otro de los usos mas importantes es la herbolaria tradicional;
asi las hojas y el tallo se utilizan para tratamientos antidisentéricos, la pulpa y el
pericarpio como antidisentéricos, y antidiarreicos la raiz como astringente y
antihelmintico. El pericarpio, hojas, tallos y raiz se consumen como infusion; las
infusiones de flores se utilizan en tratamiento de inflacion bucal y de la
garganta®.

2.2.6. Otros usos

En la India ademas de su aplicacion como dentifrico y en la tincion de telas. Se
aplica en la produccibn de bebidas refrescantes, carbonatadas y no
carbonatadas, vinos y jarabes®.

En Turquia se consume principalmente como jugo, pero tiene otro tipo de
aplicaciones importante como la fabricacion de &cido citrico, conservas
enlatadas y en la alimentacion animal y entre otro®.

La céscara de la granada contiene un gran porcentaje de taninos que hace que
se emplee tanto en medicina como en la industria del curtido de pieles,
particularmente para hacer pieles en Marruecos. También se emplea en Tunez la

corteza de la granada para tefiir de amarillo tejidos y otras fibras*®.



El zumo se emplea como antiséptico cuando se aplica a las heridas El zumo de

granada es una bebida muy popular en Oriente Medio y es muy utilizado en la

cocina siria, irani e hindd. El jarabe de granadina es un zumo concentrado y

azucarado que se emplea para hacer cocktails*

Las semillas desecadas se emplean como especia, en la cocina hindu y

pakistani recibiendo el nombre de anardana’.

2.2.7. Composicion quimica

Gran parte de su importancia organoléptica y posible papel beneficioso para la

salud, se debe a la presencia de compuestos fendlicos, ya que, a nivel

organoléptico, los antocianos son los responsables de su atractivo color rojo y

los taninos de su sabor astringente (siendo los acidos organicos, citrico y malico,

lo responsables del sabor acidulado), mientras que los elagitaninos y, en menor

proporcién, los antocianos le confieren propiedades antioxidantes®.

Unos de los aspectos que ha cobrado importancia en los Ultimos afios son el

contenido de sustancias antioxidantes tales como fenoles y antocianinas de la

granada®.

Usando métodos analiticos se ha detectado la presencia de compuestos

antioxidantes practicamente en todas partes del arbol de granado: corteza, raiz.

Hojas, flores y fruto (cadscara, jugo y semillas). La presencia de compuestos

fendlicos en el pericarpio, esta relacionada con sus caracteristicas

antimicrobianas, aspecto que es revelado en el espectro In vivo, asi como In vitro

de extractos™®.

2.3. Metabolitos secundarios que intervienen en la cicatrizacién

2.3.1. Taninos

Los taninos estan constituidos por un amplio grupo de compuestos hidrosolubles

con estructura polifendlica, capaces de precipitar ciertas macromoléculas

(proteinas, alcaloides, celulosa, gelatina) *°.

2.3.1.1. Propiedades Fisicoquimicas®®

e Curtido de piel; los taninos se intercalan entre las fibras de colageno,
estableciendo uniones reversibles (interacciones hidrofobas, enlaces
hidrégenos, etc.) e irreversibles (enlaces covalentes). Dichas fibras adquieren
asi una gran resistencia frente al agua y el calor y la piel se convierte en
cuero.

e Precipitacion de otras macromoléculas; los taninos son capaces de reaccionar
con las proteinas salivares y las glucoproteinas de la boca, por lo que la

saliva pierde su poder lubrificante y se obtiene un efecto astringente.



e Solubilidad; son solubles en agua (forman soluciones coloidales) y en
disolventes organicos polares (acetona, alcohol, glicerina) pero son insolubles
en disolventes organicos apolares (éter etilico, cloroformo).

e Capacidad de formar complejos (son agentes quelantes) con metales
pesados (cobre, mercurio, plomo, cinc, etc.) por esta razdn en ocasiones se
utilizan como antidoto de intoxicaciones causadas por estos metales pesado.

e Estabilidad; son moderadamente estables. Los taninos hidrolizables se
hidrolizan facilmente en medio acido mientras que los taninos condensados
son mas resistentes al hidrolisis. No obstante, algunos de sus enlaces pueden
romperse y polimerizar dando productos de intenso color rojo.

2.3.1.2. Clasificacién

e Taninos Hidrolizables
Son esteres formados por una molécula de azucar (generalmente la glucosa)
unida a un nuamero variable de moléculas de &cidos fendlicos (acido galico o
su dimero &cido elagico). Los taninos hidrolizables son caracteristicos de las
dicotiledéneas. Se hidrolizan tanto por hidrolisis acida o basica como por
hidrolisis enzimética. Al tratar los taninos hidrolizables con cloruro férrico
(FeCls) aparece una coloracion azul*.

e Taninos condensados: (catequicos o proantocianidinas)

Son dimeros o polimeros flavanicos con uniones carbono - carbono entre las
diferentes unidades de flavan-3-ol. Se forman por polimerizacion de las
catequinas y leucoantocianos. Ademas de encontrarse en dicotiledoneas se
producen también en helechos y gimnospermas. Son muy resistentes a
hidrolisis. Solo resultan son afectados por hidrolisis acida o enzimatica (que
rompe ciertos enlaces y se convierten en antocianidinas. Por destilacién seca
produce catecol (1,2-dihidroxibenceno). Por este motivo reciben en el nombre
de taninos catequicos. Al tratar los taninos condenados con cloruro férrico
(FeCl,) aparece una coloracion verde™.

2.3.1.3. Usos™

¢ Antidoto en intoxicaciones por metales pesados y alcaloides; debido a su
capacidad para formar estructuras complejas con estas sustancias.

¢ Astringente; debido a su capacidad para precipitar proteinas de la piel (curtido
de la piel), proteinas salivares, etc. Por sus propiedades astringentes se usa
por via externa como cicatrizantes y por via interna como antidiarreico. Su

efecto antidiarreico lo ejercen en el intestino.
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e Antisépticos; tienen una accion bactericida y bacteriostatica. También ejercen
su accién antifungica.

e Protectores; los taninos aplicados en pomadas de wuso externo
impermeabilizan la piel y la protegen de agentes externos. Si hay una cicatriz
favorecen a la regeneracion (reepitelizantes) y tiene poder analgésico.
AplicAndolo sobre una herida abierta puede tener poder hemostéatico
(antihemorragico). Los taninos condensados son protectores de la pared
venosa y hemostaticos y se usan en supositorios antihemorroidales.

¢ Antioxidantes; son capaces de captar radicales libres e inhibir la peroxidaciéon
lipidica. Inhiben la autoxidacion del &cido ascérbico (Vitamina C).

2.3.2. Flavonoides

Los flavonoides estan ampliamente distribuidos entre los vegetales superiores y

se encuentran distribuidos en los vegetales superiores y se encuentran

practicamente en todas las plantas superiores; sobre todo en partes aéreas:
hojas, flores, frutos. Algunos flavonoides son responsables del color amarillo de
ciertas flores™®.

2.3.2.1. Usos de los flavonoides

Accion de la vitamina p (factor antiescorbdtico), antihemorragicos, antiarritmicos,

protector de la pared vascular o capilar, antiinflamatorios, antiradicales libres,

antihepatotéxicos, antibacterianos, antiviricos y antifingicos, diuréticos y

antiurémicos, antiespasmadicos™®.

2.4. Piel

La piel no es una simple envoltura protectora del cuerpo; es una frontera activa

que se interpone entre el organismo y el ambiente. No solo controla la perdida

de fluidos valiosos, evita la penetracion de sustancias extrafias y nocivas®.

2.4.1. Composicion?

e Epidermis: constituye el 5 % del espesor de la piel y mide 0,04 — 1,5 mm
(mayor en palmas y plantas). Estd formada por un epitelio escamoso
estratificado con las siguientes capas de afuera hacia adentro: cornea, llcida,
granulosa, espinosa y basal.

e Dermis: constituye el 95% del espesor total de la piel. Esta formada por tejido
conectivo que contiene las estructuras nerviosas, vasculares y apéndices
cutaneos.

e Celular subcutaneo: capa mas interna de la piel compuesta por adipocitos

separados por tabiques fibrosos.
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e Anexos cutaneos: se originan de la epidermis y estan contenidos en la
dermis. Son los siguientes elementos: complejo pilosebaceo, glandulas
apocrinas, glandulas endocrinas (0 sudoriparas) y ufias.

2.4.2. Funciones?

Es el 6rgano méas grande en el humano (1,5 - 2 m? y su integridad es

fundamental para la supervivencia.

Las funciones mas importantes son: barrera y proteccion, regulacion de la

temperatura, equilibrio hidro-salino y acido-base, produccion de melanina,

funcién inmunoldgica, reparacion de heridas e identificacion personal.

2.5. Herida®

Se puede definir como una disrupcién de estructuras anatémicas y funcionales

normales a consecuencia de un trauma.

2.5.1. Tipos de Herida?

e Herida aguda: Herida que sigue un proceso de reparacion ordenado que
restaura la integridad anatomica y funcional.

e Herida crénica: Heridas que no siguen un proceso de reparacion ordenado o
que siguen un proceso de reparacioén que no restaura la integridad anatémica
y funcional.

2.5.2. Tipos de cierre de una herida?

a. Cierre de heridas de espesor total

¢ Primario o por primera intencién:

La herida es cerrada dentro de las primeras horas tras su creacién. Cierre de
la herida por aproximacién (sutura), injerto o colgajo. Sigue las tres etapas
clasicas de cicatrizacion (inflamacion, proliferacion y remodelacion)?.

e Secundario o por segunda intencion:

La herida es dejada abierta para que cierre en forma espontanea. Se
mantiene en la fase inflamatoria hasta que cierre totalmente. Los procesos
involucrados son la contracciéon y la epitelizacion. En ocasiones es Uutil el
cierre secundario y programar un retoque o plastia una vez madurada la
cicatriz’.

e Terciario o0 por tercera intencion o primario retardado:

La herida es cerrada después de varios dias del traumatismo. Util después de
pasado el riesgo de infeccién en heridas contaminadas (cultivo negativo). El
proceso no se altera y la fuerza ténsil obtenida al final es la misma que con el

cierre de primer grado®.
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b. Cierre de heridas de espesor parcial

Las heridas que afectan la capa superficial de la piel (epidermis y dermis papilar)

cicatrizan por epitelizacion. Las células epiteliales de las glandulas sebaceas y

foliculos pilosos se dividen y migran para cubrir el defecto. Hay minima

formacion de colageno y escasa contraccion?.

2.6. Cicatrizacion

Una vez producida la herida, comienza el proceso de cicatrizaciébn que es un

proceso de reparaciébn ordenado con una secuencia de eventos bioldgicos

establecidos, dentro de un tiempo determinado, que intenta devolver la
integridad anatémica, funcional y estética de los tejidos lesionados dejando una
cicatriz®.

2.6.1. Tipos de cicatrizacion?

Cicatrizacion ideal: aquélla que devuelve la normalidad anatémica, funcional y

apariencia, sin cicatriz externa (cicatrizacion fetal).

Cicatrizaciébn aceptable: aquélla que deja cicatriz, pero que devuelve la

continuidad anatémica y funcional.

Cicatrizacibn minima: aquélla que deja cicatriz y que devuelve la integridad

anatémica sin lograr buenos resultados funcionales y que, por lo tanto, recurre

con frecuencia.

Cicatrizacién ausente: aquélla en la cual no se logra restaurar la integridad

anatomica a pesar de todas las terapias disponibles (Glceras incurables).

2.6.2. Etapas de la cicatrizacion®

A. Inflamatoria

e Duracion: 0 a 4 dias en cierre de primer grado, se prolonga en cierre de
segundo y tercer grado.

o Respuesta vascular: vasoconstriccion inicial y luego, vasodilatacion y
aumento de la permeabilidad (control de hemorragia inicial y luego estimula la
migracioén celular).

e Respuesta hemostatica: agregacion plaguetaria y activacion de la cascada de
coagulacion (control de la hemorragia).

e Respuesta celular: primero Polimorfonucleares (PMNs) vy luego
mononucleares (macroéfagos y linfocitos). Limpieza de la herida.

e Traduccion clinica: rubor, tumor, calor, dolor.

¢ Mientras mas prolongada esta fase, mas cicatriz se obtiene y de peor calidad.

 Alfinal de esta fase se recupera el 10 % de la fuerza ténsil>.
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B. Fibroblastica (proliferativa)

e Duracion 5 a 40 dias.

e Reparacion de tejido conectivo (sintesis de coladgeno y matriz extracelular por
fibroblastos).

¢ Angiogénesis (formacién de nuevos vasos sanguineos).

o Epitelizacién (migracion celular desde bordes de la herida).

¢ Reparacion de tejidos especiales (hueso, cerebro).

e Contraccién: aproximacion de bordes por miofibroblastos, ocurre a lo largo de
la herida y no, a lo ancho. Es mas intensa en cicatrizaciones secundarias y en
heridas infectadas.

e Contractura: contraccion excesiva sobre una articulacién. En heridas curvas,
el tejido dentro de la herida se levanta por efecto de la contraccion.

« Alfinal de esta fase se recupera el 60 % de la fuerza ténsil.

C. Maduraciéon (remodelacién)

e 40 dias hasta varios afios, evolucién variable (promedio 6 meses en adultos y
mMAas en nifios).

e Se ordena el colageno (sintesis = degradacién). Desaparecen los capilares, el
colageno se engruesa y se van los fibroblastos (cicatriz acelular), disminuyen
los glicosaminoglicanos y el contenido de agua.

e Traduccion clinica: la cicatriz se ablanda y aplana, desaparece el eritemay el
prurito (cicatriz madura).

e Se recupera hasta el 80 % de la fuerza ténsil (nunca se llega al 100 %)Z.

2.7. Administracion sobre piel y mucosas

Sobre la piel se aplican, ya sea con fines terapéuticos o cosméticos, numerosas

formulaciones de diversa naturaleza fisicoquimica.

Las formas de consistencia semisoélida constituyen, sin embargo, el grupo mas

amplio dentro de las formulaciones de aplicacion sobre la piel y diversas

mucosas®.

Los sistemas semisolidos satisfacen una exigencia de las preparaciones de

aplicacion topica, ya que, en general, poseen buena adherencia, lo que hace que

permanezcan sobre la superficie de aplicacién por un tiempo razonable hasta
gue se eliminan por lavado. Sus propiedades se deben a su comportamiento
reoldgico de tipo plastico, segun el cual los semisdlidos mantienen su forma y se
adhieren como una pelicula, pero cuando se aplica una fuerza externa sobre

ellos se deforman con facilidad y fluyen (capacidad de extension)?*.
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2.8. Crema

Son formas farmacéuticas semisolidas emulsionadas que contienen uno o varios
principios activos y hasta un 80 % de agua. Este término se ha aplicado
tradicionalmente a los semisélidos que poseen una consistencia relativamente
fluida formulados ya sea como una emulsién agua en aceite o aceite en agua®.

2.7.1. Las caracteristicas de los excipientes®

Deben ser bien tolerados y no manifestar acciones que los inhabiliten

(irritantes, sensibilizantes).

e Tienen que ser inertes frente al principio activo que incorporan (compatibilidad
fisica y quimica), asi como frente al material de acondicionamiento.

e Han de ser lo suficientemente estables frente a los factores ambientales como
para garantizar su conservacion.

e Deben presentar una consistencia conveniente para que su extension sobre
la piel o las cavidades mucosas se realice con facilidad y, ademas, puedan
dispensarse en tubos.

e En determinados casos (pomadas oftalmicas) se requiere que sean
esterilizables.

e Deben ceder adecuadamente el principio activo que incorporan.

¢ En la medida de lo posible, tienen que presentar caracteres organolépticos no
desagradables.

2.9. Farmaco referencia®

Extracto concentrado de consuelda: 25 g de Symphytum peregrinum

(Traumaplant 10 %). El complejo de sustancias activas de la crema Traumaplant

se obtiene de la consuelda recientemente cosechada.se trata de una planta muy

difundida y originaria de la Rusia meridional, que tradicionalmente se ha

empleado en medicina. (ANEXO 2)

Los ingredientes farmacolégicamente activos de dicho complejo estandarizado y

muy concentrado se aislan con la debida precaucion del extracto de consuelda

recién obtenida: la colina, el acido de romero y la alantoina producen un efecto
antiinflamatorio, antiexudativo y cicatrizante. A través de las terminaciones
nerviosas del sistema parasimpatico, la colina ejerce una dilatacion vascular que

acrecienta la afluencia de sangre a los tejidos inflamatorios. (ANEXO 2)

De este modo, se eliminan los exudados inflamatorios y los productos

metabdlicos de la zona afectada. Como sustancia vasoactiva que reduce la

permeabilidad de los capilares, la colina es responsable en primer lugar de la
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accion antiexudativo del Traumaplant. El acido de romero posee propiedades
antiexudativas y una marcada actividad antiinflamatoria. La alantoina estimula la
proliferacién celular y favorece la regeneracién del tejido lesionado. A este
componente se debe la accién cicatrizante de Traumaplant, asi como la
formacion mas rapida de tejido de granulacién. El extracto concentrado de
consuelda: 25 g de Symphytum peregrinum (Traumaplant 10 %). es usado en
golpes y heridas superficiales. Coadyuvante en el alivio del dolor, la inflamacién
y edema en distorsiones del tobillo. Aplicable también en heridas superficiales ya

que mejora la cicatrizacion. (ANEXO 2)
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar deinvestigacion

El desarrollo de la presente investigacion se realizé en el Centro de Desarrollo,
Analisis y Control de Calidad de Medicamentos y Fito-medicamentos del Area
Académica de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad
de Ciencia de la salud de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga,
durante los meses de junio - diciembre 2018.

3.2. Poblacion y muestra

3.2.1. Poblacion

Constituida por la cascara del fruto de la especie Punica granatum L. “granada”.
3.2.2. Muestra

La muestra que se utilizé fue constituida por 50 g de la cascara seca y molida del
fruto Punica granatum L. “granada’. El sistema de muestreo fue por
conveniencia. Se realiz6 la identificacion y descripcion taxondémica en el
Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de san Cristébal de Huamanga.

3.2.3. Unidad experimental

Se utiliz6 40 ratas albinas de la cepa Holtzman, de 3 meses de edad; con un
peso promedio entre 180 a 250 g, de un solo sexo (hembras); los cuales fueron
elegidos aleatoriamente y teniendo en cuenta que se encuentren en buenas
condiciones; los cuales se les acondicioné y aclimaté por una semana, con
alimentacion y agua at libitum.

3.3. Disefio metodolégico para recoleccion de datos

3.3.1. Procedimiento de recoleccién, secado y molienda de la muestra:

La muestra a trabajar fue Punica granatum L. “granada” especificamente el
extracto fluido de la cédscara del fruto; se tomé la muestra por conveniencia y

fueron procesadas de la siguiente manera:
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e De 10 kg de fruto de granada se obtuvo 1500 g de muestra seca de la
cascara de granada. Previamente se separ0 el fruto de la cascara; se retird
las impurezas que presento la cascara.

e Todo su lavado y limpieza se realiz6 en agua limpia; sin uso de otros
solventes.

o El secado se realiz6 a temperatura de ambiente; en un area ventilada
evitando su descomposicion; por un periodo aproximado de 1 mes durante
ese tiempo se fue reduciendo de tamafio manualmente.

o Una vez seca; se seleccioné las muestras mas adecuadas y se procedi6 a la
reduccién de tamafio con ayuda de un mortero; se tamiz6 para homogenizar
el tamafio de particula, (diametro de luz 0,5 mm).

3.3.2. Preparacion del extracto fluido

e Se peso6 50 g de muestra seca y molida; se procedi6é a agitar la muestra con
alcohol de 50° (previamente preparado y medido con el alcoholimetro); se
agitdé con ayuda de un agitador magnético por una hora a velocidad
prudencial y constante (para evitar que el vehiculo salpique); luego se dejé
reposar por 24 h en todo momento protegida de la luz para ello se cubrié con
papel aluminio.

e Se armo el equipo de percolacion para colocar la muestra y se agreg6é 100 mL
solvente; se hizo pasar por goteo lento y continuo tres veces a través del
equipo y se dejé reposar por espacio de 24 h.

e Pasada las 24 h se obtuvo el extracto por goteo, se midié el volumen obtenido
con una probeta graduada y se reservd en un frasco de vidrio &mbar en un
lugar fresco a temperatura de ambiente. Luego se agregé 100 mL del
solvente al equipo de percolacién y se hizo pasar tres veces por el equipo por
goteo lento y continuo para luego dejar reposar por 24 h. Se continu6 hasta
agotamiento de coloracion de la muestra. Siendo doce dias de extraccion por
agotamiento obteniéndose aproximadamente 2 L de muestra.

e El extracto fluido obtenido se llevo a bafio maria a una temperatura de 50 °C,
para eliminar los posibles restos de contenido de alcohol siendo controlado
con un alcoholimetro. Finalmente se concentrd el extracto a una cantidad de
50 mL. Obteniendo asi el extracto fluido con una concentracién (1:1); por
cada 1 mL de extracto fluido hay 1 g de muestra de la cascara del fruto de

Punica granatum L. “granada”; presenté un aspecto fluido, olor sui géneris,
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color granate muy intenso, sabor astringente. El alcoholimetro muestra que la
presencia de alcohol es nula.

3.3.3. Identificacién fitoquimica de los metabolitos secundarios del

extracto fluido de la cascara del fruto de Punica granatum L. “granada”:

Se realiz6 la identificacion fitoquimica cualitativa del extracto fluido de la cascara

del fruto de Punica granatum L. “granada” para identificar los diferentes

metabolitos secundarios. La reaccion de identificacion se realizé siguiendo la

metodologia propuesta por segiin Lock®* (Anexo N° 04).

3.3.4. Evaluaciéon de parametros fisicoquimicos del extracto fluido de la

céscara del fruto de Punica granatum L. “granada”:

Una vez obtenido el extracto fluido de la cascara del fruto de Punica granatum L.

“‘granada” se evaluaron los parametros fisicoquimicos que a continuacion

sefialamos:

e Caracteristicas organolépticas: Se tomé 2 mL del extracto fluido de la cascara
del fruto de Punica granatum L. “granada” y colocé en una luna de reloj y se
determiné el color; aspecto, sabory olor.

e Solubilidad/ miscibilidad: Se realizd la determinacion de solubilidad/
miscibilidad del extracto fluido de la cascara del fruto de Punica granatum L.
“‘granada” agua, alcohol y cloroformo. Para lo cual se tomd 1 mL del solvente
a ensayar en un tubo de ensayo; luego se afladid 1 mL de muestra y se agito
fuertemente.

e Potenciometria (pH): Se utilizé6 el pH-metro de mesa; se procedid con lo
descrito por el manual de uso y las determinaciones se realizaron a 25 °C;
habiendo calibrado previamente el equipo.

e Porcentaje de alcohol: Primero se calibré el equipo del alcoholimetro con
alcohol de 96° y luego se procedid a medir el porcentaje de alcohol del
extracto fluido de la céscara del fruto de Punica granatum L. “granada”, con
ayuda de una probeta para mejor observacion.

e Densidad: Se utilizé un picnémetro de 10 mL; primero se peso6 el picnémetro
limpio y seco en una balanza previamente calibrada, luego se pesé el
picnébmetro mas agua; y finalmente se peso el picnébmetro mas la muestra en
estudio extracto fluido de la cascara del fruto de Punica granatum L.
granada” Por diferencias de pesos se determiné la densidad relativa.

e Indice de refraccion: Para determinar el indice de refraccion del extracto fluido

de la cascara de fruto de la cdscara del fruto Punica granatum L.” granada” se

19



utilizé el equipo de Refractémetro. Primero se calibro el equipo con agua y
luego se observo la muestra en estudio.

Solidos totales: Se determind los sdlidos totales que presentd el extracto
fluido de la cascara del fruto de Punica granatum L. “granada” Se utiliz el
equipo de Refractdmetro; previamente se calibro con agua y luego se observo
la muestra en estudio.

Cenizas Totales: Se pesd 3 mL del extracto fluido de la cascara del fruto de
Punica granatum L. “granada” con una desviacion de 0,5 mg en un crisol de
porcelana previamente tarado. Luego se procedié a calentar suavemente la
muestra aumentado la temperatura hasta carbonizar y posteriormente se
incinero en una mufla entre 700 a 750°C durante 2 horas. Se enfrio el crisol

en el desecador y se peso hasta que el peso se mantenga constante.

3.3.5. Elaboracion de las cremas a partir del extracto fluido de la cascara

del fruto de Punica granatum L. “granada” y del blanco

Se procedi6 a la elaboracion de la forma farmacéutica (crema) a tres

concentraciones (1 %, 2 % y 4 %); siendo 1 g, 2 g y 4 g de extracto fluido de

Punica granatum L. “granada” que se peso y mezcld con crema base c.s.p. 100

La crema base compuesta por una fase oleosa cera Lanette, cetiol y BHT

(Butilhidroxitolueno); mientras que la fase acuosa compuesta por conservante,

propilenglicol y agua; siendo la fase acuosa la que se afiade sobre la fase oleosa

agitando constantemente. Se mezcld, envasé y se coloco su respectivo rétulo.

Para el caso del blanco se utilizé crema base sin ningun principio activo.

Tabla 1. Proporcionalidad de los excipientes de la crema base.

Fase Insumo Concentracion
Oleosa Cera Lanette SX 15,0%
Cetiol V 10,0%
BHT 0,10%
Acuosa Conservante 1,50%
Propilenglicol 6,50%
Agua 66,90%
Total 100,0%
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Tabla 2. Proporcionalidad de la crema base y el principio activo extracto fluido de la

céascara de Punica granatum L. “granada”

L : Crema
Principios activos 1% 2% 4%
Base
Extracto fluido de cascara de granada 1,0 % 1g 4,54
Extracto fluido de cascara de granada 2,0 % 29 4,10
Extracto fluido de cascara de granada 4,0 % 4g 3,90
Crema base-Lanette C.S.P. 99¢g 989 969 100g 6,62
Total 100g 100g 100g 100g -

3.3.6. Determinacién del efecto cicatrizante, segln analisis digital de

superficie

Fundamento. Se fundamenta en medir el area (mm? de una herida abierta

utilizando el programa AutoCAD. Modelo propuesto por Montén®.

Procedimiento

Se depil6 el lomo de la rata en un area aproximada de 3 cm?.

Se peso a las ratas y pusieron en jaulas individuales.

Se anestesié con 1 ml/ 2,5 kg de peso de Pentobarbital Sédico por via
intraperitoneal.

Se aplicé en pequefias dosis de lidocaina al 2 % via intradérmica.

Luego con una técnica limpia; se realiz6 una herida cuadrangular de 1 cm?; en
la region dorsal de la rata, para lo cual se tom6 como referencia una plantilla
de plastico con las medidas dadas.

Se desprendi6 la piel grasa subcutanea y masculos hasta descubrir la fascia.
Se administré los tratamientos correspondientes a los animales por un
periodo de 16 dias.

Se coloc6 la rata por debajo del soporte metalico de una camara digital
convencional; a una distancia aproximada de 30 cm.

Sobre la herida se colocé una regla que servira como referencia para hallar la
escala.

Se obtuvo fotografias de las heridas inmediatamente después de realizar las
heridas a las 0 horas y luego por cada 48 horas; hasta llegar a los 16 dias.
Las fotografias se transfirieron al disco duro de un ordenador personal.
Utilizando las herramientas del AutoCAD se procedio a la medicion del area

de las heridas en mm>.
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3.3.7. Evaluacién histopatolégica
Se tomaron biopsias de las heridas de los grupos experimentales, control y
blanco al dia 16 post-escision; dejando un espacio de 2 cm a cada lado de la
herida inicial.
Se procedi6 a lavar la muestra tomada con formol al 10 % y se colocé en una
plancha de Tecnopor extendiendo la muestra; luego se dej6 reposar en formol al
10 % por 4 horas para mejor conservacion de la muestra.
Las muestras tomadas se llevaron para su evaluacién al departamento de
Patologia Clinica del Hospital Regional “Miguel Angel Mariscal Llerena” de
Ayacucho para realizar un examen histopatolégico de tipo comparativo.
Se utilizé hematoxilina y eosina para la tincion. Se evalué al microscopio el
ambiente del tejido cicatrizal y abundancia de cuerpos celulares en esta; las
cantidades de colageno y fibras; asi como también la calidad de la cicatriz y el
orden que seguiran los tejidos.
Se recopilo los resultados en material fotografico para su posterior comparacion,
evaluacién y analisis.
3.4. Disefio experimental
Disefio Pre prueba — post prueba y grupo control. Los animales de
experimentacion fueron divididos en 5 grupos, cada grupo conformado por 8
repeticiones y sus heridas seran tratados de la siguiente manera
* Grupo 01: Ratas tratados con crema base (Blanco).
* Grupo 02: Ratas tratados con crema control (Estandar/ Traumaplant®)
* Grupo 03: Ratas tratados con crema del extracto fluido al 1 %
* Grupo 04: Ratas tratados con crema del extracto fluido al 2 %
* Grupo 05: Ratas tratados con crema del extracto fluido al 4 %

Gb - Ob

Gs X Os

Gn X On
Donde:
* Gb: Grupo blanco
* Gs: Grupo estandar
* Gn: Grupos de los tratamientos
* O : Observacion
+ X : Estimulo

» - :Ausencia de Estimulo
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* Ob: Observacion del blanco

+ Os: Observacion del estandar

* On: Observacion de los tratamientos

3.5. Analisis estadistico

Los resultados se expresaron en cuadros y grafico; expresado en registros
fotograficos y figuras que explicardn mejor los resultados. La diferencia
significativa que existe entre los tratamientos se hace a través del Analisis de
Varianza (ANOVA) con un nivel de significacion estadistica de 0,05. Las
comparaciones se realizaron entre cada tratamiento a través de la Prueba de

Duncan mediante el programa SPSS.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 3. Resultados de la identificacion fitoquimica del extracto fluido de la cascara del
fruto de Punica granatum L. “granada”. Ayacucho - 2018.

Metabolitos :
; Ensayos Resultados Observaciones
secundarios

Flavonoides R. Shinoda + Coloracion roja
Fenoles y/o - L

. y R. Cloruro feérrico (ll1) +++ Coloracion azul oscuro
Taninos
Saponinas Prueba de espuma ++ Formacion de espuma
Triterpenos y/o . L, . .

p. y R. Lieberman Buchard - Coloracion rojo-anaranjado
esteroides
Quinonas R. Borntrager - Precipitado color marrén
Alcaloides R. Dragendorff - No precipita
L NaOH ++ Precipitado color marrén
Antocianinas -
HCI + Coloracion rosada
Catequinas R. Catequinas - Ausente
Lactona y/o . - .
. y R. Baljet + Precipitado naranja oscuro

cumarina

Leyenda: (-): Ausente/Ninguno (+): Escasal/Ligera (++): Bueno/Moderado (+++): Abundante/Intenso

27



Tabla 4. Parametros fisicoquimicos del extracto fluido de la cascara del fruto de Punica

granatum L. “granada”. Ayacucho - 2018.

PARAMETROS ENSAYOS RESULTADOS

Organolépticos Color Granate intenso
Olor Sui géneris
Sabor Astringente
Aspecto Fluido

Solubilidad/Miscibilidad Agua Soluble
Etanol Muy soluble
Cloroformo Poco soluble

pH pH-metro 3,37

Porcentaje de alcohol (%) Alcoholimetro 0

Densidad (g/mL) Densidad relativa 1,20

indice de refraccion Refractometro 1,34

Solidos Totales (%) Refractometro 5,10

Cenizas (%) Cenizas totales 3,86
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Organo: piel con epidermis con lesién que presenta solucién
de continuidad de la piel, dermis cubierta con elementos
inflamatorios, detritus.

Técnica: Hematoxilina-Eosina (H.E.)

Aumento: 10 x 10.

Corte: Transversal.

dates 4
Organo: piel con area desprovista de epidermis con cubierta
de detritus y elementos o células inflamatorias.

Técnica: Hematoxilina-Eosina (H.E.)

Aumento: 10 x 10.

Corte: Transversal.

Organo: piel con dermis que presenta células inflamatorias:
linfocitos, macréfagos, leucocitos.
Técnica: Hematoxilina-Eosina (H.E.)
Aumento: 40 x 10.

Corte: Transversal.

Estandar

Organo:

Comparacion histopatoldgica

piel con epidermis regenerandose, capa muy

delgada, sobre ella se observa detritus y sangre

coagulada.

Técnica: Hematoxilina-Eosina (H.E.)
Aumento: 10 x 10.

Corte: transversal.

Organo: Piel con epidermis cf
proceso de regeneracion; algunos linfocitos,

on queratinocitos reactivos en

Tratamiento 1 %

- O~ 2 s
Organo: piel que muestra borde de la lesién con
epidermis engrosada, queratinocitos reactivos.

Técnica: Hematoxilina-Eosina (H.E.]

Aumento: 10 x 10.

Corte: transversal.

Organo: piel que presenta dermis con vasos sanguineos
i infiltrado i orio, cola )

colageno en dermis .

Técnica: Hematoxilina-Eosina (H.E.)
Aumento: 10 x 10.

Corte: Transversal.
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Organo: piel con dermis profunda con fibroblast
colageno, escasos linfocitos.

Técnica: Hematoxilina-Eosina (H.E.)
Aumento: 40 x 10.
Corte: Transversal.

Leyenda: A :(Epidermis) B: (Dermis) C: (Dermis profunda)
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y

Técnica: Hematoxilina-Eosina (H.E.)
Aumento: 10 x 10.
Corte: transversal.

Organo:
fibroblastos y hace gruesas de colageno.
Técnica: Hematoxilina-Eosina (H.E.)
Aumento: 40 x 10. Corte: transversal.

piel

Tratamiento 2 %
: /v .,/‘

Organo: piel con borde de la lesion en proceso de
cicatrizacion. Epidermis adelgazada; area de la dermis
desprovistas de anexos de la piel.

Técnica: Hematoxilina-Eosina (H.E.)

Aumentos: 10 x 10.

Corte: transversal.

Organo: piel con dermis que infiltrado
ir io, fi s y haces de .

Técnica: Hematoxilina-Eosina (H.E.)

Aumentos: 10 x 10.

Corte: transversal.

i
Organo: piel con dermis qu
de colageno.

Técnica: Hematoxilina-Eosina (H.E.)
Aumentos: 40 x 10.

Corte: transversal.

e presenta fibroblastos y haces

Tratamiento 4 %
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Organo: piel con lesion que demuestra dermis sin
anexos de la piel con fibroblastos y colageno.

Técnica: Hematoxilina-Eosina (H.E.)

Aumentos: 4 x 10.

Corte: transversal.

Organo: piel normal en el que se observa dermis sin
anexos de la piel, con fibroblastos y colageno.
Técnica: Hematoxilina-Eosina (H.E.)

Aumentos: 10 x 10

Corte: transversal.

Organo: piel con fibroblastos y haces gruesos de
colageno

Técnica: Hematoxilina-Eosina (H.E.)

Aumentos: 40 x 10.

Corte: transversal.

Figura 7. Comparacién histopatoldgica entre el blanco, estandar y tratamientos del extracto hidroalcohdlico de la cdscara del fruto de Punica granatum

L. “granada” al 1 %, 2 % y 4 % alos 16 dias. Ayacucho 2018.
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V. DISCUSION

La medicina tradicional es una parte importante y con frecuencia subestimada de
los servicios de salud. En algunos paises, la medicina tradicional o medicina no
convencional suele denominarse medicina complementaria. Histéricamente, la
medicina tradicional se ha utilizado para mantener la salud, y prevenir y tratar
enfermedades?®.

La granada Punica granatum L. es una fruta llena de propiedades para mantener
una salud. Conforme avanzan en las investigaciones se suman cada vez mas y
mas beneficios para la salud a los ya conocidos. La fruta del granado es perfecta
para luchar contra el envejecimiento de la piel y es rica en vitaminas y minerales
para mantener una vida saludable. Conforme avanzan las investigaciones, se
afiaden nuevas propiedades de la granada que se suman a las ya conocidas.
Las granadas son ricas en vitaminas C, E, A, B1, K y betacarotenos, los
encargados de darle su caracteristico color rojo®.

La parte comestible de la granada representa alrededor del 50 % del peso total
de una granada y a su vez consiste en un 80 % de arilo (parte carnosa) y un 20
% de semilla (parte lefiosa). La cascara de la granada, comprende entre el 30-40
% del peso total del fruto. Contiene una gran cantidad de compuesto
polifendlicos, entre los que destacan los taninos (50-60 g/ kg cascara). La
punicalagina es el elagitanino mas abundante en la cdscara, constituye cerca del
80-85 % de los taninos totales presentes en la cascara™.

Los “compuestos fendlicos” se refiere a todas aquellas sustancias que poseen
varios grupos fenol unidos a estructuras aroméaticas. Los compuestos fendlicos
tienen su origen en el mundo vegetal y son los principales metabolitos
secundarios de las plantas, que destacan por sus propiedades antioxidantes. Se
pueden dividir en moléculas simples (de bajo peso molecular) y polimeros de

estas (de mayor peso molecular). Los taninos son el grupo de polifenoles de alto
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peso molecular mas caracteristico en la granada sobre todo en la piel, rico en
taninos hidrolizables, principalmente punicalina, pedunculagina y punicalagina®.
Comprender de qué manera el organismo humano repara el tejido dafiado y los
factores que influyen en este proceso ayuda al cirujano y los médicos
enfrentados a una herida (todos en algin momento en sus vidas), a enfrentarla y
manejarla adecuadamente con el mejor resultado posible. En los Ultimos afios ha
habido enormes avances en el entendimiento del proceso de cicatrizacion, los
tipos celulares que contribuyen al orden en el cual aparecen en la herida. No
obstante, mas pasos deben ser descubiertos para que podamos prevenir las
cicatrices hipertréficas, los queloides y por qué no, la cicatriz misma que deja
toda herida.

La cicatrizacion es el proceso normal que se presenta en los seres humanos
para regenerar el tejido epidérmico y dérmico. Cuando un individuo presenta una
herida (ruptura de un tejido intencional o accidental), una serie de eventos
bioguimicos complejos se presenta para reparar el tejido dafiado. Estos eventos
se sobreponen entre si temporalmente, pero para comprenderlos mejor, los
explicaremos en pasos separados asi: etapa inflamatoria, etapa proliferativa, y
fases de remodelacion®’.

En la tabla 3 muestra los resultados obtenidos en la identificacién fitoquimico
realizado al extracto hidroalcohdlico de la cdscara del fruto de Punica granatum
L. “granada”; observandose la presencia de metabolitos secundarios tales como
flavonoides, fenoles y taninos, saponinas (por la presencia de espuma por
espacio de dos minutos), antocianinas y cumarinas. Siendo el metabolito
secundario que mas destacan los taninos al confirmarse durante el ensayo con
Cloruro férrico (FeClz) donde el extracto hidroalcohdlico de Punica granatum L.
“granada” vira de manera inmediata a una coloracién azul-negruzca muy intenso
con presencia de precipitado, confirmando asi la presencia de taninos de tipo
pirogalotanicos o hidrolizables; siendo este metabolito el responsable del efecto
farmacoldgico; nos refiere Kuklisnki'® que los taninos aplicados en pomadas de
uso externo impermeabilizan la piel y la protegen de agentes externos. Si hay
una cicatriz favorecen la regeneracion(reepitelizantes) y tienen poder analgésico.
Melgarejo'’ nos describe; la corteza de la granada contiene taninos hidrolizables
llamados elagitaninos, que al ser hidrolizados en el cuerpo producen &cido
elagico. Es una sustancia que promueve la apoptosis (muerte celular natural) de

las células cancerosas sin dafiar a las células normales. Se trata de un potente
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antioxidante y anticarcindbgeno que protege a las células frente a los dafios
provocados por los radicales libres e inhibe las mutaciones del ADN. Otras
funciones son: mejora la actividad capilar y fortalece sus membranas, suaviza y
mejora la elasticidad de la piel, reduce la retinopatia diabética y mejora la vision,
reduce las venas varicosas, ayuda a mejorar la funcion cerebral y combate la
inflamacién en la artritis.

En la tabla 4 se muestra los resultados obtenidos de los parametros
fisicoguimicos del extracto fluido de la cascara del fruto de Punica granatum L.
“granada”. Ayacucho- 2018. Se observa que el extracto fluido de la cdscara del
fruto de Punica granatum L. “granada” presenta un color granate intenso, olor sui
géneris, sabor astringente, y aspecto fluido; soluble en agua, muy soluble en
etanol y poco soluble en cloroformo; con un pH de 3,37; con un porcentaje de
alcohol de 0 % medidos con el uso de un alcoholimetro; se obtuvo una densidad
relativa de 1,20 g/mL que se midié utilizando un picnémetro; presenté un indice
de refraccion de 1,34 que se midié en un refractobmetro equipo que también nos
da 5,10 % de sélidos totales para el extracto fluido de la cascara del fruto de
Punica granatum L. “granada” y su porcentaje de cenizas totales fue de 3,86 %.
Vasquez'® en su trabajo titulado “Condiciones optimas de extraccion de
antocianinas de la cascara de la granada (Punica granatum L.) variedad
Wonderful” menciona que la cascara de granada presenta un porcentaje de
humedad de 5,5 + 1,5 y un porcentaje de cenizas de 3,6+ 0,08.

Gutiérrez y Terrones® en su investigacion titulada: Caracterizacion fisicoquimica
y estabilidad oxidativa del aceite de semilla de “granada” (Punica
granatum).2016. Menciona en las propiedades fisicoquimicas de la cascara de
granada Punica granatum presenta un porcentaje de humedad de 5,5+ 1,25 y
porcentaje de cenizas de 3,59 + 0,08.

Pérez*® en su trabajo de investigacion titulado Actividad cicatrizante del cremigel
elaborado a base del extracto atomizado de las hojas de Solanum nitidium
R.&P.” Aufunga”, Ayacucho 2014 obtiene un porcentaje de humedad de 7,45%
gue se encuentra de los limites establecidos por la USP y se puede concluir que
las condiciones de las drogas son las adecuadas evitando asi, la contaminacién
microbiana y la degradacion de sus metabolitos y también su porcentaje de
humedad favorece la untuosidad del producto final; ademas que la ceniza total
fue de 2, 24 %; siendo el porcentaje de cenizas totales de las especies vegetales
un indicativo del contenido total de minerales en la muestra, es un valor que

puede considerarse como una medida de la calidad y a menudo es un criterio util
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para determinar la identidad de la planta, cuando hay un alto contenido se
sugiere la presencia de adulterantes inorganicos. Las cenizas totales miden el
total de residuos solidos filtrables, solubles en acidos e insolubles en &acido
clorhidrico, en los que los limites maximos para las cenizas totales son de 12 %;
podemos concluir que no contiene compuestos inorganicos con metales
pesados. El pH de 3,37 es muy interesante ya que la acidez de este permite
fijarse en proteinas.

Figura 1; se observa el area de la herida en funcién del tiempo por el efecto
cicatrizante del extracto fluido de la cascara del fruto de Punica granatum L.
“granada” donde se aprecia que el area de lesion inicial es de 1 cm? a partir de
ellos se observa la reduccién del area entre el tercer a cuarto dia; nétese que
existe una regeneracion casi total para los tratamientos en el dia 16 de los
tratamientos al 1 % y 2 %. Es importante recalcar que ninguna de las heridas
presento es esos dias pus o eritema; se notd también que a la hora de aplicar la
crema de estandar en su grupo correspondiente las unidades experimentales
mostraron contorsiones e incomodidad, movimientos involuntarios en esa zona
de la herida, siendo el caso que algunos llegaron a extraer la costra retardando e
incluso en algunos casos reiniciando el proceso de cicatrizacion; mientras que en
el caso de los tratamientos y el blanco no muestran incomodidad en lo mas
minimo ni fastidio al aplicarse su dosis correspondiente.

Sanchez'® compard los porcentajes de cicatrizacion del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Onothera rosea “yawar soqo”; encontrando que en los extractos
al 2 % y 4 % presentar mejor porcentaje de actividad cicatrizante respecto al
estandar Traumaplant; empero los tratamientos no logran un cierre total del area
de la herida.

Aguilar®® realiz6 una comparacion los porcentajes de cicatrizacion del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Desmonium molliculum (HBK) DC.” manayupa”.
Ayacucho 2017. Encontrando que el extracto al 4 % es el que mas area reduce
mas aun asi no logra superar al estandar Traumaplant®.

En la Figura 2; muestra a que los 8 dias de iniciado el proceso de cicatrizacion la
crema al 1 % con 78,22 mm? presenta mayor disminucion del area, seguido por
el tratamiento al 2 % con 86,39 mm?.

En la Figura 3; en el dia 10 se puede evaluar que es el tratamiento al 1 % es
quien empieza a diferenciarse de los otros tratamientos con 44,26 mm? de area

reducida.
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En la Figura 4; se puede apreciar como a los 12 dias las areas de la herida van
reduciendo de manera continua; siendo el tratamiento al 1 % con 22,94 mm? que
presenta una reduccion significativa y diferenciada estadisticamente con
respecto a los otros tratamientos.

En la Figura 5; nos muestra que a los 14 dias la crema al 1 % y 2 % reducen el
area de la herida 10,69 mm? y 11,68 mm? siendo estadisticamente similares,
mientras que el estandar Traumaplant reduce a la par con el tratamiento al 4 %
siendo ambos estadisticamente similares 20,54 mm? y 20,97 mm? siendo el
blanco quien menor &rea a reducido 24,15 mm?2.

En la Figura 6; muestra que a los 16 dias iniciado el proceso de cicatrizacion; el
tratamiento al 1 % y 2 % con 0,09 mm? y 0,31 mm? respectivamente presentan
mayor disminucién de la herida siendo estadisticamente similares, demostrando
un cierre casi total de la herida; mientras que el tratamiento al 4 % y el estandar
Traumaplant presentaron una reduccion del area afectada estadisticamente
similares de 5,11 mm? en cada uno de ellos ; los cuatro tratamientos
mencionados difieren significativamente del blanco que queda rezagado con un
16,76 mm?®.

De las Figuras 2,3,4,5 y 6 se logra observar la disminucién del &rea de la herida
en funcién del tiempo segun los diferentes tratamientos aplicados. Siendo el
tratamiento con la crema del extracto fluido de la cascara de Punica granatum L.
“‘granada” al 1 % quien presenta mayor reduccion durante estos dias en
comparacion siendo estadisticamente similar con el tratamiento al 2 % los dias
14 y 16; mientras que el tratamiento al 4 % y el estdndar Traumaplant son
estadisticamente similares los dias 14 y 16; estos 4 tratamientos difieren
significativamente del Blanco. Esto se apoya en los resultados obtenidos
mediante la comparacién multiple de la Prueba de Duncan en el dia 16 con una
diferencia significativa de (p< 6,57 x10™®) a un nivel de confianza de 95 %; lo que
conduce a un rechazo de la hipétesis nula, aceptando la hipétesis alterna
confirmando que los datos obtenidos son significativos con una desviacion
estandar aceptable para los resultados. (Anexo 14).

La Figura 7 permite comparar las muestras tomadas a cada tratamiento y
observadas al microscopio donde se observa las distintas capas de la piel
epidermis y dermis; donde; el blanco presenta una epidermis incompleta y en
formacion no definida con alta presencia de material inflamatorio en la dermis

mas profunda aparece el colageno en cantidad minima. El estandar Traumaplant
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empieza a formar una epidermis en proceso de formacion (incompleta) con
presencia de detrito e la parte externa, con una dermis profunda con material
inflamatorio y coldgeno en formacion. El tratamiento al 1 % muestra epidermis en
formacion, presencia de material inflamatorio y en su dermis profunda un
colageno mas definido con respecto a los otros dos grupos anteriores. El
tratamiento al 2 % presenta un epidermis bien definida, marcada y desarrollada
hasta el dia 16; en su dermis profunda escaso material inflamatorio y coldgeno
en formacion y ya desarrollado. El tratamiento al 4 % se observa una epidermis
en formacion una dermis profunda con menor presencia de material inflamatorio
y colageno definido. Cabe recalcar que las muestras se tomaron al dia 17
pasados los 16 dias del proceso de cicatrizacion; se tomaron las biopsias el
mismo dia y teniendo en cuenta el mismo procedimiento para los 5 grupos. Se
realizé esta comparacion histopatologica con la finalidad de poder comparar de
manera interna que ocurria en cada tratamiento y como actuaba el extracto fluido
de la cascara del fruto de Punica granatum L. “granada” en cada tratamiento
sobre la piel.

Nygaard®® en el 2015 menciona en su articulo Antibidticos en cultivo celular:
¢amigo o enemigo? Supresion del crecimiento y diferenciacion de queratinocitos
en cultivos de monocapa y modelo de piel 3D; que, los queratinocitos
epidérmicos humanos normales (células NHEK) son ampliamente utilizados en el
campo de la investigacion bésica, crecidos en forma de monocapa o cultivo
celular tridimensional. Los antibidticos betalactamicos, asi como los
aminoglucdsidos, reducen la tasa de proliferacion de NHEK vy dificultan el
desarrollo de una epidermis completamente diferenciada en modelos de piel 3D.

Desde 1970 hasta los afios 90, numerosos articulos cientificos han probado los
efectos antiproliferativos de los antibiéticos betalactamicos como la penicilina en
células eucariotas cultivadas. Un experimento realizado por Promocell, demostré
que el uso de gentamicina y anfotericina, después de cuatro a cinco dias de
cultivo, se pudo detectar una clara diferencia en la tasa de crecimiento. Mientras
que NHEK sin antibiéticos habia llenado el plato de cultivo. De tal forma que los
queratinocitos tratados con antibidticos crecen mas lentamente y dejan de
proliferar antes®.

Cardenas™ en su investigacion titulada Efecto de la concentracion del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Punica granatum L. “granada” sobre la viabilidad

de Staphylococcus aureus In vitro; en el afio 2013; en sus conclusiones
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menciona que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Punica granatum L.
“granada” presento su mayor efecto inhibidor a la concentracién de 200 mg/ mL
tanto sobre Staphylococccus aureus coagulasa positivo sobre Staphylococcus
aureus ATCC 25923, In vitro. Demostrando asi que las hojas de esta planta si
presenta efecto antibacteriano.

Romero’ en su trabajo de investigacion titulado: Efecto inhibitorio In vitro de
extractos etanodlicos de la cascara de Punica granatum “granada” y Syzygium
aromaticum “clavo de olor” sobre Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Vibrio cholerae. Lambayeque-Perd 2017. Concluye que Los
extractos etandlicos de clavo de Olor y de Granada presentan actividad
inhibitoria In vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae y
Pseudomonas aeruginosa. La especie mas susceptible a los extractos etandlicos
de Clavo de Olor y Granada fue Staphylococcus aureus y la que presentd menos
susceptibilidad fue Pseudomonas aeruginosa; siendo la Concentracion maxima
inhibitoria (CMI) para el extracto etanélico de Clavo de Olor y Granada, fue para
Staphylococcus aureus 50mg/mL.; para Vibrio cholerae y Pseudomonas
aeruginosa 100 mg/mL. Se concluye que ninguna de las cepas utilizadas
presento efecto bactericida con las concentraciones empleadas. Confirmando asi
gue a mayor concentracion la cascara de granada presenta mayor efecto
antibacteriano.

De la comparacion histopatolégica y los resultados obtenidos de la medicion de
areas se concluye que a menor concentracion el extracto fluido presenta mejor
efecto cicatrizante, pero hay mayor presencia de material inflamatorio en la
dermis profunda; mientras que a mayor concentracion presenta menor efecto
cicatrizante, pero se observa menor presencia de material inflamatorio. Siendo el
tratamiento al 2 % quien presenta de manera externa, asi como también interna
un cierre homogéneo de la herida y mejor calidad con respecto a los otros
tratamientos.

En Anexo 4; se observa las concentraciones a trabajar para cada tratamiento
teniendo como medio o vehiculo del extracto fluido de la cascara del fruto de
Punica granatum L. “granada” al 1 %, 2 % y 4 % homogenizadas en crema base.
Previamente se realizd un piloto para elegir la forma farmacéutica ideal para el
activo (gel o crema), de donde se logra observar que existe un mejor
comportamiento del activo en la forma farmacéutica de crema; teniendo en

cuenta también que el medicamento comercial o estandar Traumaplant del
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mismo modo es una crema. Las cremas elaboradas presentaron buena
caracteristica visual y un pH cercano al biolégico y compatibilidad con sus
excipientes. Siendo pH de las cremas: para 1 % 4,54 para el 2 % 4,10 y para el
4 % de 3,9. De donde se observa que la crema a concentracion de 1 % presenta
un pH ideal para la piel y que a mayor concentracion la crema tiende a tornarse
mas acida.

El pH de la piel y los productos cosméticos en la 4ta jornada de Dermofarmacia
del Departamento de Farmacia y Tecnologia farmacéutica, Facultad de farmacia,
Universidad de Sevilla refiere como pH de la Piel comprendida entre 4,0 - 5,5 un
pH constante entre las edades comprendidas entre los 18 a 60 afios de edad.
Siendo este un pH aproximado y referencial para piel ya que esta esta sujeta a
diferentes cambios de diferente indole®.

Vila?! en su libro Formas farmacéuticas nos menciona: Forman parte de la fase
grasa de muchas cremas de tipo emulsién que se aplican sobre la piel en capa
fina; cuando se evapora el agua, quedan recubriendo la piel en forma de pelicula
finisima, casi invisible, emoliente y protectora y, al mismo tiempo, de oclusividad
moderada debido al infimo espesor de la capa.

Se logr6 determinar que el extracto fluido de la cascara del fruto de Punica
granatum L. “granada” presenta efecto cicatrizante; asi mismo constituye una
forma farmacéutica adecuada para procesos cicatrizantes por su comoda y facil

aplicacion en la curacion de heridas.
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VI. CONCLUSIONES

El extracto fluido obtenido de la cascara del fruto de Punica granatum L.
“granada” si presenta efecto cicatrizante en la piel de ratas albinas.

Los metabolitos secundarios presentes en el extracto fluido de la cascara del
fruto de Punica granatum L. “granada” son: taninos, saponinas y flavonoides
en menos concentracion.

El extracto fluido de la cascara del fruto de Punica granatum L. “granada”
presenta aspecto fluido; color granate intenso, sabor astringente; olor sui
géneris. Es soluble en agua y alcohol; con un pH &cido (3,37), porcentaje de
alcohol de 0 %, una densidad de 1,20 g/mL, indice de refraccion de 1,34,
sélidos totales 5,10 %y cenizas totales de 3,86 %.

El extracto fluido de la cascara del fruto de Punica granatum L. “granada” a
menor concentracion presenta mejor efecto cicatrizacion siendo el
tratamiento al 2 % el que mostr6 la mejor calidad de cierre de la herida.

La comparaciéon histopatologica en la piel de las ratas de los grupos de
estudio (blanco; estandar, tratamiento al 1 %, 2 % y 4 %) muestran que a
menor concentracion hay mejor efecto cicatrizante del extracto fluido

obtenido de la cascara del fruto de Punica granatum L. “granada”.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar estudios comparativos del extracto fluido de la cascara del fruto de
Punica granatum L. “granada” con dos o mas estandares.

Realizar estudios comparativos de Punica granatum L. “granada” (Hojas,
tallo, fruto, cascara del fruto, flores, etc.) para demostrar que parte de la
planta presenta mejor efecto cicatrizante

Realizar la evaluacion de los pardmetros fisicoquimicos correspondientes
segun la forma farmacéutica a utilizar del extracto hidroalcohdlico de Punica
granatum L. “granada”; para su empleo como cicatrizante.

Realizar el aislamiento del metabolito responsable del efecto cicatrizante;
para los estudios que correspondan.
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Anexo 1. Certificado de descripcibn taxonémica de Punica granatum
“‘granada” Ayacucho 2017

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

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Biogquimica, Srta. Susan Marita, NAJARRO
ROJAS, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo' de
tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE ; MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE ; ROSIDAE

ORDEN : MYRTALES
FAMILIA ; PUNICACEAE
GENERQO E Punica

ESPECIE : Punica granatum L.
N.V. : “granada”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada para
los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 9 de Setiembre del 2017

F,\
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Anexo 2. Inserto del estandar, Traumaplant 10 %. Ayacucho 2018

Traumaplant® 10%

Symphytum peregrinum (Extracto concentrado de Consuelda)
Crema Tépica analgésica y antiinflamatoria

COMPOSICION:
Cada 100 gde crema contiene:
Extracto concentrado de Consuelda

(Obtenido de 25 g de hierba fresca de Symphytum peregrinum)............ 10,09
EXCIDlenteS .o g RISIMIIA . o= il ST 100,09

El complejo de sustancias activas de la crema Traumaplant® se obtiene de la
consuelda recientemente cosechada. Se trata de una planta muy difundida y
originaria de la Rusia Meridional, que tradicionalmente se ha empleado en
medicina.

Los ingredientes farmacolégicamente activos de dicho complejo estandarizado
y muy concentrado se aislan con la debida precaucion del extracto de
Consuelda recién obtenido: La colina, el acido de romero y la alantoina
producen un efecto antiinflamatorio, antiexudativo y cicatrizante.

A través de las terminaciones nerviosas del sistema parasimpatico, la colina
ejerce una dilatacién vascular que acrecienta la afluencia de sangre a los
tejidos inflamados.

De este modo, se eliminan los exudados inflamatorios y los productos
metabdlicos de la zona afectada. Como sustancia vasoactiva que reduce la
permeabilidad de los capilares, la colina es responsable en primer lugar de la
accion antiexudativa de Traumaplant®. El &cido de romero posee propiedades
antiexudativas y una marcada actividad antiinflamatoria.

La alantoina estimula la proliferacion celular y favorece la regeneracién del
tejido lesionado. A este componente se debe la accién cicatrizante de
Traumaplant® asi como la formacién mas rapida de tejido de granulacién.

USO TRADICIONAL RECOMENDADO:

Para golpes y heridas superficiales.

Coadyuvante en el alivio del dolor, la inflamacion y edema en distorsiones del
tobillo. Aplicable también en heridas abiertas superficiales ya que mejora la
cicatrizacion.

ViA DE ADMINISTRACIONY DOSIFICACION:

Administracion topica. ' ;

Apligue la cremaunao varias veces al dia en el area afectada.

La base empleada en Tra’umaplant_@? crema, es fje SA eriecoioniaas
punto de vista técnico-galénico, facilitando la rapida absorcién Darcitanea 0o
las sustancias activas.
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Anexo 3. Flujograma de procedimientos del extracto fluido de la cascara del futo

de Punica granatum L. “granada”.
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Anexo 4. Identificacion fitoquimica del extracto fluido de la cascara del fruto de Punica granatum L. “granada”

| Extracto fluido de cascara de Punica granatum L. “granada” |

I DIVIDIR EN FRA

CCIONES DEO0.59g I

ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE
CATEQUINA FEHLING LIEBERMAN CLORURO BORNTRAGER KEDE
(Azucares (Triterpenos FERRICO (Quinonas) (Cardiotonico
reductores) y Esteroides) (Fenoles y
Taninos)
ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE
RESINAS BALJET SHINODA NINHIDRINA ESPUMA DRAGENDORFF,
(Lactonas) (Flavonoides) (Aminoécidos) (Saponina) MAYER Y
WAGNER
(Alcaloides)
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Anexo 5. Resultado de la identificacion fitoquimica de extracto fluido de la

cascara de fruto de Punica granatum L. “granada” Ayacucho 2018.

ANTOCLANLIVAS
. _




Anexo 6. Preparacion y obtencion del extracto fluido de la cascara de fruto de Punica granatum L. “granada”. Ayacucho 2018

Secary
reducir de Agitador
tamafio maanético Reposar
por 24 h

50 mL de Concentracién
extracto B.M. 50°C Filtracion
fluido
12 dias de
extraccion
continua
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Anexo 7. Preparacion de la Forma Farmacéutica (Crema) a partir del extracto fluido de la cascara de fruto de Punica granatum L.

“‘granada”. Ayacucho 2018.

Pesar Pesar la
extracto crema Mezclar y
fluido base envasar

Medir el

Rotular pH
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Anexo 8. Procedimiento quirdrgico. Ayacucho 2018

Medir con una plangilla Procedimiento
un areade 1 cm quirdrgico

Medir el &rea de la
herida segun técnica

Aplicar el tratamiento
segun corresponda
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Anexo 9. Procedimiento para hallar el area de la herida (mm?); utilizando el
programa AutoCAD Civil 3D 2017. Ayacucho 2018.

63



Anexo 10. Comparacion de la herida; en los 16 dias de tratamiento. Ayacucho
2018.

Cicatrizacion
Dia Blanco Estandar Tratamiento 2 %

12

16

64



Anexo 11. Obtencién de la muestra para la comparacion histopatoldgico de las

heridas segun tratamientos, blanco y estandar.

" REMA
A |
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Anexo 12. Valores descriptivos de la disminucion de la herida. Ayacucho 2018.

Intervalo de confianza

Dia Trat. N Media D?SV' Er’ror parala media al 95 % Min Max
Estandar Estandar
L. Inf. L. Sup.
Blanco 5 175,57 4,28 1,92 170,25 180,88 170,82 182,09
Ext.1% 5 149,45 2,78 1,24 145,10 152,90 147,03 153,35
4 Ext.2% 5 151,62 2,45 1,10 148,58 154,67 148,86 155,54
Ext. 4% 4 152,48 11,45 5,73 134,26 170,70 144,06 169,2
Estandar 4 137,89 4,46 2,23 130,79 144,99 133,35 143,16
Total 23 154,12 13,63 2,84 148,22 160,01 133,35 182,09
Blanco 4 144,71 10,73 5,37 127,64 161,79 130,02 155,25
Ext. 1% 4 106,80 9,56 4,78 91,59 122,02 98,5 115,09
Ext.2% 5 116,34 4,27 191 111,03 121,64 111,28 120,46
6 Ext. 4% 4 126,88 11,80 5,90 108,11 145,66 110,82 138,69
Estandar 4 111,79 4,75 2,38 104,24 119,35 107,93 118,17
Total 21 121,07 15,52 3,39 114,00 128,14 98,50 155,25
Blanco 4 104,77 7,66 3,83 92,58 116,96 96,97 115,22
Ext. 1% 6 78,22 7,45 3,04 70,40 86,04 70,98 89,3
Ext.2% 5 86,39 5,50 2,46 79,56 93,22 81,4 92,6
8 Ext. 4% 5 100,31 5,22 2,33 93,83 106,78 93,92 108,34
Estandar 4 89,74 5,28 2,64 81,34 98,14 85,7 9745
Total 24 90,87 11,52 2,35 86,01 95,73 70,98 115,22
Blanco 5 61,25 3,56 1,59 56,83 65,66 56,02 64,85
Ext.1% 4 44,26 3,50 1,75 38,69 49,82 40,90 47,96
10 Ext.2% 4 57,04 5,49 2,75 48,30 65,79 49,08 61,66
Ext. 4% 4 56,72 3,10 1,55 51,79 61,66 53,63 61,00
Estandar 4 54,28 5,37 2,69 45,73 62,83 49,98 61,55
Total 21 55,02 7,00 1,53 51,83 58,21 40,90 64,85
Blanco 4 47,74 3,88 1,94 41,57 53,91 41,97 50,32
Ext.1% 4 22,94 2,29 1,15 19,29 26,59 20,03 25,56
Ext.2% 4 34,27 2,72 1,36 29,94 38,61 31,79 36,8
12 Ext.4% 5 36,84 3,562 1,57 32,47 41,21 30,83 39,93
Estandar 4 38,97 3,71 1,86 33,06 44,88 35,47 44,18
Total 21 36,18 8,54 1,86 32,30 40,07 20,03 50,32
Blanco 4 24,15 1,34 0,67 22,02 26,27 22,16 25,00
Ext.1% 5 10,69 0,97 0,43 9,48 11,90 9,92 12,33
1 Ext.2% 5 11,68 1,13 0,50 10,28 13,08 9,96 13,00
Ext.4% 5 20,97 1,49 0,67 19,12 22,83 18,61 22.57
Estandar 4 20,54 1,71 0,86 17,81 23,26 18,12 22.13
Total 23 17,19 5,66 1,18 14,75 19,64 9,92 25,00
Blanco 5 16,76 1,37 0,61 15,07 18,46 15,5 18,99
Ext.1% 5 0,09 0,01 0,01 0,08 0,10 0,09 0,10
16 Ext.2% 4 0,31 0,01 0,01 0,29 0,33 0,29 0,32
Ext. 4% 4 511 0,20 0,10 4,80 5,45 5,00 5,41
Estandar 5 511 0,50 0,22 4,50 5,73 4,51 5,56
Total 23 5,72 6,39 1,33 2,96 8,48 0,09 18,99
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Anexo 13. Andlisis de varianza. Ayacucho 2018.

Suma de

Media

Dias Grupos Cuadrados gl. Cuadratica Sig.
Inter-grupos 3031,39 4 757,85 7,69 5,59 x10™
2 Intra-grupos 2070,86 21 98,61
Total 102,25 25
Inter-grupos 3505,05 4 876 27,13 2,08 x10°"
4 Intra-grupos 581,30 18 32
Total 4086,35 22
Inter-grupos 3641,66 4 910,42 12,37  9,0x10°
6 Intra-grupos 1178,00 16 73,63
Total 4819,67 20
Inter-grupos 2283,83 4 570,96 14,15 1,6 x10®
8 Intra-grupos 766,76 19 40,36
Total 3050,59 23
Inter-grupos 687,52 4 171,88 9,38 4,22x10*
10 Intra-grupos 293,29 16 18,33
Total 980,81 20
Inter-grupos 1283,86 4 320,97 29,50 3,32x10"
12 Intra-grupos 174,07 16 10,88
Total 1457,93 20
Inter-grupos 673,35 4 168,34 94,93 7,64 x10™
14 Intra-grupos 31,92 18 1,77
Total 705,26 22
Inter-grupos 888,82 4 222,20 466,58 6,57 x10™*°
16 Intra-grupos 8,57 18 0,48
Total 897,39 22

Si: Sig.< 0,05: Por lo menos uno de los tratamientos es diferente del resto.
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Anexo 14. Comparaciones multiples de la prueba de Duncan. Ayacucho 2018.

: Subconjunto para alfa = 0.05
DIA Tratamiento N

1 2 3
Estandar 4 137,89
Ext. 1 % 5 149,45
Ext. 2 % 5 151,62
4 Ext. 4 % 4 152,48
Blanco 5 175,57
Sig. 1 0,46 1
Ext. 1 % 4 106,80
Estandar 4 111,79
Ext. 2 % 5 116,33 116,33
6 Ext. 4 % 4 126,88
Blanco 4 144,71
Sig. 0,147 0,10 1
Ext. 1 % 6 78,22
Ext. 2 % 5 86,39 86,39
8 Estandar 4 89,74
Ext. 4 % 5 100,31
Blanco 4 104,77
Sig. 0,06 0,43 0,30
Ext. 1 % 4 44,26
Estandar 4 54,28
Ext. 4 % 4 56,72 56,72
10 Ext. 2 % 4 57,04 57,04
Blanco 5 61,25
Sig. 1 0,39 0,17
Ext. 1 % 4 22,94
Ext. 2 % 4 34,27
Ext. 4 % 5 36,84
12 Estandar 4 38,97
Blanco 4 47,74
Sig. 1 0,07 1
Ext. 1 % 5 10,69
Ext. 2 % 5 11,68
Estandar 4 20,54
14 Ext. 4 % 5 20,97
Blanco 4 24,15
Sig. 0,28 0,63 1
Ext. 1 % 5 0,09
Ext. 2 % 4 0,31
Ext. 4 % 4 511
16 Estandar 5 511
Blanco 5 16,76
Sig. 0,64 0,997 1
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Anexol5. Matriz de consistencia

TITULO: Efecto cicatrizante del extracto fluido de cascara del fruto de Punica granatum L. “granada” en ratas albinas. Ayacucho 2018.

VARIABLES

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS E INDICADORES DISENO METODOLOGICO
Efecto ¢Tendra Objetivo General Punica granatum L. eHi: *Variable Poblacién: Constituida por la cascara del fruto de
cicatrizante efecto e Demostrar el efecto “granada” con un porte El extracto fluido Independiente: la especie Punica granatum L. “granada”.
del extracto cicatrizante el cicatrizante del extracto fluido arbustivo, de 3 a 6 m de de la céascara Muestra: La muestra que se utilizé fue constituida
fluido de la extracto fluido de la cascara del fruto de altura, perteneciente a la del fruto de El extracto fluido de por 50 g de la cascara seca y molida del fruto
céascara del de la cascara Punica granatum L. familia de las Punicaceae. Punica Punica granatum L. Punica granatum L. “granada”. El sistema de
fruto del fruto de “granada” en ratas albinas Las hojas son de color verde  granatum L. “granada’. muestreo fue por conveniencia.
de Punica Punica brillante, lustrosas por el haz  “granada” tiene Unidad experimental: Se contara con 40 unidades
granatum L. granatum L. Objetivos Especificos y con el borde entero. Las efecto e Indicador: de ratas albinos, edad adulta de peso promedio
“granada” en “granada” en e Identificar los metabolitos flores (floracién entre mayo cicatrizante. Concentraciones entre 180 a 250 g, de un solo sexo (hembras).
ratas ratas albinas secundarios en el extracto VY julio) son grandes y de Disefio experimental: Basico- Experimental.
albinas. Ayacucho fluido de la cascara del fruto color rojo, lustrosas y <Ho: *Variable Procedimiento Experimental:
Ayacucho 2018? de Punica granatum L. acampanadas- El extracto fluido Dependiente: ¢ Procedimiento de recoleccion, secado y molienda
2018. “granada’. El fruto es wuna baya de la céascara de la muestra
o Determinar los parametros globosa, denominada del fruto de Efecto cicatrizante e Preparacion del extracto fluido.
fisicoguimicos del extracto balausta, de color rojo Punica del extracto fluido de Identificacién Fitoquimica de los metabolitos
fluido de la cascara del fruto  brillante, verde amarillento o granatum L. la cascara del fruto secundarios del extracto fluido de la cascara del
de Punica granatum L. blanquecino. ‘granada”  no de Punica granatum fruto de Punica granatum L. “granada”:
“granada’. * Clasificacion Taxonémica  tiene  efecto L. “granada”. e Evaluacién de parametros fisicoquimicos del
e Evaluar el efecto cicatrizante * Descripcion botanica cicatrizante. extracto fluido de la cascara del fruto de Punica
del extracto fluido de la e Distribucion geografica e Indicador: granatum L. “granada’:
cascara del fruto de Punica e Uso Tradicional Medidas del area o Elaboracion de las cremas a partir del extracto
granatum L. “granada”’, enla e Otros usos (mm?) de fluido de la cascara del fruto de Punica granatum
L]

piel de en ratas albinas.
Realizar una comparaciéon
histopatolégica en la piel de
las ratas de los grupos de
estudio (blanco; estandar,
tratamiento al 1 %, 2 % y 4
%).

Composicion quimica de
la Punica granatum L.
“granada”

e Metabolitos secundarios
que intervienen en la
cicatrizacion

o La Piel

o Etapas de la cicatrizacién

cicatrizacion.

L. “granada” y el blanco.
e Determinacién del efecto cicatrizante,
analisis digital de superficie.
e Evaluacion histopatolégica
Método Experimental: Se fundamenta en medir el
area (mm? de una herida abierta utilizando el
programa de AutoCAD. Modelo propuesto por
Montén'.
Andlisis Estadistico:
Mediante el Andlisis de Varianza (ANOVA) con un
nivel de significacién estadistica de 0,05.

segun
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