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RESUMEN

Las bondades terapéuticas alternativas como parte del tratamiento farmacoldgico, ha sido un
legado historico transmitido por generaciones, hasta nuestros dias, por tanto hablar de propiedades
medicinales de plantas, hierbas, especies vegetales, es unir en una sola diciplina denominada
medicina tradicional, la cual nos brinda aportes importantes gracias al trabajo y esfuerzo de
estudiantes y profesionales que apuntan su interés y estrategias de investigacion, para brindar
aportes cientificos que proporcionen nuevas alternativas en el tratamiento de diferentes

patologias.

Se desarroll6 una investigacion aplicada, respetando los codigos de ética establecidos para el uso

y crianza de biomodelos de experimentacion.

Durante el desarrollo pudimos determinar la presencia de diferentes metabolitos secundarios,
como Taninos, Flavonoides, alcaloides, Triterpenos y esteroides, los cuales son en un conjunto
sinérgico, poseedores de la actividad cicatrizante que fue el objeto de estudio en la presente

investigacion.

La informacién obtenida fue concluyente confirmando la eficacia terapéutica de la especie en
estudio, confirmando la presencia de la actividad cicatrizante, en las formas farmacéuticas y

extracto hidroalcoholico.

La crema elaborada al 10% posee mayor actividad cicatrizante dentro de las concentraciones

empleadas para la elaboracion de la formulacion.

El extracto hidroalcohélico al 5% es poseedor de una eficacia significativa frente al medicamento

empleado como centro positivo Bephantene.

Palabras clave: Cicatrizante, Phyla nodiflora L., terapéutica



ABSTRACT

The alternative therapeutic benefits as part of the pharmacological treatment, has been a historical
legacy transmitted for generations, until today, therefore talking about medicinal properties of
plants, herbs, plant species, is to unite in a single discipline called traditional medicine, which
gives us important contributions thanks to the work and effort of students and professionals who
point their interest and research strategies, to provide scientific contributions that provide new

alternatives in the treatment of different pathologies.

Applied research was developed, respecting the codes of ethics established for the use and

breeding of experimental biomodels.

During the development we were able to determine the presence of different secondary
metabolites, such as tannins, flavonoids, alkaloids, triterpenes and steroids, which are in a
synergistic set, possessing the healing activity that was the object of study in the present research.

The information obtained was conclusive confirming the therapeutic efficacy of the species under
study, confirming the presence of healing activity, in the pharmaceutical forms and
hydroalcoholic extract.

The cream made from 10% has greater healing activity within the concentrations used for the

preparation of the formulation.

The 5% hydroalcoholic extract has a significant efficacy against the drug used as a positive center

Bephantene.

Key words: Cicatrizing, Phyla nodiflora L., therapeutic
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INTRODUCCION

Durante los Gltimos afios, las plantas medicinales han sido utilizadas en la practica médica como

el principal recurso para el mantenimiento de la salud humana.

El hombre andino, ancestro peruano, ha hecho uso de las plantas con fines no solo alimenticio
sino también curativo. Prueba de ello es la gran cantidad de drogas medicinales de primer orden
que han surgido a través del aislamiento de principios activos derivados de plantas y que dieron
origen a los primeros farmacos: Aspirina ®, ipecacuana, digital, quinina, pilocarpina, atropina,

vincristina, vinblastina, etc.

Actualmente las plantas medicinales se utilizan para la preparacion de formas galénicas
(tinturas, extractos, etc.), que permiten una administracién comoda y poco costosa de

los productos concentrados y que representan la actividad total de la droga.

En el Per( se realizaron varios estudios para evaluar la actividad cicatrizante de plantas

medicinales, usando el Método: lesidn inducida en lomo de raton.!

En el departamento de Arequipa existen especies vegetales a las que la poblacion sefiala
propiedades curativas sobre heridas, dentro de las especies no “conocidas” tenemos a la Phyla

Nodiflora (Venadillo), considerado también hierba de ganado.?

La especie Venadillo, llamada asi popularmente por los pobladores de Arequipa, lugar de
origen de nuestra especie de estudio, tiene una multiple utilidad en la medicina natural, y forma
parte de la cultura de salud popular, entre los pobladores de la zona, pues se le atribuyen muchas
actividades terapéuticas entre las cuales resalta la que sera objeto de nuestro estudio, la

actividad cicatrizante

Ante ello consideramos prudente realizar la elaboracion de un trabajo donde se desarrolla un
producto elaborado a partir de esta especie vegetal para confirmar la propiedad en un producto

eficaz, seguro y estable.



MARCO TEORICO

Antecedentes Internacionales

Dayenny Alexandra Velandia Pardo, Evaluacion De La Actividad Cicatrizante Y
Caracterizacion Fitoquimica De Dracontium Croatii, Universidad Nacional De
Colombia.2009.2

Antecedentes Nacionales

e Alvarado I, Pimentel C. desarroll6 el estudio “Efecto cicatrizante del gel a base de Musa
acuminata colla (cascara de platano) en heridas superficiales inducidas en ratones

albinos”. Universidad Nacional Inca Garcilaso de la Vega.*

* Sanchez Maria Q. realiz6 la investigacion de la Actividad cicatrizante del gel elaborado
a partir del extracto hidroalcohdlico de la corteza de Croton tyndarinum Croizat (sangre
de grado) en heridas abiertas inducidas en ratas adultos machos Holztman con

Hiperglicemia.®

Ramos N, et al (2012), en el trabajo “Composicion quimica, actividad antioxidante in
vitro y evaluacion cicatrizante in vivo del extracto etandlico de corteza de Brunfelsia
grandiflora D.

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION:

¢ Objetivo General:

Desarrollar un fitofarmaco con actividad cicatrizante a partir del extracto hidroalcoh6lico
de los tallos y hojas de la Phyla nodiflora L. (Venadillo)

¢ Objetivos Especificos:

e Determinar los metabolitos secundarios del extracto hidroalcohdlico.

e Determinar la actividad cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de los tallos y hojas de
la especie Venadillo en estudio.

e Comparar la actividad cicatrizante de la crema vs un fa&rmaco reconocido en el mercado
gue cuenta con Registro Sanitario, y que posea la actividad terapéutica en estudio.
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ESTRATEGIA METODOLOGICA

Metodologia:

Para el desarrollo la presente investigacion a nivel pre clinico, he utilizado el tipo, nivel
y disefio de investigacion siguiente:
e Tipo de investigacion
Aplicada, experimental
e Nivel de la investigacion
Nivel exploratorio
e Disefio de la investigacion

Disefio experimental

La metodologia utilizada en el desarrollo de la investigacién que incluye la recoleccion
de especies estudiadas, procesamiento, extraccion, desarrollo de un fitofarmaco y
pruebas preclinicas que nos ayuda obtener los resultados gque luego son discutidos y son

presentados para una posterior aplicacion.

Descripcion de la especie vegetal

Descripcion Botanica

La especie Phyla nodiflora (L.) Green, Planta rastrera perteneciente a la familia
Verbenaceae, presenta tallo cuadrangular, hojas opuestas, perennes, ovales y rugosas;
sus flores en forma espigas terminales de color violeta. Fruto pequefio seco envuelto

por el caliz.”

Uso Medicinales

Generalmente se emplea para tratar heridas, lavado, formas de cocimiento o emplasto
con sus hojas. La infusidn de hojas tiene actividad antiespasmodica, antipirética.
Esta especie tiene usos medicinales importantes, lo que genera en las comunidades
cientificas un gran interés de tipo etnofarmacoldgico, por sus variedades de especies

a nivel del territorio Sudamericano.?



2.1.1 Recoleccion y acondicionamiento de la especie vegetal

2.1.2

Las hojas y tallos de la especie de estudio, se recolectaron de forma manual, en el
Fundo Amato, en el distrito de Acari, provincia de Caraveli y departamento de
Arequipa.® La muestra fue enviada al Museo de historia natural de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos para su clasificacion. Posteriormente se recolecto 6
kg de especie vegetal en bolsa de papel Kraft.

Preparacion y tratamiento de la muestra

e Seleccion: Se escogio el material vegetal en buen estado, lavandolas con agua

potable y posteriormente con abundante agua destilada para eliminar los restos de

tierra.

e Desecacion: Se procedié a colocar las hojas, tallos encima del papel Kraft

extendidas, y en orden para lograr un secado uniforme a temperatura ambiente por
un tiempo de una semana. Luego del secado bajo sombra se llevd al laboratorio,

donde se coloc6 a una estufa a temperatura de 35°C a calor seco.

¢ Pulverizacion: Se realiz6 con la ayuda de molino mecénico, se obtuvo una muestra

triturada de forma uniforme, la cual fue envasada en frascos boca ancha de color

ambar.

2.1.3 Marcha Fitoquimica:

Para detectar la presencia de metabolitos secundarios presentes en las hojas y tallos
de Phyla nodiflora (Venadillo) se realiz6 un analisis Fitoquimico preliminar
LAPRONAT, el cual fue cualitativo, donde se extrae diferentes fracciones,
posteriormente se realiz6 reacciones de coloracion y/o precipitados quimicos

utilizado para determinar metabolitos secundarios .%°

Obtencion de las fracciones

1) Se us6 20 g de la muestra seca y molida, después se maceré con suficiente etanol
durante 2 dias. Se procedié a someter a reflujo por 8 horas, se filtra y se obtuvo un
volumen final de 50 ml. Posteriormente separamos 10 ml del extracto etanol para
formar la Fraccion A.

2) Los 40 ml restantes se secaron a presion reducida en un matraz Erlenmeyer
anteriormente pesado, al final se volvié a pesar nuevamente el matraz y por

diferencia se consigue el peso del extracto seco.
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3) Se extrajo el extracto seco con 10 ml de HCl al 2% (v / v) a 50 °C. Si se requiere

una solucién mas &cida, evitar que el volumen final supere los 15 ml., se filtré y se

obtuvo dos partes:

a) Insoluble: Se lavé con agua destilada y se disolvio en diclorometano caliente, se

filtré y se obtuvo un volumen final de 10 ml. Obteniendo la Fraccion B.

b) La solucion acida se neutralizé usando NaOH o KOH al 10% controlando con

papel de tornasol, extrayéndose con diclorometano (2 porciones x 15 mL)

obteniéndose dos fases:

e [ase dicloro metanica: se juntan las 2 fases organicas, luego se filtrd sulfato de

sodio anhidro y se llevan a un volumen final de 10 ml, esto constituye la Fraccion

C. (17 gotas de NaOH al 10%).

o Lafaseacuosa: se leagrego 2 g de NaCly se extrae (2 x 15 ml) de diclorometano

—etanol (3:2). Se obtuvo dos fases:

v’ Fase Organica: se juntan las 2 porciones de diclorometano-etanol, se filtr6 sobre
sulfato de sodio anhidro y se llevd a un volumen final de 10 ml, este corresponde
la Fraccion D.

v' Lasolucién acuosa sobrante se lleva a un volumen final de 10 mL, esto constituye
la Fraccion E.

4) Por ultimo, se extrajo 1g de muestra seca y molida con agua destilada por
ebullicién durante 10 minutos, se filtrd y se llevé a un volumen final de 10 mL;

esto constituye la fraccion F.

Reacciones de Identificacion de metabolitos secundarios %12

Fraccion A:

2 ml de la fraccion A se llevo a sequedad, el residuo se disolvié con 2 ml de agua
destilada, se filtro y sobre la solucién se realizan los ensayos de gelatina 'y cloruro
férrico.

Deteccion: taninos

Reaccion: gelatina

Se extrajo 0.5 ml de la fraccion A y se adicion6 0.5 ml de solucién acuosa de
gelatina al 0.5%. la reaccion es positiva si aparece turbidez o precipitado.
Deteccion: grupos fendlicos libres

Reaccion: cloruro férrico

11



Se obtuvo 0.5 ml de la fraccion A y se afiadié 1-2 gotas de solucion acuosa de
cloruro férrico al 0.5% la reaccidn es positiva si aparece un color intenso azul,
negro o verde.

Fraccion B:

Sobre esta fraccion se realizd directamente los ensayos de Lierbermann —
Burchard y de Borntrager.

Deteccion: Triterpenos y esteroides

Reaccion: Lierbermann — Burchard

Recolectamos 0.5 ml de la fraccién B, se agregaron 0.5 ml de anhidrido acético
y 1 gota de acido sulfurico con

centrado, la reaccion es positiva si aparece un color azul, verde o naranja.
Deteccion: antraquinonas

Reaccion: Borntrager.

Se extrajo 0.5 ml de la fraccién B, se agito suavemente con 5 ml de NaOH 5% y
si se observa color rojo la reaccion es positiva.

Fraccion C

Sobre esta fraccion se realizd directamente la reaccion de Lierbermann —
Burchard

Deteccion: Triterpenos y esteroides

Reaccion: Lierbermann — Burchard

Se procedid igual que en los casos anteriores.

Deteccion: alcaloides

Reaccion: Mayer, Hager y Dragendorff

Se separo 2 ml de la fraccion C y se llevo a sequedad, el residuo se disolvi6 con
5 ml de ac. Clorhidrico 1% calentdndose ligeramente a 50 °C, sobre esta solucion
se hacen las reacciones de alcaloides: Mayer Hager y Dragendorff. Para los
ensayos se usO 0.5 ml de la solucion y se le agregaron gotas del reactivo
correspondiente.

La reaccion es positiva si a los 10 minutos se observa turbidez o precipitado en

los 3 tubos.
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Fraccion D

Sobre esta fraccion se realizd directamente la reaccion de Lierbermann —
Burchard

Deteccion: Triterpenos y esteroides

Reaccion: Lierbermann — Burchard

Se us6 0.5 mL de la fraccion D y se llevo a sequedad, el residuo se disolvié con
1 mL de diclorometano y se procede igual que en los casos anteriores.

Deteccion: alcaloides
Reaccion: Mayer, Hager y Dragendorff

Se procede igual que en la fraccién C

Se extrajo 2 ml de la fraccion D y se llevo a sequedad, luego se disolvié con 5 ml

de etanol calentando a 50 ml, sobre estas soluciones se realizan los ensayos de:

Deteccion: Flavonoides
Reaccion: Shinoda

Se extrajo 0.5 mL de la solucion y se adicion6 0.2 mL de acido clorhidrico
concentrado, se agregaron limaduras de magnesio. Se dejo 5 minutos. La reaccién

es positiva si aparece color rojo o rosado.

Fraccion E
Sobre esta fraccion se realiz6 directamente los ensayos de Shinoda.
Deteccion: Flavonoides

Reaccion: Shinoda

Repetir igual que en la fraccion D

Fraccion F:

Deteccion: saponinas

Reaccion: prueba de espuma

Colocar en un tubo de ensayo 1 mL de la fraccion F, tapar y agitar fuertemente
durante 15 segundos, luego de este tiempo se mide la altura de la espuma. La

reaccion es negativa si la altura de la espuma es menor de 5 ml.

13



2.1.4. Obtencidn del extracto hidroalcohdlico por el método de percolacion®®

Se realizo el método de percolacion de acuerdo al esquema planteado:

e Se peso 50 gr de la muestra de estudio previamente seca y molida.

o Luego de pesar la muestra, se humectd con alcohol de 70° en un vaso precipitado.

e Se dejo reposar 2 horas de humectacion.

e Luego se procedi6 a trasladar la muestra de estudio (droga) previamente humectada
al percolador

e Una vez colocada la droga humectada en el percolador, después se procedid a
incorporar el etanol 70° (solvente), hasta cubrir aproximadamente 2 dedos encima
de la muestra (droga).

e Después se coloco el papel de filtro sobre la muestra con apoyo de unas canicas
para realizar presion. Este proceso se dejo por 24 horas.

e Pasando las 24 horas de maceracion con las llaves cerradas se procedio:

e Abrir la llave del percolador donde se encuentra la muestra hasta que se eliminen
los primeros 10 ml de la muestra que son descartados posteriormente a ello.

e Posteriormente se gradud el equipo de venoclisis a un flujo (20 gotas por min) al
mismo tiempo que se abri6 el flujo del solvente que se encuentra en la camara
superior para que vaya administrando (20 gotas por min) en el depdsito de la
muestra de esta forma tenemos una extraccién constante de 20 gotas por minuto de
etanol sobre la muestra y al mismo tiempo el extracto va eliminando 20 gotas por
el minuto de extracto en un recipiente de color ambar.

e Este proceso va a continuar hasta agotamiento es decir hasta que el extracto deje
de poseer el color verde caracteristico y se torne un color transparente, se detiene
el proceso de percolacion.

e Se obtuvo 4,450 mL de extracto fluido.

14



2.1.5. Elaboracion del Fitofarmaco *4%°
La crema que se elabord es tipo O/W, a la cual se le adiciond el extracto hidroalcohélico

de la Phyla nodiflora L. reconstituido.

La formula de la crema base fue:

> Lanette “N” 15%
> Lauril sulfato de sodio 2%
> Metilparabeno 0.04 %
> Propil parabeno 0.02 %
> Agua destilada csp 100 %

e Para la elaboracion de la crema se procedio a fundir la cera Lanette a una T° inferior a 70
°C, al mismo tiempo se disolvio el MP, PP, LSNa en el agua a una T° de 75°C, acto seguido
se incorporo la fase acuosa en la fase oleosa con agitacion constante hasta enfriamiento, se
obtiene la crema base.

e Posteriormente se procedio a adicionar el extracto reconstruido a las concentraciones que
se evaluaron, previamente disueltas en propilenglicol, lo que permitird una mejor
incorporacién del extracto en la base preparada.

e Para formular la crema a las concentraciones de 5 y 10% se procedié de la siguiente
forma:

e Se procedi6 a tomar 5gr extracto seco, el cual se reconstituyd en el solvente empleado
para la extraccion y se incorporé en la crema base en csp 100g. ¢

¢ Se procedié de la misma forma para la elaboracion de la crema al 10%

¢ Obteniendo el fitofarmaco a las concentraciones de 5% y 10%, también se prepard el

extracto hidroalcoholico para su evaluacion al 5%.

2.1.6. Determinacion organoléptica de la crema

Al fitofarmaco se procede analizar los siguientes parametros:

e Aspecto: Es una crema homogénea al tacto libre de grumos, observacion que se hizo

mediante visualizacion directa.
e Color: verde que se determind por la coloracion que posee el extracto.

e Olor: caracteristico de la planta de estudio.

15



2.1.7. Determinacion del pH ¥

2.18.

Se realizo mediante la ayuda de un potenciémetro previamente calibrado con soluciones
tampdn de pH: .4.01, 7.00, 9,21.

Se procedi6 sacar el electrodo del tampon, enjuagar con agua destilada y secar con papel
tist. Posteriormente en otro vaso se coloca la muestra (crema) y se introduce el electrodo

limpio, esperar que la muestra se homogenice y anotar la lectura del pH.

Ensayo Preclinico
Determinacion del efecto cicatrizante 8

Para realizar la prueba pre clinica, se utilizaron ratones albinos, entre 25y 30 g, divididos
en 3 grupos, control negativo, control positivo y grupo de estudio.

Primero se indujo a la sedacién a los animales de experimentacion, mediante la
administracion de pentobarbital, via intraperitoneal.

Para la medicion de la actividad cicatrizante se debe inducir una lesién(incision) en el
dorso de los biomodelos, a través de un sistema disefiado el cual permite obtener una
lesion de 1 cm con una profundidad de 2 mm. Cuyos labios son unidos posteriormente
con una sutura en la parte central.

Se administro el fitofarmaco sobre la lesion de los ratones. Con una frecuencia de 12
horas por un lapso de 48 horas; luego se procedio6 a evaluar la actividad cicatrizante del
extracto y de nuestra formulacion la cual fue en forma de crema. La efectividad de la
actividad cicatrizante se determiné por la fuerza de traccion (tension) para que se
produzca la apertura de la herida, la cual fue sometida a una tension de peso en ml de

agua, la cual se emple6 para medir la resistencia de la cicatriz generada por el tratamiento.
La aplicacion se realizara en 3 grupos:

Grupo control 10 ratones: Crema base

Grupo de estudio 30 ratones

e Grupo de estudio 10 ratones: crema al 5%
e Grupo de estudio 10 ratones: crema al 10%
e Grupo de estudio 10 ratones: extracto hidroalcohélico al 5%

Grupo de control positivo 10 ratones: Crema Bephantene
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Resultados

Marcha Fitoquimica preliminar
Tabla N°1

Metabolito Reaccién Resultado Observacion
Taninos Sol. de Gelatina + Turbidez
Grupos Sol. De FeCls; + Coloracion verde

fendlicos libres 0oscuro
Triterpenos y Lierbermann y + Coloracién Azul
Esteroides Burchard
Antraquinonas Borntrager + C olor rojo
Alcaloides Dragendorff + Precipitado Rojo
Mayer + Precipitado blanco
Wagner + Precipitado marrén
Hager + Precipitado amarillo
Triterpenos y Lierbermanny S Coloracion Azul

Esteroides Burchard

Flavonoides Shinoda + Coloracion rojiza

Alcaloides Dragendorff + Precipitado Rojo

Mayer + Precipitado blanco
Wagner + Precipitado marrén
Hager + Precipitado amarillo
Triterpenos y Lierbermann y + Coloracion Azul
Esteroides Burchard
Flavonoides Shinoda + Coloracion rojiza

Prueba de
Espuma

Leyenda:
(+) Reaccién Positiva
(-) Reaccion Negativa
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Actividad Cicatrizante del fitofArmaco topico con activad cicatrizante elaborado a partir
de la Phyla nodiflora L.

Tabla N° 2: Actividad Cicatrizante del fitofarmaco topico con activad cicatrizante
elaborado a partir de la Phyla nodiflora L. en el grupo de estudio CONTROL CREMA
BASE

Tratamiento Volumen de agua (ml)
Control 1 48
Control 2 40
Control 3 45
Control 4 40
Control 5 47
Control 6 38
Control 7 45
Control 8 50
Control 9 46
Control 10 49
Media 44.8

Resultado: El volumen promedio tolerado por el grupo control fue 44.8 mL.

Fuente: El autor.
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Tabla N° 3: Actividad Cicatrizante del fitofarmaco topico a partir de la Phyla nodiflora L.
en el grupo de estudio Crema venadillo 5%

Tratamiento Volumen de agua (ml)
1 crema Venadillo 5% 110
2 crema Venadillo 5% 103
3 crema Venadillo 5% 107
4 crema Venadillo 5% 95
5 crema Venadillo 5% 99
6 crema Venadillo 5% 108
7 crema Venadillo 5% 101
8 crema Venadillo 5% 105
9 Crema Venadillo 5% 108
10 crema Venadillo 5% 97
Media 103.3

Resultado: El volumen promedio tolerado por el grupo crema Venadillo. a una concentracion
del 5% fue 103.3 mL.

Fuente: El autor.
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Tabla N° 4: Actividad Cicatrizante del fitofarmaco topico elaborado a partir de la
Phyla nodiflora L. en el grupo de estudio Crema Venadillo 10%

Tratamiento Volumen de agua (ml)
1 crema Venadillo 10% 125
2 crema Venadillo 10% 121
3 crema Venadillo 10% 128
4 crema Venadillo 10% 131
5 crema Venadillo 10% 130
6 crema Venadillo 10% 135
7 crema Venadillo 10% 123
8 crema Venadillo 10% 133
9 crema Venadillo 10% 127
10 crema Venadillo 10% 130
Media 128.3

Resultados: EI volumen promedio tolerado por el grupo estudio crema Venadillo a una

concentracion del 10% fue 128.3mL.

Fuente: El autor.
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Tabla N° 5: Actividad Cicatrizante del fitofarmaco topico elaborado a partir de la Phyla

nodiflora L. en el grupo de estudio Extracto hidroalcohélico Venadillo al 5%

Tratamiento Volumen de agua (ml)
1 Extracto Venadillo 5% 122
2 Extracto Venadillo 5% 118
3 Extracto Venadillo 5% 120
4 Extracto Venadillo 5% 125
5 Extracto Venadillo 5% 118
6 Extracto Venadillo 5% 125
7 Extracto Venadillo 5% 125
8 Extracto Venadillo 5% 123
9 Extracto Venadillo 5% 118
10 Extracto Venadillo 5% 122

Media 121.6

Resultado: EI volumen promedio tolerado por el grupo del Extracto hidroalcohdélico

Venadillo a una concentracion del 5% fue 128.3mL.

Fuente: El autor
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Tabla N° 06: Actividad Cicatrizante del fitofarmaco tdpico elaborado a partir de la Phyla

nodiflora L. en el Grupo de Estudio Bephantene

Tratamiento Volumen de agua (ml)
1 Bephantene 128
2 Bephantene 120
3 Bephantene 122
4 Bephantene 124
5 Bephantene 128
6 Bephantene 130
7 Bephantene 134
8 Bephantene 127
9 Bephantene 130
10 Bephantene 125

Media 126.8

Resultado: El volumen promedio tolerado por el grupo crema Bephantene fue de 126.8

mL

Fuente: El autor
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Determinacion de la actividad cicatrizante'®

La actividad es expresada en porcentaje y se determind de la siguiente manera
Ft = Fuerza ejercida para abrir la herida del animal tratado

Fc :Fuerza ejercida para abrir la herida del animal control

% ACTIVIDAD CICATRIZAMTE = (Ft-Fc) x 100

Fc

Tabla N°07: Porcentaje de la Actividad Cicatrizante del fitofarmaco topico elaborado a
partir de la Phyla nodiflora

Grupo control 44 Ml

Forma farmacéutica 5% 103 Ml 130.5%
Forma farmacéutica 128 mL 185.7%
10%

Extracto 121.6 Ml 171.4%

Hidroalcohélico 5%

Control positivo 126 Ml 183 %
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Gréfico 1. Actividad Cicatrizante del fitofarmaco tdpico con activad cicatrizante a partir
de la Phyla nodiflora L. Método del tensiometro modelo de Vaisberg y Col.

150
140
130
120

mL necesarios para abrir herida

Forma Farmacéutica 5%

Grupo control

Forma Farmacéutica 10% Extracto Hidroalcohdlico 5%

126.8
121.6

Control positivo

Grupos

Resultado: La Forma Farmacéutica en concentracion a 10% presento la mayor actividad

cicatrizante, siendo mayor al control positivo (Bephantene)

Tabla N°8 Conjuntos Homogeneos de los Mililitros para los grupos Experimentales.

e Ho: No existe diferencias significativas entre los cicatrizantes evaluados.

e HI: Existe diferencias significativas entre los cicatrizantes evaluados.

e Nivel de Significancia (alfa) a= 5%=0.05

ANOVA
Porcentaje de
eficacia
Suma de cuadrados GL Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 20614.433 3 6871.478 77.995 0.000
Dentro de grupos 3171.658 36 88.102
Total 23786.091 39

Resultado: Se logra establecer que al ser sig. 0.000 menor al 0.05 se rechaza hipétesis
nulay se determina que existe diferencias significativas entre los diferentes

cicatrizantes evaluados.
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Tabla N°9 Conjuntos Homogéneos de los Mililitros para los grupos

Experimentales.

Comparaciones multiples

Variable .
. Porcentaje de
dependien S
) eficacia
te:
HSD
Tukey
Intervalo de confianza al
Diferencia Desv 95%
(1) Tratamiento de medias E ' Sig. L L
(1-) rror !_lml_te L|m|t§e
inferior  superior
Crema Venadillo "
10% -57,56000 4.19766 0.000 -68.8652 -46.2548
Crema i
Venadillo s oo o0 VMO 4130700" 420766 0000 526522 -30.0418
Bephantene -52,95500°  4.19766 0.000 -64.2602 -41.6498
Crema Venadillo 5% 57,56000" 4.19766 0.000 46.2548  68.8652
Crema Extracto Venadillo
Venadillo 16,21300" 4.19766 0.002 4.9078 27.5182
10% 5%

Bephantene 4.60500 4.19766 0.694 -6.7002  15.9102

Crema Venadillo 5% 41,34700" 4.19766 0.000 30.0418 52.6522
Extracto Crema Venadillo
Venadillo 5% 10%

Bephantene -11,60800°  4.19766 0.042 -22.9132  -0.3028

Crema Venadillo 5% 52,95500" 4.19766 0.000 41.6498 64.2602

Bephantene pop 00O 460500 410766 0694 159102 6.7002
Extracto Venadillo

5%

-16,21300"  4.19766 0.002 -27.5182 -4.9078

11,60800" 4.19766 0.042 0.3028 22.9132

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Resultado: La Tabla N°8, HSD Tukey se observa que el grupo de mayor eficacia es
la Crema Venadillo 10% ya que tiene mayor media y presenta mayor eficacia

experimental frente a los demas grupos experimental.
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DISCUSION

Luego del proceso de experimentacion, tras realizar el screening fitoquimico de la especie
Phyla nodiflora I. se pudo identificar los metabolitos secundarios presentes, siendo estos:
Triterpenos y esteroides, alcaloides y flavonoides, grupos fendlicos libres y taninos,
concordando con investigaciones realizadas en Actividad cicatrizante del extracto
alcohdlico de Lippia nodiflora (tikil tikil) aplicado en heridas epidérmicas en ratas
albinas, Arequipa, 2017.%° los resultados fueron positivos para compuestos tipo terpenos,
saponinas y alcaloides. Efecto cicatrizante de Bidens pilosa (amor seco) sola y en
asociacion a Lippia nodiflora (tikil tikil) en animales de experimentacion. Arequipa-2014
21

La actividad cicatrizante se determindé mediante la prueba de tension, en la cual se
provocd una incision de 1 cm, posteriormente se efectud la administracion del fitofarmaco
elaborado a partir del extracto hidroalcohdlicos de la especie Phyla nodiflora I. al 5% y
10%, asi como el tratamiento del extracto al 5%, comparando el efecto cicatrizante con
el producto comercial Bephantene se pudo demostrar que la crema Venadillo al 10% tuvo
mayor eficacia cicatrizante que el grupo de crema al 5% , extracto Hidroalcohélico 5%
y al grupo tratado Bephantene, coincidiendo resultados con Mejia Ascoitia?? donde
lograron también la cicatrizacion en 7 dias, Actividad cicatrizante de una crema a base de
extracto etanolico seco de Ceasalpina Spinosa (Molina) Kuntze (Tara) en ratones Balb,
dando como bueno resultado la crema de 2%. Segun el autor atribuyen el efecto
cicatrizante principalmente a compuestos de naturaleza alcaloidea, taninos y flavonoides;
sin embargo, para nuestro caso nuestra planta en estudio pertenece a la familia verbenacea
gue se caracteriza por poseer una gran actividad astringente y lo podemos asociar a la alta
concentracién de taninos y compuestos flavonoides que se indica en el Venadillo en su
composicion.

Los efectos fueron comparados mediante la prueba Annova y prueba post hoc (HSD
Tukey) donde se observé que el grupo de mayor eficacia es la Crema Venadillo 10%
demostrando una eficacia farmacoldgica por parte de las formas farmacéuticas disefiadas

para el estudio.
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CONCLUSIONES

Se desarroll6 una crema con actividad cicatrizante a partir de extracto hidroalcoholico de
los tallos y hojas de la Phyla nodiflora I. (Venadillo). confirmando la presencia de la

actividad cicatrizante de las cremas al 5%y 10%

Se determind los metabolitos secundarios del extracto hidroalcohdlico logrando

identificar: Taninos, Flavonoides, alcaloides, Triterpenos y esteroides.

Se determind la actividad cicatrizante del extracto hidroalcohélico de los tallos y hojas
de la especie venadillo en estudio a una concentracion del 5%. Tolerando un volumen de
maés del 121.6 mL en comparacion al grupo control (44.8 mL)

La crema elaborada al 10% presenta un efecto terapéutico superior cercano de 128.3 mL
de tolerancia de peso (eficacia superior en 2.7% en comparacion al control positivo) al
farmaco control con el cual fue confrontado (el cual presento una media de 126,8 mL).
Segun el cuadro estadistico ANNOVA Y POST HOC TSD TUCKEY en la tabla de
pruebas la diferencia de medias se observa que la crema venadillo 5% posee la menor
actividad cicatrizante.

Se puede apreciar que la Crema Venadillo al 10% es superior a la Crema Venadillo 5%,
extracto hidroalcohdlico venadillo 5% y también se pudo determinar que su eficacia es

superior al medicamento empleado como control positivo (Bephantene).
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RECOMENDACIONES:

Continuar con el desarrollo de fitofarmaco realizando los estudios de control de

calidad fisicoquimico, microbiol6gico y evaluacion de estabilidad.

Realizar estudios con otras partes de la planta, como las inflorescencias, raices y

evaluar la actividad farmacoldgica presentes.

Realizar estudios fitoquimicos y bioldgicos diferente al propuesto de este trabajo de
investigacion, como diferentes especies de phyla nodiflora, obtencion de diferentes
lugares de especies, clima y distinta época de afio para obtener mas respaldo

cientifico.

Sugerir a los estudiantes continuar las investigaciones fitoquimicas en el campo de la
medicina alternativa (medicina tradicional), ya que los resultados obtenidos de este
trabajo se obtuvo buenos resultados positivos, dejando claro que en nuestro territorio
peruano hay variedades de plantas que aln falta por conocer, que puede ser

aprovechada por la tecnologia y el espiritu cientifico de cada profesional de la salud
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ANEXO N° 1: RECOLECCION DE LA ESPECIE PHYLA NODIFLORA

Localizacion Geografica Arequipa (Distrito Acari)

ANEXO N° 2:
ACONDICIONAMIENTO DE LA ESPECIE VEGETAL

d
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Imagen 3: Phyla Imagen 4: Seleccion
Nodiflora y acondcionamiento




ANEXO N°3 FLUJOGRAMA DE PERCOLACION

DROGA
‘ DESECADD ¥ ESTAEILIZADD

ETANOL HOJAS AGOTADAS

Apotamiento del
Dizohvente

PERCOLACION

ENVASE
Ambar

EXTRACTO r

HICFROALCOHOLICO
ENVASADD

ANEXO 4: DETERMINACION DE PARAMETROS ORGANOLEPTICOS DE LA CREMA
CICATRIZANTE DE “Phyla Nodiflora”

PARAMETROS CREMA

ASPECTO HOMOGENEO

COLOR VERDE

OLOR PROPIA A LA PLANTA DE ESTUDIO
CONSISTENCIA SEMISOLIDA

UNTUOSIDAD AL TACTO CARACTERISTICO

PH 6.5 25°C



ANEXO N° 5: IDENTIFICACION DE METABOLITOS, APLICANDO METODO
LAPRONAT

‘ ; Separar

Fraccion A

‘ Muestra seca y molida 20 gr

oml

-

* Macerar en etanol por 43 horas

* Relujar por 8 horas

® Filtrar en caliente, llavar a 50 ml

| Extracto Etandlico

Taninos
R. Gelatina

FenolesLibres
R. FeCl,

Extracto seco

<I—L * Secar a presion y T. reducida

Solucidn Acida

.

Insoluble

&

® Neutralizar con N2OH
® Extraer con diclorometano (2 porciones)
® Filtrar y llevar 2 10 ml

A
\

® Lavar con agua
® Agregar diclorometano
® Filtrar y llevar 2 10 ml

Fase Diclorometanica J

de sodio 2nhidro
® |levara l0 ml

\

® Lavar, secar con sulfato

| Fraccion B
Fase Acuosa |
| |
Triterpenosy esteroides Antraquinonas
R. liebermanBurchard Borntrager

Fraccion C

l

I Fase Diclorometanica - Etanol

| Fase Acuosa Remanente

I
|_I—| . IJ . Filtrar sobr‘e sulfato ot B
Triterpenos y Alcaloides feScdioddio ;
esteroides » Dragendorff aucveqs 10,ml [
R. s [Mayer -
liebermanBurchard * Wagner Fraccion D Hm?md“
» Hager R. Shinoda
I
Alcaloides Triterpenos y Flavonoides
* Dragendorff esteroides R. Shinoda
* Mayer R.
* Wagner liebermanBurchard
* Hager




ANEXO N° 6:

IElaboracién Del Fitofarmaco

Ensayo Preclinico

ANEXO N° 7:

RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD CICATRIZANTE




ANEXO 9: CLASIFICACION TAXONOMICA
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NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN
CONSTANCIA QUE:
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d Nacional San Luls Gonzaga
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e Cronquist (1988):
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tudiantes de 13 Universida
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Clasificacién d

La muestra vegetal (planta com
Susan Tayra Vera Camargo, €s
de Ica; ha sido estudiada y clasificada como Phyl.
sigulente posicién taxondmica, segun el Sistema de
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: VERBENACEAE
GENERO: Phyla

ESPECIE: Phyla nodiflora (L.) Greene

Nombre vulgar: *venadillo”
Determinado por: Mag. Hamliton Wilmer Beltrdn Santiago

Se extlende la presente constancia a solicitud de la parte Interesada, para los fines que
estime conveniente.
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(n’ UNIVERIDAD NACIONAL SAN LUIS GONZAGA
COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

CERTIFICADO

CEI-UNICA N2: 006/09-2022

El que suscribe, certifica que el trabajo de investigacion titulado:

Desarrollo de un fitofdrmaco con efecto cicatrizante, obtenido del extracto
hidroalcohdlico de los tallos y hojas de la especie Phyla nodifiora L. (Venadillo).

del autor: Jaime Luis Alvaro Sarmiento

Cumple con los procedimientos de manejo de animales de experimentacion
establecidos en el Reglamento del Comité de Etica para la investigacion con seres
humanaos, animales y plantas de la Universidad Nacional “San Luis Gonzaga”, aprobado
con R.R. N° 1305-R-UNICA-2020.

Se expide el presente a los 13 dias del mes de setiembre del 2022.

Dr. Juan C. Tantalean
Presidente CEI-UNICA




CONSTANCIA DE ASESORAMIENTO

o, Juan Pablo Mozo Parvina docente Azociado a Dedicacion Excusiva de [a
Facutad de Femmacia y Bioquimica de la Universided Macicnal “San Luis
Gonzaga”, adscrito al Deparfamento de Guimica Famacautica; como asesar,
dejo constancia qgue el Bachiller Sr. Jaime Luis Alvaro Sarmiento ha concluido
Iz tesiz fitulado: “Desarrolle de un fitofarmaco con efecto cicatrizante,
obtenido del extracto hidroalechalico de los tallosy hojas de la especie
Fhyia rodifiora L. (Venadille). quedando apto para presantaro a la Unidad
de Inwestigacion de la facultsd y continuar con su framite da tesis.

lc=, 03 de Moviembrs de 202

(s

Juan Pahlo Mozo Faning
DHI: 21419484



