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L ABSTRACT

The objective of this study was to compare the efficacy topical ointments fractions
obtained of Munnozia hastifolia (Poepp) H. Rob & Brettell, with the effect of silver
sulfadiazine in the treatment of third degree burns in Holtzman rats . The Munnozia
hastifolia ethanol extract was obtained by the technique of " reflux " , then
phytochemical screening was performed by determining the presence of : steroids and /
or triterpenoids , alkaloids , flavonoids and catechins , subsequently underwent a
fractionation using solvents of increasing polarity obtaining fractions ethereal
diclorometanica , acetate and water , to which was performed metabolite identification ,
determining the presence of triterpene and / or steroids and alkaloids in the
diclorometanica and ethereal fractions ; flavonoids and catechins in the aqueous fraction
and all metabolites mentioned in the acetate fraction . For better implementation of the
fractions, ointments formulated to 1 % and 5% in petrolatum and lanolin base. Quality
controls the recently developed ointments were performed; resulting those suitable for
topical administration. Burn was produced by thermal contact on the back area of the
animals. The treatment was performed every 12 hours with the ointments formulated and
controls. On the seventh day , the animals were treated with the ointment of acetate
fraction at 1% and 5 % reported a significant decrease in the diameter of the burned area
being 100.47mm2 101.79mm2 =+ 0.93 and + 1.09 respectively vs . Silver sulfadiazine
was 100.37mm2 + 1.02. Histological studies showed that all groups treated with
ointments fractions found in the proliferative phase. On day 14 shows the complete
epithelialization, demonstrating efficacy topical the fractions ointments Ethereal

Diclorometénica and 1% aqueous fraction is more efficient acetate 1% and 5%, finding a



decrease in diameter 38.73mm2 burned area and 4022 * 2.77 mm2 =
3.17.respectivamente. Furthermore collagen bancis appreciated thick dermis level
completely. We conclude that the fraction obtained ointments acetate 1% and 5% topical
efficacy present in healing third degree burns in Holtzman rats compared with silver
sulfadiazine. This efficiency could be due to the presence of triterpene and / or steroids,
flavonoids and catechins.

Keywords: Munnozia hasﬁ'folia (Poepp) H. Rob & Brettell, third degree burns and

ointments.



II. RESUMEN

El objetivo de este estudio fue comparar la eficacia topica de los ungiientos obtenidos de
las fracciones de Munnozia hastifolia (Poepp) H. Rob & Brettell, con el efecto de la
Sulfadiazina de plata en el tratamiento de quemaduras de tercer grado en ratas Holtzman. El
extracto etandlico de Munnozia hastifolia se obtuvo por la técnica de “reflujo”, luego se realizé
un tamizaje fitoquimico determinando la presencia de: esteroides y/o triterpenos, alcaloides,
flavonoides y catequinas, posteriormente se sometié a un fraccionamiento utilizando solventes
de polaridad creciente obteniendo las fracciones etérea, diclorometanica, acetato y acuosa, a las
cuales se les realizé la identificacion de metabolitos, determinando la presencia de triterpenos
y/o esteroides y alcaloides en las fracciones etérea y diclorometanica; flavonoides y catequinas
en la fraccidn acuosa y todos los metabolitos mencionados en la fraccién de acetato. Para una
mejor aplicacién de las fracciones, se formularon ungiientos al 1% y 5% en base a vaselina y
lanolina. Se realizaron los controles de calidad a los ungiientos recientemente elaborados, siendo
estos aptos para su administracién via tépica. Consecutivamente, se produjo la quemadura por
contacto térmico en la zona dorsal de los animales. Se realizé el tratamiento cada 12 horas con
los ungiientos formulados y el control. Al séptimo dia, los animales que fueron tratados con el
ungiiento de la fraccién acetato al 1% y 5% manifestaron una disminucién significativa del
didmetro del 4rea quemada siendo 100.47mm2 + 0.93 y 101,79mm?2 + 1.09 respectivamente vs.
Sulfadiazina de plata que fue de 100.37mm2 + 1.02. Los estudios histologicos demuestran que
todos los grupos tratados con los ungiientos de las fracciones se encuentran en la fase
proliferativa. En el dia 14 se aprecia la epitelizacion completa, demostrando eficacia tdpica los
ungilentos de las fracciones Etérea, Diclorometdnica y acuosa al 1% siendo mas eficaz la
fracci6n acetato de etilo al 1% y 5% encontrdndose una disminucién del didmetro del drea
quemada de 38.73mm2 + 2.77 y 40.22mm2 + 3.17.respectivamente. Ademas se aprecian bandas

de coldgeno gruesas, a nivel de la dermis de forma completa. Se concluye que los ungiientos



obtenidos de la fraccién acetato al 1% y 5%, presentan eficacia tépica en la curacién de
quemaduras de tercer grado en ratas Holtzman en comparacion con la Sulfadiazina de plata. Esta
eficacia podria deberse a la presencia de triterpenos y/o esteroides, flavonoides y catequinas.

Palabras claves: Munnozia hastifolia (Poepp) H. Rob & Brettell, quemaduras de tercer grado y

ungiientos.
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III. INTRODUCCION

La quemadura se define como la descomposicién de un tejido organico,
ocasionada por un agente térmico, eléctrico, quimico o radiactivo’, que produce una
llaga, ampolla o impresion. Estudios epidemioldgicos sefialan que las lesiones por
quemaduras se han convertido en un creciente problema de salud puiblica por sus
implicancias fisicas, psicoldgicas y socioeconémicas, sobre todo en paises
subdesarrollados.

Segiin Michael D. Peck y col. ia incidencia de quemaduras suficientemente
graves como para requerir atencién médica en el 2012, fue de casi 11 millones de
personas y ocupa el cuarto lugar en todas las lesiones, mas alta que la incidencia
combinada de tuberculosis y las infecciones por VIH. Afortunadamente, a pesar de que
las quemaduras e incendios representan mdas de 300.000 muertes cada afio en todo el
mundo, la gran mayoria de las quemaduras no son fatales’.

De acuerdo a la Asociacion Americana de Quemaduras que-lleva el registro de
70 centros de quemados de Estados Unidos de Norteamérica en su base de datos en el
2011, entre el 2000 y 2010 hubo 148.000 egresos hospitalarios por quemaduras, 5.540
muertes’.

A nivel nacional, los datos obtenidos segiin MINSA en el 2010, reportan que los
principales grupos de causas de morbilidad en hospitalizacién por Quemaduras son los
nifios*. Segiin la Asociacion de Ayuda al Nifio Quemado (ANIQUEM) menciona que de
los nifios que se accidentan, aproximadamente: 70% corresponden a quemaduras por
liquidos calientes, 28% quemaduras por fuego directo, 2% quemaduras por electricidad

y otros. De los nifios quemados: 70% son menores de 5 afios. De los nifios que se
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hospitalizan, 1 de cada 3 sufre quemaduras de 20% a mas del 20% de superficie
corporal’, es decir, un tercio son grandes quemados.

Un estudio sobre las complicaciones en pacientes quemados hospitalizados en el
Instituto Nacional de Salud del Nifio, durante el periodo de Enero a Julio del afio 2010,
se menciona que el agente causal mds comun de las quemaduras, fueron liquidos
seguido de fuego®.

Seglin la OMS, las quemaduras graves pueden ocasionar un trauma emocional
causado por una desfiguracion permanente, ademds de soportar costos adicionales a la
atencion sanitaria y rehabilitacién’. El costo de tratamiento, es variable depéndiendo de
la severidad de cada caso, pero en promedio en el centro de tratamiento de
ANIQUEM es de aproximadamente 1,000 délares por afio, costo que no puede ser
asumido por pacientes de bajos recursos econémicos’.

En general las quemaduras constituyen un verdadero problema de salud no solo por
el nimero de pacientes afectos, sino por las secuelas y muertes que estas han causado.
Siendo esta la motivacion para realizar el siguiente trabajo estudiamos la especie de
Munnozia hastifolia (Poepp) H. Rob. & Brettell de nombre vulgar “alas de murciélago”;
utilizada por la poblacién como analgésica, antiinflamatoria, cicatrizante, en afecciones
urinarias y géstricas; para lo cual nos planteamos los siguientes problemas ;Presenta eficacia
topica los ungiientos obtenidos de Munnozia hastifolia en la curacion de quemaduras de
tercer grado en ratas Holtzman? ;Cumplen los ungiientos obtenidos de Munnozia hastifolia

con los controles de calidad establecidos por The United States Pharmacopoeia (USP)?

12



IV. VARIABLES, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1. VARTIABLES

4.1.1. VARIABLE DEPENDIENTE:

Control de calidad de los ungiientos

Eficacia tdpica en la curacion de quemaduras

4.1.2. VARTABLE INDEPENDIENTE:

Ungiiento de las fracciones obtenidas de Munnozia hastifolia (Poepp) H. Rob & Brettell
4.1.3. VARIABLE INTERVINIENTE:

Quemaduras de tercer grado

4.2. HIPOTESIS:

1) Los ungiientos de las fracciones de Munrnozia hastifolia presentan eficacia topica

en la curacién de quemaduras de tercer grado en ratas Holtzman.
2) Los ungiientos de las fracciones de Murnnozia hastifolia cumplen con los
controles de calidad establecidos por THE UNITED STATES
PHARMACOPOEIA (USP 36 NF 31). .
4.3. OBJETIVOS
4.3.1. OBJETIVO GENERAL:

Realizar los controles de calidad y determinar la eficacia tépica de los
ungiientos obtenidos de las fracciones de Munnozia hastifolia en la curacion de

quemaduras de tercer grado en ratas Holtzman.
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4.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

(o]

Identificar cualitativamente los metabolitos secundarios preseﬁtes en las
fracciones obtenidas de las hojas de Munnozia hastifolia (Poepp) H. Rob &
Brettell.

Formular y elaborar ungiientos a partir de las fracciones obtenidas de las hojas de
Munnozia hastifolia.

Aplicar los controles fisicoquimicos y microbioldgicos a los ungiientos
obtenidos.

Evaluar la reparacion de la piel mediante analisis macroscopico e histolgico.

14



V. ANTECEDENTES Y DEFINICIONES
5.1. ANTECEDENTES

El género Munnozia destaca por sus importantes estudios de actividad biolégica
y/o farmacol6gica, como lo demuestra un estudio realizado en 1993, sobre plantas
medicinales, de distintas regiones de Bolivia, donde una de las especies, Munnozia
maronii demostrd actividad in vitro frenté a tres especies de Leishmania, a
concentraciones de 25 pg/ml del extracto etéreo. Mediante eluciones Cromatograficas se
obtuvo una lactona sesquiterpénica, denominado Dehidrozaluzanin C, demostrando ser
ésta la responsable de la actividad leishmanicida siendo el resultado mas significativo
frente a la forma promastigote”.

En un estudio fitoquimico y espectroscopico preliminar de cinco plantas
medicinales de Carmen pampa (Coroico) en Bolivia se pudo determinar que la especie
vegetal Munnozia hasiifolia presenta compuestos fénélicos, taninos y triterpenos
festeroides. Ademds para la determinacién de un posible potencial efecto fotoprotector
correspondiente a las radiaciones UVB y UVA (280-400 nm) se obtuvo que entre los
extractos estudiados el que presenta mayor absorbancia, en la regién UV de interés, es el
de Munnozia hastifolium, €l cual tiene un 4rea integrada de absorbancia de 71,68 entre
280 y 400 nm a 100ppm, por lo que resulta de cierta importancia desde el punto de vista
fotoprotector”.

En base a todos los datos obtenidos se decidié estudiar la especie Munnozia
hastifolia por tener una amplia distribucién en la regién, un uso tradicional para el
tratamiento de heridas que correlaciona con estudios farmacolégicos previos (actividad

leishmanicida) y no tener todavia compuestos aislados identificados, sin embargo el

15



estudio fitoquimico preliminar revela una presencia de compuestos fendlicos que pueden
ser los responsables de su interesante absorbancia en la region UVB/UV.

En el 2011 se realiz6 el estudio fitoquimico y efecto antiulceroso de las
fracciones obtenidas del extracto etandlico a partir de las hojas de Munnozia hastifolia,
donde se determina la presencia de flavonoides, esteroides, triterpenos, alcaloides y
catequinas. Ademas se obtuvo una disminucién significativa del niimero y severidad de
las lesiones con el uso de las fracciones etérea, diclorometanica, acetato y acuosa,
presentando éstas, dosis de 125mg/kg y 75mg/kg con excepcion de la fraccion acuosa a
325mg/kg y 275mg/kg, de las cuales la mas eficaz resulto ser la fraccién etérea a las
concentraciones ya mencionadas con 100 % de inhibici6n de tlceras'®.

En el 2012 se determiné la actividad antimicrobiana y antioxidante del extracto
etandlico de las hojas de Munnozia hastifolia, presentando actividad antimicrobiana a
concentraciones de Smg/ml, 10mg/ml y 20mg/ml, obteniendo una mayor actividad a una
concentracion de 10mg/ml frente a Escherichia coli, Proteus vulgaris, Enterobacter
cloacae y la ausencia de actividad frente a Pseudomona aureginosa. Ademds se
demostré que la disolucién de 1.875mg/ml del extracto, posee actividad antioxidante

equivalente a 0.236mM de Trolox''.
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5.2. DEFINICIONES
5.2.1. PIEL

La piel es el mayor 6rgano del cuerpo humano o animal. En el ser humano ocupa
aproximadamente 2m>.

La piel estd compuesta de varias capas, la mas superficial, llamada epidermis, es la
mds fina constituida por un epitelio estratificado plano queratinizado. La capa més
interna, denominada dermis, contiene fibras de coldgeno, fibroblastos, vasos sanguineos,
y apéndices epidérmicos como glandulas sudoriparas, glandulas sebaceas y foliculos
pilosos. La unién entre ambas capas se denomina unién dermoepidérmica. Profunda a la
dermis se encuentra una capa subcutdnea laxa, rica en tejido adiposo que puede ser
denomina hipodermis o tejido celular subcutdneo; ésta capa tiene como funcién principal
proporcionar soporte’. La integridad de la piel es vital para que el 6rgano cutineo
desarrolle las funciones de proteccion y de relacion con el medio ambiente. La pérdida
de estas funciones a causa de las lesiones por quemaduras, expone al organismo a severo

estrés'’.

La piel tolera el contacto por un periodo breve a una temperatura de hasta 40°
centigrados, pero de alli en adelante el aumento de la temperatura sin duda la lesiona y
por cada grado centigrado que aumente, asciende drasticamente la injuria. Cuando una
persona se expone a temperaturas mayores a 70° centigrados se produce una destruccion
inmediata por necrosis de la epidermis. La severidad de una lesién por quemaduras se
relaciona con la transferencia de calor. El indice del traspaso térmico depende de la
capacidad de calor del agente, de la temperatura del agente, de la duracién del contacto,

del coeficiente de transferencia de calor y de conductividad especificos a los tejidos.’s’14
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Las laceraciones por enfermedades y las heridas por quemaduras resultan dificiles de
sanar porque implican pérdida de piel, exponiendo a los 6rganos internos a la pérdida de

humedad y contaminacién aerébica que conducen a infecciones y sepsis.
5.2.2. QUEMADURAS

La quemadura se define como la descomposicion de un tejido orgénico, ocasionada
por un agente térmico, eléctrico, quimico o radiactivo'> 16, Se clasifican de acuerdo a su
profundidad y extension; es necesaria una identificacién adecuada para poder realizar un
tratamiento Optimo. La profundidad tiene una relacién directa con el tiempo de curacién

y el desarrollo de algin tipo de secuela, sea fisica o psicologica.
- Quemaduras de primer grado o superficiales: afectan a la epidermis.

- Quemaduras de segundo grado: subdivididas en grosor parcial superficial que
afectan la capa externa de la epidermis y grosor parcial profundo afectando la

epidermis, pudiendo llegar hasta la dermis.

- Quemaduras de tercer grado o de grosor total: en donde la destruccién de la
epidermis y la dermis es total, llegando a afectar las terminaciones nerviosas,

musculos y huesos'”.

Las alteraciones locales causadas por la quemadura afectan primariamente a los
plexos dérmicos y que, de acuerdo a su magnitud, pueden corresponder a vasodilatacion
que se traduce en eritema; aumento de la permeabilidad vascular que lleva a la

formacién de flictenas, exudacién y coagulacién intravascular causando necrosis'®.
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En quemaduras de mayor gravedad se produce una respuesta sistémica, debido a la
liberacién de numerosas sustancias vasoactivas que entran a la circulacién
(catecolaminas, glucocorticoides, vasopresina, angiotensina, interleuquinas, etc.). Estas
alteraciones tienen su maxima expresion en el denominado gran quemado, término que
se aplica cuando existe una extensa superficie quemada, en general sobre 20%,
produciéndose una desestabilizacion grave del medid interno que requiere medidas de

tratamiento intensivo.

Seglin Benaim, los periodos evolutivos que caracterizan a las quemaduras de mayor
gravedad puedén dividirse en periodo de reaccién inmediata, caracterizando por una
gran descarga de adrenalina. Periodo de alteraciones texturales y humorales que se
refiere a los cambios que se producen en el espacio extracelular denominados
alteraciones humorales y en los diferentes Grganos llamados a su vez alteraciones
texturales y que duran alrededor de 1 semana. Periodo intermediario se inicia a partir de
la segunda semana, caracterizandose por un estado hipercatobdlico y que termina
cuando se ha cubierto toda la superficie cruenta. Finalmente el periodo de recuperacion
que comienza cuando no quedan superficies cruentas, siendo importante la rehabilitacion
funcional, estética y péicolégica, completdndose con la reincorporacién del individuo a

la sociedad'®,
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5.2.2.1. TRATAMIENTO DE LAS LESIONES

El tratamiento se inicia con una limpieza profunda de la quemadura para poder
realizar el desbridamiento del tejido necrético y ampollas. Para evitar la proliferacion de
bacterias y hongos se contintia con la quimioprofilaxis, que consiste en la aplicacion de
farmacos por via topica. Entre los firmacos mas utilizados se encuentra la sulfadiazina

de plata, nitrofurazona y plata nanocristalina.

SULFADIAZINA DE PLATA: Es una sulfonamida producida al reaccionar
sulfadiazina con nitrato de plata. Este farmaco es utilizado generalmente en el

tratamiento de quemaduras por su ficil aplicacion, amplio espectro de accién y bajo

costo™,
Sin6nimo Sulfadiazina de plata,
Sulfadiazina argéntica
o N7 | Formula CroFloAgN,0,S
:S:—_N \N Molecular
y /©/ O ag Peso Molecular | 357,14 g/mol
2N Propiedades Sélido blanco, insoluble
en agua helada
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Indicaciones: Sulfadiazina de plata est4 indicado en el tratamiento y prevencién
de infecciones en quemaduras de segundo y tercer grado, asi como en tilceras varicosas

y de dectibito®.

Reacciones adversas: Se observan en aproximadamente el 2% de los pacientes y

son, por lo general, leves y transitorios. En ensayos clinicos se notificaron las siguientes
reacciones adversas ordenadas segun su frecuencia y sistema organico, utilizando la
siguiente’ clasificacion: muy frecuentes (=1/10); frecuentes (=1/100, <1/10); poco

frecuentes (>1/1.000, <1/100); raras (1/10.000, <1/1.000); muy raras (<1/10.000).

Trastornes de la sangre y del sistema linfatico. Muy frecuentes: Leucopenia.
Ademis de las reacciones adversas descritas en los ensayos clinicos, en la experiencia

post comercializacion se han recogido las siguientes reacciones adversas:

Trastornos de la piel y del tejido subcutineo. Muy raras: Eczema, dermatitis
alérgica, decoloracién cuténea por fotoseﬁsibilizacién. Ya que la absorcién cutdnea es
posible, y sobre todo en las heridas abiertas, no puede excluirse el riesgo de efectos
sistémicos o complicaciones generales de las sulfamidas: hematoldgicas, renales,

intestinales y cutdneas, de mayor riesgo de aparicion en enfermos renales y hepéticos.

Algunos informes sugieren un aumento de osmolalidad del suero producido por
la absorcion de propilenglicol, cuando se aplica una gran cantidad de Sulfadiazina de

plata a heridas de superficie muy extensa®,
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6.1. TAXONOMIA:

VI. GENERALIDADES:

La muestra vegetal fue clasificada y estudiada en el Museo de Historia Natural de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos por el Mg. Hamilton Beltrdn S. segiin el

sistema de Clasificacion de Cronquist (1988):

DIVISION
CLASE
ORDEN
FAMILIA
GENERO

ESPECIE

NOMBRE VULGAR

: MAGNOLIOPHYTA

: MAGNOLIOPSIDA

: ASTERALES

: ASTERACEAE

: Munnozia

: Munnozia hastifolia (Poepp) H. Rob & Brettell

: “alas de murciélago”

6.2. DESCIRPCION MORFOLOGICA DE LA ESPECIE

Munnozia hastifolia es un arbusto de hasta 2 metros de alto. Tallos y hojas con

latex lechoso. Hojas hastiformes simples opuestas con respecto a su disposicion al tallo,

penninervia, de borde irregular, envés pubescente, 4pice y flancos en punta.

Inflorescencia compuesta por racimo. Capitulos amarillos. Frutos en samara.?
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6.3.0RIGEN, HABITAT Y UBICACION GEOGRAFICA DE LA ESPECIE:

El género Munnozia fue descrito por Ruiz & Pav. y publicado en Florae
Peruvianae, et Chilensis Prodromus, en 1794." Se distribuye en Costa Rica, Panama,
Venezuela, Colombia, Ecuador, Peri, Bolivia y Argentina. Comprende
aproximadamente 25 especies.”

La especie Munnozia hastitolia se encuentra adaptada a territorios hiimedos,
habitualmente crece en abundancia en la provincia de Chanchamayo, Departamento de

Junin, a 525 msnm., como maleza en los caminos y en medios de cultivos.

6.4. USOS EN LA MEDICINA POPULAR

De las informaciones recogidas de la medicina tradicional, s¢ le atribuye diversas
propiedades curativas, siendo de gran utilidad principalmente como cicatrizante,
analgésico, antirreumaético, en cistitis, infecciones del tracto urinario y gastrointestinal,

antiinflamatorio, ademds de coadyuvante en el tratamiento del céncer.
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VI. PARTE EXPERIMENTAL
7.1. ESTUDIO FITOQUIMICO:
7.1.1. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS:

» Materiales y Equipos:

- Matraz - Propipetas

- Soporte Universal - Tubos de ensayo

- Baguetas - Beacker

- Pinzas - Gradilla

- Probeta - Plancha Calefactora
- Placa escavada de porcelana - Rotavapor

- Pipetas

» Reactivos:
- Diclorometano - Acetato de etilo

- Eter de petroleo - Etanol 96°

7.1.2. METODOS:

7.12.1.RECOLECCION Y TRATAMIENTO DE LA MUESTRA VEGETAL

La especie Munnozia hastifolia (Poepp.) H. Rob. & Brettell fue recolectada
durante el mes de abril del 2013, en la época de floracion. Esta operacion fue
desarrollada por las investigadoras en horas de la mafiana de forma manual, luego la

planta fue colocada en bolsas de papel y finalmente se traslado a la cindad de Ica.



Se realizé una desecacion natural bajo sombra libre de humedad, sol directo y
polvo, luego se procedio a triturar de forma manual y se almacend en un ambiente

fresco y seco. 2 %>

7.1.2.2. OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO TOTAL

Se realiz6 una exiraccion continua o progresiva mediante la técnica del reflujo
por 4 horas. Luego se llevé a concentrar a sequedad en un rotavapor a presion reducida y

a una temperatura de 40° C.

7123.0BTENCION DE LOS EXTRACTOS POR DIFERENTE

POLARIDAD

El extracto etandlico de Munnozia hastifolia (Poepp.) H. Rob. & Brettell
obtenido por reflujo se trata con solventes de polaridad creciente (éter de petréleo,
diclorometano, acetato de etilo y agua), para separar los metabolitos de acuerdo a su

polaridad®.

7.1.2.4. SCREENING FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico o “Screening” fitoquimico es una de las etapas iniciales
de la investigacion fitoquimica que permite determinar cualitativamente los principales
grupos de constituyentes quimicos presentes en un planta. Consiste en la extraccion de la

planta con solventes apropiados y la aplicacién de reacciones de coloracién.”’
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Para la determinacién cualitativa de los principales grupos de constituyentes
quimicos presentes en el extracto, se realiz6 una marcha fitoquimica con solventes
apropiados y la aplicacién de reacciones de coloracién, obteniéndose 6 fracciones

denominadas A, B, C, D, Ey F.®

7.2. ESTUDIO FARMACOTECNICO:
7.2.1, MATERIALES, EQUIPOS Y EXCIPIENTES:

» Materiales y Equipos:

- Espatula - Bagueta

- Luna de reloj - Beacker

- Pipeta - Gradilla

- Qotero - Balanza analitica
- Propipeta - pHmetro

- Tubos de ensayo - Viscosimetro

» Excipientes:
- QGlicerina - Vaselina blanca

- Propilenglicol - Lanolina
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7.2.2. DISENO PARA LA FORMULACION DEL UNGUENTO

Los ungiientos son preparaciones semislidas destinadas para la aplicacion
externa sobre la piel o las membranas mucosas. A menudo contienen menos del 20 % é
agua y sustancias voldtiles y mas de 50% de Hidrocarburos, ceras o polioles como
vehiculos®. Se caracterizan por estar constituidos de una mezcla hecha con una base de
grasas o aceites. No se diluyen con las secreciones de la piel, sino que forman una capa
protectora sobre esta. El objetivo es dispensar uniformemente a través de un vehiculo

una o mds drogas finamente subdivididas o disuelta.
7.2.2.1. PRE FORMULACION DEL UNGUENTO

Ensayo de solubilidad de los extractos: Segiin la USP 36 NF 31 las bases de
ungiientos funcionan como vehiculos para la aplicacién topica de sustancias medicinales

y como emolientes y agentes protectores para la piel.

Propiedades Fisicas: Las bases de ungilentos se clasifican como (a) bases de

ungiientos -oleosas anhidras, que no absorben facilmente el agua, son insolubles en agua
y no se pueden eliminar con agua (p.ej, petrolato); (b) bases de ungiientos para absorcién
que son anhidras y absorben algo de agua pero son insolubles en agua y no se pueden
eliminar con agua (p.ej., lanolina); (c) bases de ungiientos para emulsién que son
emulsiones agua en aceite o aceite en agua y son hidratadas, absorben agua y son

insolubles en agua (p.ej., cremas de agua, aceites, ceras y/o parafinas); y (d) bases de
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ungiientos hidrosolubles que son anhidras y absorben agua y son solubles en agua y se

pueden eliminar con agua (p.ej., polietilenglicol).

Propiedades Quimicas: Las bases de ungiientos se seleccionan para que sean

inertes y quimicamente estables™.

En una primera etapa se realizé un ensayo de solubilidad de las fracciones en

diferentes excipientes tales como: vaselina, propilenglicol,-lanolina y glicerina.
7.2.2.2. FORMULACION DEL UNGUENTO:

Luego de los ensayos de solubilidad se seleccioné el excipiente con mayor
solubilidad para las fracciones obtenidas. Se procedio a elaborar el ungiiento, obteniendo

la siguiente formulacion:

UNGUENTO AL 1% UNGUENTO AL 5%

- Fraccion.........ccccceueunee 1g - Fraccion.......ccoevevninnnans 5g

- Lanolina...........ccccevuenee 10g -Lanolina.........ccocvueennne 10g

- Vaselina C.8.p....ocvnvninnnns 100g - Vaselina C.8.p..coeovevernnnnns 100g

Preparacién del ungiiento: Se realizé mediante la incorporacion directa en una

base para ungilento previamente preparada.

Se calcul6 la cantidad necesaria de cada uno de los ingredientes de la férmula
segiin la cantidad final a preparar. Se pes6 cada uno de los componentes a utilizar, en

una luna de reloj. Luego se procedié a mezclar el extracto con la lanolina, mediante
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incorporacién directa® . Finalmente se afiadi6 la vaselina a la mezcla anterior, y se
continué mezclando hasta que el producto fue homogéneo (sin grumos). Se colocé las
formulas en potes debidamente etiquetados. Luego se procedié a realizar los controles de

calidad respectivos.
7.3. ANALISIS DE CONTROL DE CALIDAD:
7.3.1. ANALISIS FISICOQUIMICOS:

7.3.1.1. MATERIALES Y EQUIPOS

» MATERIALES:

Beacker Lamina porta objeto
Bagueta Luna de reloj

» EQUIPOS:
pHmetro

7.3.1.2. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS:

Su determinacion u observacion proporciona una primera impresion de la calidad
del producto. Deben presentar aspecto homogéneo, color y olor agradable o por lo

menos aceptable y textura suave luego de la aplicacion via topica.
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Una vez elaboradas las muestras se observé a diferentes intervalos de tiempo (24
_horas, 7, 15, 30 dias) con la finalidad de examinar; homogeneidad, textura, consistencia,

color y olor.*?
7.3.1.3. PUNTO DE FUSION

Se conoce como punto de fusion a la temperatura en la cual una materia que se
halla en estado sdlido pasa a estar en estado liquido. Para que se produzca el cambio de

estado, dicha temperatura debe ser constante. Segtin USP 36 NF 31, para este ensayo los

ungiientos pertenecen a la Clase II.

Procedimiento: Se fundié cuidadosamente el material a la menor temperatura
posible y se coloc6 en un tubo capilar con ambos extremos abiertos, a una profundidad
de aproximadamente 10mm. Luego se enfti6 el tubo cargado a 10° o menos durante 24
horas, luego se uni6 el tubo capilar al termémetro, todo se ajusté a un bafio de agua y se
calent6. Registramos la temperatura (T° de fusién) en la cual el material comienza a

subir en el tubo capilar™.
7.3.14. pH:

En la practica, la medicién de pH se lleva a cabo por medio de la lectura de pH
en la escala de un instrumento medidor de pH, ya se digital o anal6gico. Esta lectura est4

en funcion de la diferencia de potencial establecida entre un electrodo indicador y un
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electrodo de referencia usando como solucion de ajuste de la escala del medidor de pH,

una soluci6n reguladora del mismo.

Procedimiento: Se utiliz6 el método de Fiedler*, se tomé 10g de ungiiento, luego
fue colocado en un vaso de precipitado a bafio maria. Una vez obtenido el ungiiento
fundido se le agregé 30ml de agua bidestilada. Se mezcl6 bien hasta que se observd
separacion de las dos fases. Se filtr6 la fase acuosa y a este filtrado se le determiné el

pH. Previamente se ajust6 el equipo con la solucién reguladora de pH>.
7.3.1.5. EXTENSIBILIDAD

Es la capacidad que tiene el ungiiento para ser aplicado y distribuido

uniformemente sobre la piel.

Procedimiento: La extensibilidad se midié utilizando dos placas de cristal o porta
objeto (20 x 20 cm), se ubicé la placa inferior sobre una hoja de papel milimétrico a la
que se le trazaron diagonales y se colocd una muestra de 2g de ungiiento sobre el punto
de interseccion. Se peso y situd la placa superior, al cabo de 1 minuto y se tomaron los
valores de los 3 radios formados. Se repitié esta operacion con sucesivas pesas de 4g y
5g, con intervalos de 1 minuto, colocados en el centro de la placa superior“’ % El 4rea

de extensibilidad (AE) se calcul6 segun la siguiente expresion:
AE=mx1?2

Dénde: r=radio promedio de las 3 mediciones (mm)
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7.3.1.6. VISCOSIDAD

La viscosidad es una medida de la resistencia de la formulacién al flujo, ademas
de una evaluacion de las propiedades reoldgicas de la forma farmacéutica (p.ej.,
ungiiento). Segin USP 36 NF 31, para este ensayo los unglientos fueron medidos
mediante el principio de la viscosimetria rotacional, utilizando el viscosimetro
Brookfield.

Procedimiento: Se colocéd 12g de la muestra en el viscosimetro a una temperatura
de 25°C £ 0.1°C, empleando un gradiente de velocidad entre 0 — 100 s, con una
duracién de 2 minutos. Finalmente se tomé el tiempo desde el punto de partida hasta la

o a e g . . 5,38
sefial indicada en el viscosimetro > %,

7.3.2. ENSAYO BIOLOGICO:

Estas pruebas se basan en la capacidad de determinar la presencia de
microorganismos a través del uso de medios de cultivo: nutritivos, de enriquecimiento,
selectivos y/o diferenciales, capaces de permitir su recuperacién a partir de materias
primas o productos no estériles y/o de evidenciar ciertas caracteristicas bioquimicas,

producto del metabolismo de los diferentes microorganismos a investigar™.
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7.3.2.1. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS:

» MATERIALES

Placas estériles Cintas indicadoras de pH
Pipetas estériles de 1 mL y de 10 mL Tubos de ensayo
Propipetas

» EQUIPOS:
Bafio Matria a 45-50°C Incubadora a 32,5+2,5°C
Autoclave Contador de colonias

Céamara de flujo laminar

> REACTIVOS

Buffer fosfato pH 7,2 Agar Soya Caseina

7.3.2.2. RECUENTO DE MICROORGANISMOS AEROBIOS TOTALES.
Seglin USP 36 NF 31, para el ensayo de recuento en placa utilizamos el método del

vaciado en placa o siembra en profundidad®’.

PROCEDIMIENTO
a)  Transferir 10 g o 10 mL de la muestra y aiiadirlos a un frasco de dilucién que
contiene 90 mL de buffer fosfato pH 7,2 estéril. Agitar el frasco vigorosamente (25

veces) o hasta homogenizar. Rotular 10-1.
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b) Con una pipeta Pasteur y con el uso de las tiras indicadoras de pH determinar el
pH de la dilucién anterior. El mismo debe estar entre 6 y 8.

c) Transferir con una pipeta estéril, 10 mL de la dilucién 10-1 a un frasco de
dilucién con 90 mL de buffer fosfato pH 7,2 estéril. Agitar. Rotular 10--2.

d) Transferir con una pipeta estéril, 10 mL de la dilucién 10-2 a un frasco de
dilucién con 90 mL de buffer fosfato pH 7,2 estéril. Agitar. Rotular 10--3.

e) Con una pipeta estéril, transferir porciones de 1 mL de la dilucién 10-1 a cada
una de 2 placas de Petri estériles.

f)  Con una pipeta estéril, transferir porciones de 1 mL de la dilucién 10-2 a cada
una de 2 placas de Petri estériles.

g) Con una pipeta estéril, transferir porciones de 1 mL de la dilucién 10-3 a cada
una de 2 placas de Petri estériles.

h)  Verter en cada una de las placas, 15 mL de Agar Soya Caseina, fundido y
enfriado a 45°C, mezclando cuidadosamente las muestras con el agar. Dejar solidificar

e incubar en posicién invertida a 32,5 +2,5° C por 3 a 5 dias.
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Esquema para &l Recuento de Microorganismos Aerobios Totales.

~ 7.4. ESTUDIO FARMACOLOGICO: QUEMADURAS DE TERCER GRADO

7.4.1. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS:

»

MATERIALES
Beacker
Termémetro

Plancha calefactora

REACTIVOS:
Pentobarbital
Metamizol Sddico

Yodopovidona

Hoja de bistur{

Pinza

Crema depiladora Depile®

Formol
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7.4.2. GRUPOS DE EXPERIMENTACION:
Se utilizé 21 ratas adultas jovenes de la cepa Holtzman obtenidas del Instituto
Nacional de Salud (INS), de peso 2005 g.

Cada 3 ratas formé parte de los grupos siguientes:

Grupo 1: Fraccion Etérea

- Grupo 2: Fraccién Diclorometdnica

- Grupo 3: Fraccion Acetato

- Grupo 4: Fraccién Acuosa

- Grupo 5: Extracto total

- Grupo 6: Control Positivo (Sulfadiazina de plata)

- Grupo 7: Control Negativo (Vehiculo del ungiiento)

Cada rata permanecio en una jaula individual, sujeta a un ciclo de luz oscuridad de

12/12 horas.

Aspectos éticos: Los procedimientos se realizaron siguiendo los principios éticos de la

experimentacion animal del International Council for Laboratory Animal Science.

7.4.3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL:

Se procedié a cortar el pelo del dorso y se les aplicé una crema depiladora
(Depile®) en la regién dorsal. Previo al proceso de quemado fueron anestesiados con
Pentobarbital 6.5% (dosis de 1ml/Kg) via intraperitoneal. Con el animal adecuadamente
anestesiado se procedié a desinfectar el drea depilada con Yodopovidona al 1%, y

consecutivamente con la ayuda de una barra de aluminio sélido de 1.8 cm de diametro,
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previamente calentado en agua - hirviendo, alcanzando los 100°C (medido con un
termometro), se mantuvo en contacto con la piel del animal en la region proximal dorsal
durante 15 segundos. La presion ejercida sobre la piel del animal correspondié a 50 g de
aluminio. Inmediatamente después del procedimiento, se traté con metamizol sédico
(40mg/Kg) por via intramuscular. Se mantuvo, durante tres dfas consecutivos con
metamizol sodico a 200 mg/Kg administrado por via oral en el agua potable que se

suministrd a los animales*'.

La quemadura inducida en los grupos 1, 2, 3, 4 y 5 del cuadrante izquierdo se
traté con el ungiiento al 1% y la del cuadrante derecho fue tratada con el ungtiento al

5%. El tratamiento comenz6 a las 24 horas después de la lesion de quemadura™.
7.4.4. MEDICION MACROSCOPICA:

Las heridas fueron tratadas dos veces al dia. Para cuantificar la tasa de curacion
de la herida, se determiné el tamafio de las lesiones en 1, 7 y 14 dias, midiendo los
bordes de la herida en direccién craneocaudal y lateromedial con una regla

milimetrada®.

Andlisis estadistico: Se realizara un andlisis descriptivo de la distribucion de las
variables en los grupos; la prueba de la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de Dumm.

Las diferencias consideraron significativas cuando p<0,05.

37



7.4.5. ESTUDIO HISTOLOGICO:

En los tiempos preestablecidos para biopsia (7 y 14 dias después de la induccion
de la quemadura), se selecciond al azar una rata de cada grupo y se les realiz6 la

eutanasia por via intraperitoneal con Pentobarbital s6dico 6.5% (100mg/Kg).

Las muestras de tejido se fijaron inmediatamente por inmersion en formaldehido
al 1% (v/v). El andlisis histolégico fue realizado por un patélogo independiente y el
resultado se sometio a la siguiente evaluacién. (1) respuesta inflamatoria, caracterizada
por la presencia de leucocitos polimorfonucieares (PNM), (2) tejido granular,
caracterizado por el presencia de fibroblastos, miofibroblastos, y neovascularizacion, (3)
la fibrosis, que se caracteriza por la densidad de las fibras de coldgeno identificados por
la intensidad del color azul. La puntuacién se realiz6 para todos los paridmetros
evaluados de la siguiente manera: - = ausente, + = presencia leve, + + = moderada

presencia y + + + = fuerte presencia®
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Vill. RESULTADOS

CUADRO N°1: Metabolitos secundarios presentes en el Extracto Etandlico de las hojas

de Munnozia hastifolia (Poepp.) H. Rob. & Brettell.

FRACCIONES METABOLITOS RESULTADO
FRACCION A Taninos -
Aminoécidos +
Catequinas +
Flavonoides +
FRACCION B Esteroides y/o triterpenos +
Antraquinonas -
FRACCION C Esteroides y/o triterpenos +
Alcaloides +
FRACCIOND Flavonoides +
Catequinas +

Esteroides y/o triterpenos +

Alcaloides -
FRACCION E Flavonoides L+
Catequinas +
FRACCION F Saponina -

Fuentes: Datos del Autor



CUADRO N°2: Metabolitos secundarios presentes en las fracciones obtenidas de las

hojas de Munnozia hastifolia (Poepp) H. Rob & Brettell

FRACCIONES METABOLITOS

ETEREA Triterpenos y/o esteroides, alcaloides.
DICLOROMETANICA Triterpenos y/o esteroides, alcaloides.
ACETATO Triterpenos y/o esteroides, alcaloides,

flavonoides y catequinas.

ACUOSA Flavonoides y catequinas.

Fuentes: Datos del Autor

CUADRO N° 3: Ensayo de solubilidad de las fracciones y extracto total.

MUESTRAS GLICERINA PROPILENGLICOL VASELINA LANOLINA

Fraccion etérea  + + -+ T
Fraccion ++ - =+ P
Diclorometanica

Fraccién de +++ - + ++
acetato

Fraccién acuosa +++ ++ + +
Extracto total + + ++ ——+

Fuentes: Datos del Autor

Puntuacion: - ausencia; + poco soluble; ++ soluble; +++ muy soluble.
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CUADRO N°4: Cualidades organolépticas que presentan los ungiientos al 1% y 5%

UNGUENTOS TEXTURA OLOR COLOR ASPECTO

Fraccién Etérea Untuoso al Caracteristico  Verde oscuro  Homogéneo
tacto

Fraccién Untuoso al Caracteristico = Verde oscuro = Homogéneo

diclorometsinica tactp

Fraccién Untuoso al Caracteristico  Amarillo Homogéneo

acetato tacto oscuro

Fraccion Untuoso al Caracteristico  Marr6n Homogéneo

acuosa tacto

Extracto total  Untuoso al Caracteristico = Verde oscuro = Homogéneo
tacto.

Fuentes: Datos del Autor
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CUADRO N° 5: Control de pH a los ungtientos obtenidos de las fracciones de las hojas

de Munnozia hastifolia (Poepp) H. Rob & Brettell

UNGUENTOS cC pH* Punto de
fusion**

FRACCION ETEREA 1% 5.5+0.01 45°

5% 5.0+0.03 46°
FRACCION 1% 5.8+0.01 46°
DICLOROMETANICA 5% 5.1+0.02 46°

1% 6.0+ 0.01 45°
FRACCION DE 5% 54+0.04 45°
ACETATO
FRACCION ACUOSA 1% 6.1+0.00 45°

5% 6.5+0.01 45°
EXTRACTO TOTAL 1% 6.2 +0.01 45°

5% 5.0+0.04 45°

Fuentes: Datos del Autor
* Nota = Promedio £ Desviacion esténdar.
** No se evidencié oscurecimiento del material, carbonizacion, burbujeo u otro incidente.
Los resultados expresados en el cuadro N°5 indican que el pH de las formulaciones son
ligeramente 4cidos y algunos tienden hacia la neutralidad, siendo compatibles con el pH de la

piel (5 — 5.5), impidiendo el desarrollo de microorganismos patégenos.
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CUADRO N° 6: Control de Extensibilidad a los ungiientos obtenidos de las fracciones

de las hojas de Munnozia hastifolia (Poepp) H. Rob & Brettell*

EXTENSIBILIDAD (mm®)
Cc (%) 1° minuto 2° minuto 3° minuto

Peso agregado 4.94 g+ 0.33 4g 5g

Ungiiento Fraccién 1% 273.33mm” 403.08mm"* 557.90mm"”
etérea 5% 314.00mm’ 452.16mm” 615.44mm"”
Ungiiento Fraccién 1% 254.34mm* 427 41mm” 586.48mm”
Extracto total 5% 254.34mm"* 403.08mm” 557.94mm”
Ungiiento Fraccién 1% 273.33mm’” 427 41mm* 557.94mm"”
acuosa 5% 217.88mm* 403.08mm” 557.94mm"
Ungiiento Fraccion 1% 273.33mm” 426.90mm” 557.94mm"”
acetato 5% 200.96mm* 403.08mm” 503.82mm"”
Ungiiento Fraccion 1% 293.46mm"° 426.90mm” 585.91mm”
diclorometano 5% 235.87mm° 403.08mm* 503.82mm"*

Fuentes: Datos del Autor

Aunque el 4rea de extensibilidad no se describe como ensayo oficial, constituye un

ensayo muy valioso para estimar la consistencia en semisélidos. La extensibilidad en los

ungiientos aumentd ligera y gradualmente conforme se le agregaban los pesos

correspondientes, lo cual garantiza una 6ptima extensibilidad sobre la piel.
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CUADRO N° 7: Viscosidad de los ungiientos de la fraccion acetato de etilo al 1 y 5%.

MUESTRAS RESULTADO (cP) N°de Velocidad

Spin de RPM

Ungiiento Acetato 1% y 5% 67 990 4 10

Fuentes: Datos del Autor

CUADRO N° 8: Recuento de microorganismos aerobios totales en los ungiientos

obtenidos de las fracciones de las hojas de Munnozia hastifolia (Poepp) H. Rob &

Brettell.

Ungiientos Cc  Dilucibn  Colonias por Promedio de
(%) cuadrante colonias  por
homogéneo muestra ufe/g

Ungiiento Fraccién Etérea 1 10" 56 224

10 41 164

10” 29 116

5 107 79 316

10 42 168

10 34 136

Ungiiento Fraccién 1 107 51 204

Diclorometénica 10 40 160

10 31 124

5 107 47 188

10° 35 140

10~ 29 116

Ungiiento Fraccién de 1 107 24 96

Acetato 10~ 15 60

10 1 4




5 107 28 112

10* 16 64

10” 2 8
Ungiiento Fraccion 1 107 31 124
Acuosa 10 14 56
107 2 8
5 107 34 136

10 17 68

10~ 3 12

Ungiiento Fraccion 1 10" 21 84
extracto total 10~ 15 56
10~ 10 40

5 107 18 72

10 15 60

10° 13 52

Fuentes: Datos del Autor

Nota: El criterio de aceptacion para bacterias segtin USP es <10? ufc/g equivalente a 200, segfin

USP 36 NF 31

Segln los criterios de aceptacién para preparaciones farmacéuticas cutdneas los
ungiientos cumplen con el criterio de aceptacion para bacterias segin USP 36, sin embargo
algunos ungiientos como el de la fraccion etérea al 1% y 5% en la dilucién 107, y el ungiiento de
la fraccién diclorometénica al 1% en la dilucién 10" no cumplen con los criterios de aceptacién

establecidos por la farmacopea para formas farmacéuticas de aplicacion cutanea.
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CUADRO N°9: Promedios de disminucion del area de la herida en ratas sometidas a

quemaduras de tercer grado al séptimo dia de tratamiento.

cc N Dia 1 de tratamiento Dia 7 de tratamiento
GRUPOS

(%) (mm?) Promedios ( mm?)

1 2 254.47 122.03 +3.01
¥raccion Etérea

5 2 254.47 127.24 +3.61
Fraccion 1 2 254.47 128.47 +4.32
Diclorometanica 5 2 254.47 134.65 £ 8.99
Fraccion Acetato de 1 2 254.47 100.47 +0.93
Etilo 5 2 25447 101.79 £ 1.09

1 2 254.47 112,65 +3.47
Fraccion acuosa

5 2 254.47 124.00 £ 4.64

1 2 254.47 133.80 =2.48
Extracto Total

5 2 254.47 137.15+2.20
Control + 2 254.47 100.37 = 1.02
Control - 2 254.47 143.68 + 1.67

Fuentes: Datos del Autor

Segun la prueba de Kruskal- Wallis y test de Dumm
Control +; Sulfadiazina de Plata

Control -: Vaselina + lanolina

Area del objeto metalico: 254.47 mm>

Segin el estudio macroscopico las ratas presentaron los tres primeros dias

supuracion ligera, inflamacién en la regién afectada. Se manifesté un apetito



disminuido y un estado general deprimido. Estas manifestaciones disminuyeron
gradualmente en el transcurso de la semana con tratamiento de los ungiientos.

Al séptimo dia, los animales que fueron tratados con el ungiiento de la fraccién
acetato al 1% y 5% manifestaron una disminucién significativa del didmetro del area
quemada siendo de 100.47 + 0.93mm* y 101.79 + 1.09mm’ respectivamente Vvs.

Sulfadiazina de plata que fue de 100.37 £ 1.02mm>.
CUADRO N°10: Resultados histologicos de la biopsia de la piel realizada a los 7 dias

de tratamiento con los ungiientos.

TRATAMIENTO POR 7 DI&S
Fraccion Fraccion Fraccidn Fraccién Esiracte  Sulfadiazina  Vehiculo
Etérea  Diclorometano  Acetato Acuosa Tatal  deplata
1% 3% 1% 3% 1% 3% 1% % % % 1% -
Epitelizacen - - - - - - - . . . ; ;
Infiltrado + + + + + + + + + + + ++
inflamatorio
Mactéfagos + +H  + + + + + +
Linfocites  + + + + + + + + + + + ++
Proliferacion ++ + @+ 0+ B+ = H +r .
vascular
Fibroblastos + + +H 4+ o+ 4 M A M +
Fase P ® P P ® PF P P F P P I

Puntuacién: -= ausente, += presencia leve, + += moderada presenciay + + + =fuerte presencia.
Fase proliferativa: P

Fase Inflamatoria: I

Fuentes: Datos del Autor

Al séptimo dia de tratamiento observamos disminucion del grado de inflamacion,
formacién de costra; ademds, los animales recobraron el apetito y el estado general

mejor6é notablemente. Los estudios histolégicos demuestran que todos los grupos

47



tratados con los ungiientos de las fracciones se encuentran en la fase proliferativa,

presentando macréfagos, linfocitos, fibroblastos e infilirado inflamatorio.

CUADRO N°11: Promedios de disminucién del irea de la herida en ratas sometidas a

quemaduras de tercer grado al dia 14 de tratamiento.

¢¢c N Dial detratamiento Dia 7 de tratamiento Dia 14 de tratamiento
GRUPOS

(%) (mm?) Promedios ( mm?) Promedios ( mm?)

1 2 254.47 122.03 £ 3.01 50.28 +£2.96
Fraccion Etérea

5 2 25447 127.24 + 3.61 55.76 = 6.66
Fracciéon 1 2 25447 128.47 £4.32 4598+7.26
Diclorometanica 5 2 254.47 134.65 + 8.99 51.95 £ 4.08
Fraccién 1 2 254,47 100.47 £ 0.93 38.73+£2.77
Acetato de Etilo 5 2 254.47 101.79 + 1.09 4022 +3.17

1 2 254.47 112.65 +3.47 44.53 +0.99
Fraccién acuosa

5 2 254.47 124.00 + 4.64 55.14+2.36

1 2 254.47 133.80 £2.48 50.71 £ 2.95
Extracto Total

5 2 254,47 137.15+£2.20 53.69+1.81
Control + 2 254.47 100.37 +£1.02 36.40 +£2.58
Control - 2 25447 143.68 +=1.67 65.98 +4.25

Fuentes: Datos del Autor

Segtin la prueba de Kruskal- Wallis y test de Dumm

Control +: Sulfadiazina de Plata

Control -: Vaselina + lanolina

Area del objeto metélico: 254.47 mm>
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Al dia 14 de tratamiento, macroscopicamente se demostro la epitelizacion completa de

la piel, con el uso de los ungiientos obtenidos de las fracciones etérea, diclorometénica y acetato

de etilo al 1%, siendo més eficaz el ungiiento de la fraccién de acetato en sus ambas

concentraciones al 1% y 5% los cuales manifestaron una disminucion significativa del diametro

del 4rea quemada siendo de 38.73 +2.77 mm? y 40.22  3.17mm? respectivamente.

CUADRO N°12: Resultados histolégicos de la biopsia de la piel realizada a los 14 dias de

tratamiento con los ungiientos.

Obsarvacionss

TRATAMIENTO PO 12 025

Freceion Etsres

Eracorcn
Dicleromstno

Frarcién Acstzto

e Aden

Extrzzto Totzl

1%

£
e

1%

37
73

[

SET
IE]

%

3%

135 3%

adaplata

Vebicul

Eptdacia

Cemplst
2

Perasl

Complats

Parmal

Complata

Complets

Conglete

Pzl

perczl  Perosl

Complatz

Tnfilr=do
mAmmsterio

T

Bandas d2
ccligeno

Paroed

Cemplsa

Lenfocitos

Proliferacitn
vesauler

Fibroblestes

Fase

]

[13]

sl

Puntuacién” - = ausente, + = presencia leve, + + = moderada pressncia v +++ = fusrie presencia

Fase de Epitelizacion: E

Fase de Proliferacidn: P

Fuentes: Datos del Autor

Al dia 14 de tratamiento, se apreciaron bandas de coligeno gruesas, a nivel de la dermis de

forma completa. En los demdas unglientos al 5% se encontré la presencia de fibroblastos,

linfocitos, tejido celular subcutaneo sin alteraciones y ausencia de macréfagos e infiltrado

inflamatorio.
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IX. DISCUSION
Los controles de calidad, demostraron que los ungiientos de la fraccién acuosa al
1% y 5% y los demés ungiientos al 1% poseen un pH que se encuentran dentro del

_ 744,35

rango permitido para formulaciones tépicas que es de 5.5 , excepto los ungiientos

de la fraccion etérea, diclorometénica, acetato de etilo y extracto total al 5%. Esto puede
deberse a la naturaleza de los metabolitos afines a estas fracciones*>“°.

El punto de fusion de los ungiientos se encuentra entre 45° — 46° C, segin la USP
36 “... una transicion de fusién puede ser instantinea para un material altamente puro,
pero por lo general se observa un intervalo desde el comienzo hasta el final del
proceso... »3 Por lo tanto los ungiientos en estudio demuestran alta pureza, eficaz
difusién de calor y alta velocidad de calentamiento.

La viscosidad alcanzada de los ungiientos de la fraccién acetato fue de 67 990.
Seglin un estudio realizado a la viscosidad de los vehiculos en ungiientos con un agente
terapéutico modelo, se demuestra que la vaselina blanca y amarilla alcanzan una
viscosidad de 64,7199 y 24 187 respectivamente, demostrando que la viscosidad en los
vehiculos puede ser variante segin el fabricante, siendo en este estudio la vaselina
blanca la que le dio mayor coeficiente de difusién al agente terapéutico modelo®’.

La cicatrizacién es un proceso dindmico, interactivo en el cual participan
mediadores extracelulares, células sanguineas, células de la matriz tisular, y del
parénquima. El proceso de reparacion de heridas se ha divido en fases, las cuales
ocurren de manera secuencial: “hemostasia”, “inflamatoria”, “proliferativa o de

granulacién”, de “epitelizacion” y de “remodelacion”®,
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Segun los datos histolégicos, al 7™ dia de tratamiento no se observa diferencias
significativas entre los grupos tratados con las fracciones, encontréndose en la fase
proliferativa o de granulaciéon. La hipoxia en el centro de la herida, favorece la
liberaci6én de factores de crecimiento estimulantes de la proliferacion de fibroblastos.

Al dia 14 de tratamiento , histolégicamente se demuestra que todas las fracciones se
encuentran en la fase de epitelizacion siendo la fraccion de acetato al 1% y 5% la que
presenta regeneracion de la epidermis completa en ambas proporciones, a diferencia del
resto de las fracciones que solo presentaron este resultado al 1%. Este resultado puede
deberse a la presencia de flavonoides y catequinas, como se demostré en la
identificacién de metabolitos secundarios realizada a esta fraccion. Estos compuestos
son conocidos por actuar aumentando la resistencia de vasos sanguineos y disminuyendo
su permeabilidad, lo que favorece la irrigacion sanguinea de zonas lesionadas.
Permitiendo oxigenacién adecuada y acelerando la reparacion cutdnea®™. La facilidad de
difusion de estos compuestos puede deberse a su capacidad de formar enlaces de
hidrogenos, segiin Roberts y col., en un estudio sobre la presencia de grupos capaces de
formar enlaces de hidrégenos y su importancia en la penetracién de estas moléculas a
través del estrato cérneo concluyen que la lipofilia es muy importante en el reparto en el
estrato cérneo de la sustancia, pero la capacidad del soluto para formar enlaces de
hidrégeno es el principal determinante de su difusion a través del estrato cérneo™” L.

La eficacia del ungiiento obtenido de la fraccion de acetato de etilo podria
deberse, ademds de los flavonoides y catequinas, a la presencia de triterpenos y/o
esteroides.

Segun Osorio, los triterpenos facilitan la sintesis de nuevo tejido conjuntivo

(coldgeno/elastina). Cada uno de ellos, han demostrado (in vitro) estimular la activacion
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fibroblastica y la produccion de colageno 1y I, clave en la curacion de heridas, por su
consecuente efecto reepitelizante. El mecanismo de accién parece ser doble. Por un
lado, aumentan la sintesis de coldgeno y de 4cidos mucopolisacaridicos y, por otro,
inhiben la fase inflamatoria de cicatrices hipertréficas y queloides™.

Un factor coadyuvapte para lograr la eficacia de los ungiientos pudieron ser los
vehiculos utilizados (vaselina blanca y lanolina). Segiin Wiechers, menciona que
también el vehiculo puede interaccionar con los componentes de la membrana
modificando su viscosidad y la ordenacién de sus constituyentes, desarrollando un
efecto oclusivo que incrementaré el grado de hidratacién del estrato cérneo.

Se observa que los demas ungiientos de las fracciones de éter, diclorometano y
acuoso promovieron una epitelizaciéon completa al 1% y parcial al 5%. Se podria
considerar como dosis de eleccién al ungiiento al 1%. El extracto total presentd

epitelizacion parcial en ambas concentraciones.
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X. CONCLUSIONES

1. Las fracciones etérea y diclorometanica obtenidas de las hojas de Munnozia

hastifolia (Poepp) H. Rob & Brettell presentan triterpenos y/o esteroides,
alcaloides, flavonoides y catequinas; la fraccion acuosa presenta flavonoides y
catequinas y la fraccién de acetato de etilo presenta todos los metabolitos
mencionados.

. Se elaboraron ungtientos a partir de las fracciones de éter, diclorometano, acetato
de etilo y acuoso al 1% y 5%,

. Los ungtlientos al 1% y 5% elaborados a partir de las fracciones de Munnozia
hastifolia camplen con los controles de calidad establecidos por THE UNITED
STATES PHARMACOPOEIA (USP 36 NF 31).

. Los ungiientos elaborados a partir de la fraccion de acetato de etilo al 1% y 5%
presentan mayor eficacia topica, siendo de este ungiiento la concentracion al 1%

la mas efectiva en la curacién de quemaduras de tercer grado en ratas Holtzman.
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GRAFICO N°1: Esquema del tamizaje fitoquimico realizado a las hojas de

Munnozia hastifolia (Poepp) H. Rob & Brettell

Muestra seca y molida 20 g.

Taninos 200 ml. de etanol, macerar 20 horas a
R. Gelatina temperatura ambiente, reflejar 4 horas,
R. FeCls filtrar en caliente, lavar con etanol y llevar a
Fraccion A 50 mL.
Extracto
Aminoécidos Separar 2 ml.. etanélico
R. de ninhidrina
Flavonoides
R. shinoda
Insoluble Solucidn 4clda
Lavar con H,0, secar, agregar Filtrar, alcalinizar con
5 mL. de CH, Cly, , filtrar, secar NHy, extraer con CH,C
(N&:S0s), llevar a 5 . (2x15ml.)
( Fraccién B Fase diclorometanica Fase acuosa
Secar  (Na;SOy), Saturar con Na,;S04,(0.1 g
Esteroides filirar de sal anihidra), extraer con
R. Liebermann Burchard CH,Cl,:EtOH 32
Quinons Fraccién C 2X25ml.)
Evaporar a
sequedad + 2
mL. HCl 1%,
Cardenélidos . filtrar
R Kedde  CvoPoradiin . i
Esteroides +2 mL. CHCl3
R. Liebermann Flltrado Fase diclorometénica Fase acuosa
Alcaloides etanélica remanente
Secar Na,SO, filtrar
[ Fraccién D
[ Fraccién E
Disolver en 2m! de EtOH
CHCl, r HCl 1% I Flavonoldes
Flavonoides Leucoantocianidinas Cardenélidos Esterotdes, Alcaloldes R. shinoda
R. Shinoda R. Rosenheim Anillos lactona Triterpenos R. Mayer
R. Lieberman R. Wagner Leucoantocianidinas
R. Hager R. Rosenheim
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GRAFICO N°2: Fraccionamiento con solventes de diferente polaridad a partir del

extracto total de las hojas de Munnozia hastifolia (Poepp) H. Rob & Brettell

EXTRACTO ETANOLICO

Se agrega éter de petréleo y agua

Destilada (1:1) 3x20ml
1
FASE ETEREA FASE ACUOSA
Se filtra, luego se Extraer con acetato
agrega CH:Cl, 4x20ml
4x20ml |
FRACCION FRACCION
ACETATO ACUOSA
FRACCION RESIDUO
ETEREA \
Se lava con
CH.Cl,
4x20ml
ﬂ
FRACCION REMANENTE
DICLOROMETANICA
v




GRAFICO N° 3: Ungiientos elaborados a partir de las hojas de Munnozia hastifolia

(Poepp) H. Rob & Brettell (Poepp) H. Rob & Brettell

GRAFICO N° 4: Resultado macroscopico del tratamiento con los ungiientos
obtenidos de las hojas de Munnozia hastifolia, en quemaduras de tercer grado, al

dia 7 y 14 de tratamiento.

Dia 7 de tratamiento Dia 14 de tratamiento
UNGUENTOS

FRACCION ACETATO

63



UNGUENTOS

Dia 7 de tratamiento

Dia 14 de tratamiento

FRACCION ETEREA

FRACCION

DICLOROMETANICA

FRACCION ACUOSA

UNGUENTO EXTRACTO

TOTAL

64



Dia 7 de Dia 14 de
UNGUENTOS
tratamiento | tratamiento
SULFADIAZINA DE
PLATA
CONTROL -

65



GRAFICO N° 4: Resultado microscopico del tratamiento a los 7 y 14 dias de

tratamiento con los ungiientos obtenidos de la fraccion etérea al 1% y 5%.

Ungiiento 5% dia 14
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GRAFICO N° 5: Resultado microscépico del tratamiento a los 7 y 14 dias de
tratamiento con los ungiientos obtenidos de la fraccién diclorometinica al 1% y

5%.

Ungiiento 1% dia 7




GRAFICO N° 6: Resultado microscopico del tratamiento a los 7 y 14 dias de

tratamiento con los ungiientos obtenidos de la fraccion acetato de etilo al 1% y 5%.
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GRAFICO N° 7: Resultado microscopico del tratamiento a los 7 y 14 dias

tratamiento con los ungiientos obtenidos de la fraccion acuosa al 1% y 5%.
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GRAFICO N° 8: Resultado microscopico del tratamiento a los 7 y 14 dias de

tratamiento con los ungiientos obtenidos del extracto total al 1% y 5%.
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GRAFICO N° 9: Resultado microscopico del tratamiento a los 7 y 14 dias de

tratamiento con Sulfadiazina de plata.

GRAFICO N° 10: Resultado microscépico del tratamiento a los 7 y 14 dias de

tratamiento con Vehiculo (contrel -).

Control-dia7

71



CONSTANCIA

Mediante la presente hago constar como asesora la culminacién de la investigacion titulada
“Control de calidad y eficacia topica de los ungiientos obtenidos de las fracciones de
Munnozia hastifolia en la curacion de quemaduras de tercer grado en ratas Holtzman”,
presentado por las Bachilleres Herrera Flores, Rosalia Karen y Pongo Alcalé, Elizabeth, por
lo que se expide la presente constancia a solicitud de la interesada, para los fines que estime

conveniente.

Ica, 25 de Febrero del 2015

Dra. Chéavez Orellana, Haydee

Asesora de tesis



CONSTANCIA

Mediante la presente hago constar como asesora la culminacion de la investigacion titulada
“Control de calidad y eficacia topica de los ungiientos obtenidos de las fracciones de
Munnozia hastifolia en la curaciéon de quemaduras de tercer grado en ratas Holtzman”,
presentado por las Bachilleres Herrera Flores, Rosalia Karen y Pongo Alcala, Elizabeth, por
lo que se expide la presente constancia a solicitud de la interesada, para los fines que estime

conveniente.

Ica, 25 de Febrero del 2015

Mg. Bendezi Acevedo, Rocio

Asesora de tesis



CONSTANCIA

Mediante la presente hago constar como asesora la culminacién de la investigacion titulada
“Control de calidad y eficacia topica de los ungiientos obtenidos de las fracciones de
Munnozia hastifolia en la curacion de quemaduras de tercer grado en ratas Holtzman”,
presentado por las Bachilleres Herrera Flores, Rosalia Karen y Pongo Alcald, Elizabeth, por
lo que se expide la presente constancia a solicitud de la interesada, para los fines que estime

conveniente,

Ica, 25 de Febrero del 2015
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Mg. Torres Veliz, Ernesto

Asesor de tesis



