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RESUMEN

Este estudio de investigacidn se ha sido realizado con el objetivo de evaluar el
perfil de seguridad de irritacion dérmica in vitro mediante el método cientifico de Het
- Cam. y actividad cicatrizante de las formulaciones magistrales elaboradas a base
del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Chupa sangre (Oenothera rosea Ait.).
Método: El presente trabajo de investigacion es de tipo experimental, prospectivo
fue desarrollado en los laboratorios de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
universidad Norbert Wiener. La muestra vegetal de estudio fue recolectada en la
region de Pasco provincia de Pasco en el poblado de Huariaca y ubicada a
una Altitud de 2 941 msnm. Luego de la recoleccidn de la planta se realizo el secado
a temperatura ambiente por un tiempo de 5 dias, luego fue triturarlo usando un
moledor de acero. Para evaluar la actividad irritante se empleo6 el método de HET-
CAM vy para determinar la actividad cicatrizante se utiliz6 el método de heridas
incisas. Al extracto se le realiz6 la prueba de solubilidad y analisis fotoquimico.
Resultado: Presento solubilidad en agua y etanol, se evidencio la presencia de
metabolitos secundarios como: Fenoles, flavonoides, taninos, alcaloides vy
antraquinonas. Se prepararon geles a la concentracién de 0.5 % y 1 % demostrando
que son irritantes leves (I.l. 2,66 y 4.38) para la actividad cicatrizante fue necesario
formar 4 grupos de trabajo constituido por 8 ratas cada grupo, el G1 se le administro
agua destilada (control negativo), el G2 y G3 fueron las muestras a tratar y al G4
se le administro Cicatricure (control positivo), Conclusién: demostraron que para
la actividad cicatrizante las concentraciones G3 (0,5%) y G4 (1%) presentaron buen
performance cicatrizante, sin embargo, el control positivo alcanzo una mejor
cicatrizacion. Se concluye que extracto hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera
rosea Ait. “Chupa Sangre” ha demostrado buen perfil de seguridad irritante y
actividad cicatrizante.

Palabras clave: perfil de seguridad, irritacion dérmica, cicatrizante.
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ABSTRACT

This research study has been carried out with the aim of evaluating the in vitro
dermal irritation safety profile using the Het-Cam scientific method. And healing
activity of master formulations made from the hydroalcoholic extract of the leaves of
Chupa Sangre (Oenothera rosea Ait.). Method: The present research work is
experimental, prospective, and was developed in the laboratories of the Faculty of
Pharmacy and Biochemistry of the Wiener University. The sample was obtained in
the region of Pasco province of Pasco in the town of Huariaca and located at an
altitude of 2 941 meters above sea level. After harvesting the plant, it will be dried
at room temperature for 5 days, then it was crushed using a steel grinder. To
evaluate the irritating activity, the HET-CAM method was used and to determine the
healing activity, the incised wounds method was determined. The extract was tested
for solubility and photochemical analysis. Result: Present solubility in water and
ethanol, it was evident the presence of secondary metabolites such as: Phenols,
flavonoids, tannins, alkaloids and anthraquinones. Gels were prepared at a
concentration of 0.5 % and 1 %, demonstrating that they are mild irritants (ll, 2.66
and 4.38). For the healing activity it was necessary to form 4 working groups
consisting of 8 rats each group, the G1 was administered distilled water (negative
control), G2 and G3 were the samples to be treated and G4 was administered
Cicatricure (positive control), Conclusion: they showed that for the healing activity
the concentrations G3 (0.5%) and G4 (1%) presented Good healing performance,
however, the positive control achieved better healing. It is concluded that
hydroalcoholic extract of the leaves of Oenothera rosea Ait. "Chupa sangre" has a
good profile of irritating safety and healing activity.

Keywords: safety profile, dermal irritation, healing.
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. INTRODUCCION

Un proceso de irritacion es una alteracion fisiologica, la cual puede estar
acompafnada de edema (inflamacion) o eritema (enrojecimiento) de la piel
provocada por algun agente bioldgico, quimico o fisico, medicamento o
cosmeético. Algo mas grave y complicado es la irritacion ocular la cual altera
la fisiologia de las membranas oculares, pudiendo ocasionar opacidad
corneal, quemosis, secrecion o dolor. Por ultimo, la sensibilizacion es el

proceso por el que las células se hacen sensibles a la accion de un agente.

En Europa existe una carrera comercial para obtener productos cosméticos,
continuamente se esta probando ingredientes en férmula para obtener
productos naturales novedosos y no son irritantes para la administracion en
el ser humano. respecto a esta tendencia, los laboratorios de la industria
cosmética se encuentran en las busquedas de los ingredientes de origen
vegetal para ser agregados en sus formulaciones. Sin embargo, en nuestro
pais son muy escasos los estudios de investigacion enfocados en productos
cosmeéticos a base de extractos vegetales, siguiendo las normas de

seguridad y eficacia. (1)

Actualmente, los laboratorios de investigacién en el mundo se han visto en
la necesidad de implementar el ensayo de la membrana corioalantoidea del
huevo de gallina, HET-CAM) para determinar la evaluacion de irritacion
ocular ocasionada por productos cosméticos; por la rapidez, sencilles,

sensibilidad, facil de ejecutar y su bajo costo. (2)

Peru, es un pais con pocos métodos alternativos para evaluar toxicidad; sin
embargo, las regulaciones globales requieren que la investigacion cientifica
incluya toxicidad y funcionalidad de los productos cosméticos, evalue
utilizando métodos alternativos al uso de animales de laboratorio.

El método HET CAM para la evaluacion de la irritacidn, aun no ha sido

implementado en los laboratorios peruanos de investigacion, por lo cual



consideramos que el presente trabajo es pionero en nuestro medio, y la
implementacién de la técnica para productos cosméticos.

Situacion problematica

La medicina tradicional en el Peru, se basa en la utilizacion de plantas
medicinales con la finalidad de preparar remedios caseros para calmar las
molestias, con la finalidad y el hecho de utilizar una crema, o aplicarse un
gel, si no se elige los las sustancias adecuadas y estos deben tener una
concentracion establecida, para que estos no se conviertan en un atentado

contra la salud, ocasionando un sin fin de trastornos potenciales para la vida.

En el Peru las industrias cosméticas y la medicina tradicional se basan en la
utilizacion de aceites, extractos, tinturas, para la elaboracion de sus
productos y estos son aplicados a las personas que las requieren en algunas
ocasiones causandoles irritacion, en algunas ocasiones empeora sus
padecimientos y enfermedades que en algunas veces se vuelven mas
graves por la misma aplicacion de concentraciones desconocidas. Debido a
estos problemas la presente investigacion se abordo con la finalidad de dar
a conocer concentraciones optimas e ideales logrando la mejoria de las
dolencias. Y a la vez identificacion y proporcionar los beneficios para la
salud.

Para realizar una evaluacion de las nuevas formas farmacéuticas e indicar
la farmacotoxicidad de las muestras vegetales, en la mayoria de los ensayos
se vienen realizando en animales que durante los estudios sufren dafos
irreversibles, con el fin de garantizar la inocuidad del farmaco o de un
producto cosmético (4). Draize describio en 1994 una prueba que evalua los
eventos toxicos a este nivel e identifica la irritacion causada por productos
quimicos, farmacos y cosméticos. Desde su introduccion, la prueba ha sido
criticada. Sobre todo, por razones éticas y cientificas, esto ha impulsado la
busqueda de nuevos métodos alternativos direccionados a eliminar
defectos, basadas principalmente en la reduccion del numero de animales
utilizados, mejorando la metodologia y sustituyéndola por métodos de

ensayo in vitro. (1)



Las técnicas de pruebas de laboratorio tienen beneficios potenciales en las
pruebas in vivo debido a su velocidad, la facilidad de aplicacion y la cantidad
que terminan facilmente, ensayos in vitro tienen ventajas potenciales frente
a los ensayos in vivo debido a su rapidez, también ayudan a reducir el
numero de animales experimentales con alivio del dolor y dafios causados.
La prueba de irritacién de los ojos (HET-CAM) se utiliza para evaluar las
irritaciones potenciales que pueden ser causados por productos cosméticos,
utilizando huevos de gallina sobre la capa corioalantoidea, donde las
arterias, venas y capilares. (2) El nivel de irritacion de la piel se evalua a
través del sufrimiento de la inflamacion. EI momento de la apariencia y el
tamano del dafio es la aparicion del material estimulante en la evaluacién
(hemorragia, lisis vascular y coagulacion). (3)

por diferentes factores o agentes agresores.

En Peru la mayoria de las lesiones pueden ser leves, graves y severas; a
consecuencia de ello muchos personan se encuentran en peligro
dependiendo de las patologias como el caso de los pacientes con debates
mellitus.

Esta problematica nos permite plantearnos la siguiente pregunta de

investigacion.

Planteamiento del problema

¢, Cual sera el perfil de seguridad de irritacion dérmica in vitro mediante el
método de HET CAM y la actividad cicatrizante de formulaciones magistrales
(geles) elaboradas con el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera

rosea Ait “Chupa sangre™?

Marco teérico referencial

Aspectos botanicos y farmacolégicos de Oenothera rosea Ait.

Descripcion botanica de la especie Oenothera rosea Ait.

Oenothera rosea Ait., es una planta proveniente de américa, se desarrolla
en todo el continente. Es una planta que puede encontrarse todo el afio, su
tamano es de 50 cm alto, su tallo presenta vellosidades, el tallo es recto y de

3



ella se desprende hojas anchas y alternas. Presenta caliz y sépalos de color
verde, presente corola la cual estda formada por 4 pétalos. Sus frutos
presentan una forma clavicular casi eliptica, presenta semillas con
abundantes vellosidades cubiertas de una envoltura. Presenta flores
rosadas y fucsias, una caracteristica de esta planta es que reacciona con los
rayos solares, abriendo sus flores a los fotones de luz desprendido por el sol.
Esta planta en estado silvestre se puede encontrar en la costa y en los
andes, llegando a encontrarse a una altura de cuatro mil quinientos metros

sobre el nivel del mar.

Figura 1. Especie vegetal de estudio Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre”

Clasificacién botanica de la especie Oenothera rosea Ait.
La muestra vegetal (planta completa) fue llevada al Museo de la Historia
Natural de la UNMSM vy fue determinado por el Mag. Asuncién A. Cano
Echevarria.
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Sub clase: Rosidae
Orden: Myrtales
Familia: Onagraceae
Género: Oenothera rosea Ait.



Especie: Oenothera rosea Ait.
Nombre vulgar: Chupa Sangre

Composicion quimica

Presenta una composicién en la cual pueden encontrarse unas grandes
cantidades de principios activos en los que se pueden destacar la presencia
de: flavonoides, compuestos alcaloides, derivados de las quinonas,
compuestos fendlicos, saponinas y taninos. También algunas partes utiles
como las hojas presentan en su composicion acidos esenciales como el
cafeico, cumarico y elagico. Esta planta se caracteriza por presentar en su
composicion vitaminas hidrosolubles como la vitamina C un potente
antioxidante natural por lo que la planta tiene mucha importancia botanica y
farmacoldgica. La raiz también fue estudiada por marcha fitoquimica
encontrandose la presencia de compuestos como acido galico, se estudiaron
también las semillas encontrandose acidos de tipo cis linoleico, linolenico,
palmitico, estearico, glutamico y aspartico. Las hojas contienen alcoholes
triterpenicos. (5)
A. Flavonoides
Los flavonoides son compuestos que presentan un amplio grupo de
vegetales y que estan distribuidos en muchos 6rganos de las plantas y
que presentan actividades farmacologicas potentes. Los pigmentos
pueden presentar a dosis controladas propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, venotonicos, presenta ademas propiedades
antihemorragicas, vasculo protectoras, antiespasmaddica y diuréticos. En
los ultimos afos la investigacion de la Chupa Sangre, han demostrado
propiedades antiinflamatorias, antibacterianas y antivirales (6). Esta
planta ha recibidos estudios con la finalidad de demostrar su propiedad
queladora ante diferentes iones como el hierro, tiene la propiedad de
interactuar con las prostaglandinas y leucotrienos. Se cree que los
flavonoides presentes en la Chupa Sangre, pueden modular los procesos
inflamatorios al interactuar sobre las ciclooxigenasas y diversas
citoquinas productoras de inflamacion. Hoy en dia se siguen
desarrollando estudios con los flavonoides a partir de productos naturales

y sintéticos debido a la capacidad que poseen los afillos aromaticos. (7)



B. Taninos
Son polifenoles ampliamente distribuidos en diferentes especies
vegetales de naturaleza hidrosoluble y que, en contacto con las
proteinas, tienden a precipitarlas formando cuero y curtiendo la piel. Se
conocen alrededor de 500 compuestos derivados de los taninos y estos
estan presentes en especies vegetales como: Myrtaceae, Leguminosae,
Onagraceae, Polygonaceae, Rhyzophoraceae y Fagaceae.(8) Estudios
farmacoldgicos han demostrado que posee propiedades cicatrizantes y
vasoconstrictoras, sobre la superficie de la piel y a concentraciones bajas
se puede demostrar actividad antibacteriana, en algunas afecciones
pueden actuar como bactericida o bacteriostaticas, la accion también se
ha demostrados sobre diferentes hongos por lo que tienen propiedades
anti fungicas. Se ha evidenciado la auto oxidacion de la vitamina C o
acido ascorbico, incrementa el tono muscular y actua sobre el colageno

estabilizando. (9)

Propiedades medicinales destacadas

Las hojas tienen muchas aplicaciones cuando se maceran se pueden utilizar
como cataplasmas, la administracion de esa forma se usa en luxaciones,
fracturas, trastornos reumaticos y lumbalgicos. Se pueden preparar pociones
con las hojas y alcohol para administrar en bebidas en el tratamiento de
tuberculosis, se ha descrito propiedades antibacterianas de las hojas y flores
para el tratamiento de la gonorrea, los emplastos se emplean para la
prevencion de la agregacion plaquetaria. La raiz se usa en forma de

maceraciones para el tratamiento de neumonia. (5)

HET CAM

v' Definicion de embrién. Es un organismo multicelular “En los
organismos con reproduccion sexual, la fusién de esperma y del huevo
en un proceso llamado fertilizacion, determina la formacion de un cigoto,
que contiene una combinacion de ADN de ambos padres.”

“‘Justo después de su formacién, el cigoto comienza un proceso de
division, que produce un aumento en el numero de células, llamadas

blastdmeros. Después de que comienza el proceso de diferenciacion
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celular que determinan la formacién de los diferentes 6rganos de
acuerdo con un patron establecido para dar lugar a un cuerpo final.”
“Frente a este proceso de diferenciacion celular pueden distinguir tres
etapas: la etapa de blastocito, la gastrulacion y organogénesis.”(10)

Incubacién

Son las etapas de la incubacién de los huevos fértiles: denominado al
acto por el cual los animales que ponen huevos (especialmente aves)
incuban los huevos colocandose sobre ellos para proporcionar calor
suficiente el que va dar lugar al desarrollo del embridén de los mismos.
(10)

Irritacién aguda
Llamado también estado inflamatorio o reaccion dolorosa en el
organismo provocados principalmente agentes quimicos, fisicos o del

medio ambiente tales como (el calor o la luz solar y/o ultravioleta).

Puedes sufrir de irritaciones en cualquier parte del cuerpo y en diferentes
magnitudes en 6rganos tales como (ojos, nariz) (10)

In vitro

Denominado a las técnicas controladas de experimentacién en un tubo
de ensayo en un laboratorio bajo condiciones controladas de
temperatura y humedad relativa, estas técnicas se desarrollan fuera de

organismos vivos. (10)

Membrana corioalantoidea

La membrana corioalantoidea es una capa también conocida como el
exterior del embrion derivada del sistema digestivo primitivo del
endodermo embrionario, como se encuentra en las aves y otras razas
oviparas y no oviparas, asi como en algunos mamiferos. El feto se
encuentra entre el amnios y el corion. “A medida que avanza el

crecimiento del feto, su tamafo disminuye gradualmente, convirtiéndose



en un saco alargado que surge del cuerpo del cigoto, que se convierte

en parte del parte del cordon umbilical. (10)

Prueba de Draize

La prueba de Draize es una prueba de toxicidad basada en la gravedad
creada en 1944 por un equipo de toxicologos John H. Draize y Jacob M.
Spines, de la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA).
“Existen dos variantes de la prueba: La prueba de irritacién cutanea
aguda (o prueba de Draize para piel) y la prueba de irritacion ocular
aguda (o prueba de Draize para mucosas).”

“El procedimiento, que se usaba inicialmente para probar cosméticos,
consiste en la aplicacion de 0,5 mL o 0,5 g de una sustancia de prueba
en el ojo o en la piel de un animal consciente e inmovilizado, dejarla
durante un periodo de tiempo, y después enjuagarla y tomar nota de sus
efectos.”

Los animales de experimentacion se observaron cuidadosamente
durante 14 dias en busca de signos de eritemas y edemas al realizar las
pruebas cutaneas, luego se evaluaron el enrojecimiento, la inflamacion ,
la hemorragia exudativa y ceguera en la prueba de irritacion ocular,
generalmente esta evaluaciones se realizan en conejos albinos entre
otros mamiferos y oviparos, aunque en algunas ocasiones también son
incluidos los perros, los animales son sacrificados tras las pruebas
experimentales realizadas cuando los dafios son irreversibles en la piel
u ojos, cuando estos animales no sufren dafos severos pueden ser
sujetos a someterlos a otros pruebas, para llevarlos a ser participes de
estos nuevos ensayos tienen que pasar por una limpieza y un descanso
previo para no generar alteraciones de los ensayos, la administracion de
alimentos y medicamentos incita a las pruebas, indicando que "a la
fecha, ninguna prueba o bateria de pruebas ha sido aceptada por la
comunidad cientifica como un reemplazo la prueba de Draize", de
acuerdo al caso controversial, el uso o practica de la prueba se ha dejado
de lado en los ultimos afios en Estado Unidos de América y en Europa
en ocasiones se ha venido mejorando con la aplicacién de anestesia en

dosis minima de la sustancia aprueba. (11)”



Herida

Se conocen a las heridas como lesiones del tejido producto de una lesién
por agente fisico o quimicos, las heridas son lesiones que el hombre puede
regenerar de manera natural, sin embargo, esta propiedad ya se ha perdido
y la capacidad regenerante se ha perdido (11).

El cuerpo humano solo tiene la capacidad de regenerar lentamente algunas
partes de su cuerpo sobre todo cuando las lesiones son pequefas, sin
embargo, cuando las lesiones son mayores, el proceso de renegacion se
hace nulo La cicatrizacion cutanea es un proceso reparativo complejo que
conduce a la regeneracion del epitelio y el reemplazo de la dermis por un
tejido fibroso constituido por colageno con caracteristicas diferentes al
normal. Las nuevas fibras son mas cortas y desorganizadas, por lo que la

cicatriz nunca presenta la fuerza tensora de la piel ilesa (12)
Clasificacion de las heridas

A. Clasificacion general:

v' Heridas abiertas: Se trata de una herida cuya capacidad de
cicatrizacion se ve afectada haciendo que se exponga el contenido
interno y pueda infectarse con facilidad. Se trata de heridas que
requieren tratamiento inmediato.

v Heridas cerradas: Aparentemente son las benignas, si el sistema
inmunolégico regenera con facilidad las heridas no se infecta, sin
embargo, cuando las heridas se infectan y cierran el proceso de dafo
se exacerba poniendo en riesgo la vida de los pacientes.

v' Heridas simples: Son aquellas lesiones que no provocan un dafio
grande a la piel y esta puede regenerarse sin dejar evidencia de las
lesiones.

v' Heridas complicadas: Se refieren a heridas profundas cuyo dafio
interno es muy importante, provoca ruptura de tendones, vasos

sanguineos llegando a perforar visceras. (13)

B. Clasificaciéon segun el elemento que las produce son:



Heridas cortantes o incisas: Los objetos afilados como latas, vidrios,
cuchillos, que pueden seccionar musculos, tendones y nervios. Los
bordes de la herida son limpios y rectos, la cantidad de la sangre
depende del lugar y el numero de los vasos sanguineos afectados.
Heridas punzantes: se produce por cosas agudas como clavos,
agujas, anzuelos o mordeduras de serpientes. La herida es dolor, el
sangrado puede ser muy raramente y el agujero de entrada es poco
notorio; es considerado como peligroso porque puede ser profundo la
mas peligrosa porque puede ser profunda, haber perforado visceras
y provocar hemorragias internas. Son heridas de facil infeccién, ya
que la limpieza de la herida se dificulta o no es soportada como debe
ser. Las complicaciones conjuntas son tétanos.

Heridas corto punzante: Son causadas por objeto con filo y
puntiagudo como cuchillos, lanzas, tijeras, estas heridas son internas
llegando a perforar huesos.

Heridas laceradas: provocan el desagarro de la piel o musculos, se
produce por objetos planos con filo acerrado.

Raspaduras, excoriaciones o abrasiones: También Illamadas
raspones o escoriaciones, se trata de heridas que en la piel producen
perdida de tejido, son lesiones extensas a lo largo de la piel. (14)

Cicatrizacion

Definicion

Cuando la dermis y la epidermis se dafian, el cuerpo humano tiene la

propiedad de regenerarlo, a este proceso se llama curacion, la cicatrizacion

en un proceso natural con el cuerpo para hacer le frente a las lesiones o

ruptura de tejidos, en la cicatrizacion se producen una serie de procesos

quimicos y bioquimicos con la finalidad de reparar el tejido. Estos procesos

naturales se anteponen uno al otro formando las diferentes fases de

regeneracion o cicatrizacion: inflamatoria, proliferativa, y de remodelacion.

Para entender mejor se define estos términos. (15)
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Proceso de cicatrizacion
Fase I: Respuesta inflamatoria

Cuando ocurre una lesion, se produce un proceso inflamatorio, se produce
la migracion leucocitaria y este proceso desencadena en enrojecimiento
fiebre y dolor de la zona afectada, en esta etapa se produce un cierre de la
parte afectada, un coagulo que mantiene unido las areas lesionadas. Los
coagulos estan formados por una malla de fibrina, con la adicién de
plaquetas, entre otras células plasmaticas, asi como glébulos rojos,

proteinas, componentes sanguineas, y anticuerpos (4)

Los componentes del plasma, como los leucocitos y monocitos en
descomposicion, se transforman en macrofagos para participar del proceso
de eliminacion de desechos celulares, microorganismos fagocitados,
neutrofilos extrafos y extracelulares y los tejidos se mueven desde el borde
de la piel a través de la incision para cerrar la superficie. De la herida se
desarrolla en fibroblastos. Al mismo tiempo, los fibroblastos ubicados en los
tejidos conectivos profundos comienzan a moldear el tejido no epitelial.
Promueve la formacién de una costra sobre la superficie dafiada, para sellar
la salida de fluidos que provocan invasion bacteriana. (14)

Fase Il: Migracion y proliferacion

Es la segunda etapa del proceso de cicatrizacién que se estima una duracion
de 3 a 4 semanas, el coagulo se transforma en una capa comunmente
denominada costra, los fibroblastos se mueven debajo para debajo para
cubrir la herida. Las enzimas de la sangre y las células de los tejidos
circundantes, los fibroblastos forman colageno y matriz (fibrina, fibronectina).
Estas sustancias hacen que los fibroblastos se adhieran a la matriz. Los
fibroblastos contienen miofibroblastos con propiedades de musculo liso que
promueven la contraccion de la herida. La acumulacion de colageno
comienza alrededor del quinto dia y aumenta rapidamente la resistencia a la

traccion de la herida. Los aminoacidos de plasma son responsables de
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fortalecer las actividades moviles basicas para sintetizar los tejidos fibrosos

durante este periodo de curacion.

Cuenta con la fase de gran popularidad de las células epiteliales en la
concha, la acumulacion de fibras de colageno en un modelo aleatorio y
mantiene el desarrollo de los vasos sanguineos. Presenta eclosién, tanque

de colageno, formacion de tejido de granulacion y eliminar la herida. (14)

En el proceso de angiogénesis, nuevos vasos sanguineos evolucionan a
partir de células endoteliales. Durante la granulacion y fibroplasia, los
fibroblastos crecen y forman una nueva matriz extracelular mediante la

secrecion de colageno y fibronectina. (14)
Fase lll: Maduraciéon o remodelacion

Durante esta fase, la piel comienza a demostrar cambios y reparacion, esto
se debe a la accion del colageno los vasos sanguineos se van recuperando
poco a poco gracias a los fibroblastos. Inicialmente la recuperacion es lenta,
pero al pasar los dias ya se ve una recuperacion mayor de la herida,

En el proceso de la cicatrizacion normal ocurre por contraccion de la herida
en periodos largos de semanas y en algunos casos hasta meses. Cuando
aumenta la densidad del colageno disminuye la formacién de vasos

sanguineos nuevos y de tejido cicatricial toma una coloracién débil. (14)

Por lo tanto, los fibroblastos y productos, como las proteinas de colageno y
los minerales, asi como los vasos sanguineos, son los principales factores

responsables de las heridas adultas.

Las cicatrices a medida que van madurando, se torna a una coloracion rojiza
debido a que disminuye la densidad de capilares. Asi mismo muchos de los
vasos sanguineos que se forman durante la fase proliferativa se desintegran
como consecuencia de un fendbmeno denominado apoptosis. Cuando ocurre
muerte celular programada, es probable que este regulada por una variedad
de moléculas de fondo, como las trombospondias 1 y 2, y varios factores
antigénicos, como la angosturina, endostatina y angiopoyetina 2. Asimismo,
la cantidad de fibroblastos se reduce y caracterizada asi por la ausencia de
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apéndices dérmicos. Se plantea la hipdtesis de que la ausencia de pelo en
las cicatrices se debe a que el callo no se da el microambiente o ubicacién
adecuada que requiere la célula madre responsable de la formacion de
apeéndices para sobrevivir. (15)

Tipos de cicatrizacion

A. Primera intencion o cierre primario.

“Es aquella que se da en las heridas muy superficiales, que no traspasan
la dermis, se produce un cierre primario espontaneo por la toma de
contacto de sus bordes, mientras que en las que existe una clara
separacion de éstos solamente la accion quirdrgica (sutura de la herida)
puede conseguir este cierre primario.” Para que puede producirse el
cierre primario, es necesario que se cumplan las condiciones siguientes:

- Que la herida no se infecte

- Que se produzca un proceso de hemostasia perfecto

- Que los bordes sean uniformes

- Que la herida sea cerrada de manera uniforme por los pliegues

lacerados (16)

B. Cierre secundario (segunda intencion)
Es un tipo de cierre no uniforme, se lleva a cabo con bordes separados,
el dafo fue tal que la herida dejo un desplazamiento del tejido que no le
permitié un cierre primario, en este proceso se produce un llenado de la
parte descubierta. A este proceso de relleno se le denomina proceso de
granulacién. Con este proceso se completa la parte faltante de tejido y se
favorece la cicatrizacion (16)

C. Cierre terciario (tercera intencion)
Se produce cuando se induce de manera manual o quirurgica al cierre de
la herida, las suturas son el ejemplo clasico de cierre terciario. La finalidad
de este proceso es acelerar la cicatrizacion y no exponer la parte interna

al medio ambiente. (16)

Factores que retardan la cicatrizacion
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1)

2)

3)

4)

Medicamentos

- Corticoides: Son farmacos que van a provocar la disminucion del
proceso inflamatorio ademas provoca que el organismo genere
fibroblastos los cuales iran a tapizar las heridas produciendo una neo
vascularizacion y reepitelizacion.

- Citotéxicos: Tienen la funcion principal de reducir la proliferacion
celular.

- Anticoagulantes: Son farmacos que retardan la formacion de coagulo
en la herida, factor importante para el inicio de la cicatrizacion.

Raza

Las cicatrices en pacientes de raza negra son mas propensas a la
hipertrofia del tejido cicatrizado que en la raza blanca; entre la raza blanca
y los individuos rubios tienen probabilidades de cura que los morenos. Se
observa mayor tendencia a la hiperpigmentacion tras la escision de la

piel, episodica o quirurgica.

Edad

En los ancianos provoca una disminucién de la funciéon pulmonar y
cardiovascular, lo que provoca una disminucién de la circulacion vy el
suministro de oxigeno, y una disminucion del crecimiento de los
fibroblastos y la produccion de colageno. La piel se debilita debido a la
pérdida de elasticidad y firmeza de los tejidos.

Nutricién

Para este fin, se deben de encontrar aminoacidos, algunos cofactores
vitaminicos y proteina. La deficiencia de proteinas puede reducir los
vasos sanguineos, sintesis de colageno, multiplicaciéon celular y
reparacion de las heridas. De manera similar, diferentes minerales son
importantes para la cicatrizacion; asi como el zinc es un cofactor en la
sintesis de proteinas y en la proliferacion celular. Vitaminas: Una buena
alimentacion asume una mezcla de vitaminas que promueven el proceso
de cicatrizacion:

- La vitamina A, para la sintesis de colageno y para la epitelizacion.
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- La vitamina B, entre ellas la tiamina, riboflavina y piridoxamina, son
cofactores para el enlace cruzado de colageno.

- Lavitamina C, también es de importancia critica para el enlace de las
fibras colagenas.

- La vitamina K, es necesaria para la sintesis de factores de
coagulacion I1, VII, IX, y X. Su deficiencia se acompafa de hemorragia

y de mala cicatrizacion.

5) Tensién del oxigeno

Es un proceso que tiene la finalidad de acelerar el proceso de
cicatrizacion, mediante el oxigeno se favorece a prevenir los procesos de
muerte celular (isquemia) se favorece la formacion y sintesis de
sustancias como el colageno. El oxigeno retrasa la accion de los
microorganismos en la herida por lo tanto el tiempo de curaciéon
disminuye. Mediante esta técnica se puede evitar el dolor, la presencia
de calor y sensacion de inflamacion, asi como la migracién leucocitaria.
(17)

Antecedentes

Antecedentes internacionales

Diaz L. (2019) en su tesis titulada, evaluacion de la permeacion y la irritacion
ocular y dérmica de una mezcla de ramnolipidos a través de metodologias
in vitro. Objetivo: contribuir al perfil de seguridad de una mezcla de
ramnolipidos obtenida comercialmente con perspectivas de uso en la
industria cosmética. Material y método metodologias in vitro, fue evaluado
su perfil de permeacion empleando celdas de Franz con montajes de piel de

cerdo que fue sometida a evaluacion histologica para valorar la irritacion
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dérmica junto con cultivos celulares; adicionalmente la irritacion ocular fue
estimada a través de HET-CAM y RBC. Se logré determinar la afinidad de
los ramnolipidos por el estrato corneo en donde quedd principalmente
retenido (94.2%). Se disefid una escala para valorar los cambios
morfoldgicos celulares, utiles en la determinacién del potencial de irritacidon
dérmica, demostrando que los ramnolipidos no inducen mayores
alteraciones histolégicas, Conclusiones: Los estudios de citotoxicidad
cutanea mostraron mayor variabilidad con los biosurfactante que con otros
tensoactivos, lo que también se muestra en la evaluacion de la irritacidén
oftalmoldgica, mostrando apoyo para el uso de esta sustancia, por otro lado,
las pruebas como HET CAM y RBC, asi como al ser practico y accesible,
sirve como una buena fuente de informacion de seguridad a nivel oftalmico,

gracias a su asociacion con SGA(RBC).(18)

Guaita M. (2018) en su tesis titulada, determinacion de las actividades
fotoprotectora, genotdxica y de irritacion ocular in vitro del extracto
hidroalcoholico de Lippia scorodonioides, Objetivo: Determinar la actividad
fotoprotectora in vitro del extracto hidroalcoholico de Lippia scorodonioides
a 20, 200 y 2000 ppm asi como la capacidad del extracto para causar
irritacion ocular y genotoxicidad a diferentes concentraciones siendo la
maxima 500 ppm, Material y método, a través del tamizaje fitoquimico se
evidencia la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides . El extracto
seco de Lippia scorodonioidesse se obtiene por un proceso de concentracion
y posterior secado del extracto hidroalcohdlico. El contenido de fenoles y
flavonoides totales, capacidad antioxidante, (utilizando DPPH), (FPS) se
miden por métodos espectrofotométricos. La capacidad de irritacion de los
ojos se determino por el método de HET CAM y CAM-TBS, Conclusién: El
extracto hidroalcohodlico de Lippia scorodonioides no presento irritacion en
los ojos, ni capacidad de inducir genotoxicidad. (19)

Fernandez A. Gonzales M. et al (2016) En la revista titulada evaluacion
de la toxicidad ocular in vitro de los colirios fortificados antibioticos
elaborados en los servicios de farmacia hospitalaria. Objetivo: evaluacion
de la toxicidad ocular in vitro de los colirios fortificados antibioticos
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elaborados en los Servicios de Farmacia Hospitalaria. Material y método se
realiz6 un estudio experimental in vitro para evaluar la toxicidad de los
colirios de gentamicina, Amikacina, cefazolina, ceftazidima, vancomicina,
colistimetato de sodio e imipenem-cilastatina en el que se ha evaluado su
citotoxicidad y la irritacidn tisular aguda. Los ensayos celulares se realizaron
sobre queratocitos estromales humanos, mediante la utilizacion de un
sistema biosensor de impedancia celular [(xCELLigence Real-Time System
Cell Analyzer (RTCA)] y los ensayos de irritacion ocular mediante el ensayo
Hen’s Egg Test. Todos los colirios, excepto vancomicina e imipenem, han
mostrado un efecto citotoxico de concentracion y tiempo dependiente,
siendo las concentraciones mas altas y los tiempos mas prolongados los que
provocan un descenso mas pronunciado en la poblacion de queratocitos
estromales. La vancomicina muestra un importante efecto citotoxico inicial
que devuelve en el tiempo y el imipenem se muestra en forma de un
compuesto no toxico para las células estromales. Los vehiculos que tienen
un efecto de irritacion mas grande para la superficie del ojo son la
gentamicina y la vancomicina. Los colirios anti infecciosos elaborados en los
Servicios de Farmacia Hospitalaria estudiados se muestran como
compuestos potencialmente Citotoxicos para la superficie del ojo, que
depende del enfoque del usuario. (20)

Antecedentes nacionales

Celestino F. Llacsa L. (2018). En la tesis titulada evaluacion de irritabilidad
ocular in vitro mediante el método de HET- CAM en cremas para contornos
de ojos con registro sanitario y sin registro sanitario comercializados en el
distrito de la victoria — la parada — Lima con el Objetivo de comparar el nivel
de irritacion de las cremas de contorno de ojos con registro sanitario y sin
registro sanitario de una variedad de marcas, la cantidad de cremas
analizadas fueron de 5 unidades por cada grupo de estudio, las

mencionadas muestras fueron conseguidas en el centro comercial la parada
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del distrito de la victoria en la provincia de lima, debido a la demanda de
distribuidores de productos de belleza y de aseo personal, la Metodologia a
sido basada en el protocolo 108 de las técnicas in vitro en toxicologia
(INVITTOX) que consiste en el estudio de reaccion de variantes de ensayos
sobre la membrana corioalantoidea en los huevos de gallina para
determinacién de la irritacion ocular Los Resultados: La irritacion potencial
de diez formulaciones de cremas para contornos de ojos comercializadas
con registro sanitario y sin registro sanitario son altamente irritantes para el
contorno de ojos por lo que representa el 80 % de riesgo para las personas
que utilizan, con respecto a las cremas que cuentan con registro sanitario
presenta baja irritabilidad con una representaciéon del 10% de riesgo.
Conclusiones. En la determinacion cualitativa y cuantitativa se concluye
que las cremas con registro sanitario son conforme para la aplicacion
indicada, mientras que las cremas sin registro sanitario son un atentado por

su alto riesgo para la salud de las usuarias. (21)

Quiroz R; Moreno G. (2018) en su tesis titulada evaluacion de irritabilidad
mediante el método de HET- CAM, de gel elaborado con el extracto
hidroalcohdlico de las hojas Phymatosorus grossus (calaguala)
proponiéndose como Objetivo. Se ha evaluado el indice de irritabilidad del
gel elaborado con extracto hidroalcohdlico elaborado con hojas de
Phymatosorus grossus(calaguala) la Metodologia utilizada fue analitico,
transversal aplicando el disefio de tipo experimental, los indicadores de
referencia para la determinacion de indice de irritabilidad fueron, hemorragia
lisis coagulacion para determinar la irritabilidad se utilizaron 55 huevos de
gallina fértiles los cuales fueron distribuidos en 11 grupos de estudio, los
cuales se trataron como control positivo, blanco, con solventes y otros con
los extractos hidroalcohdlicos a concentraciones de prueba a 5%, 2%, 1% vy
0.5% también se llegd a formar un grupo para la evaluacion de gel al 1% y
el otro con gel al 0.5% elaborados con extracto hidroalcohdlico de calaguala
en cada uno de los grupo se ha utilizado 5 huevos fértiles de gallina, se
controlaron los tiempos de hemorragia, lisis y coagulacion mediante el
método HET — CAM se determin6 que los extractos son muy solubles en

agua y alcohol, solubles en metanol y poca solubilidad en otros solventes
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como acetona, se determinaron metabolitos secundarios, Los Resultados:
con el método HET — CAM, para el extracto hidroalcohdlico de calaguala se
demostré que a concentraciones de 1% y 2% han sido clasificados como
irritante moderado alcanzando un valor de 5.25 y 8.78 sin embargo a la
concentracion de 0.5% alcanzo un valor de 2.54clasificado como irritante
leve, para el caso de los geles preparados a concentracion de 1% presento
un indice de irritacion moderado de 5.96 a comparacién con el gel de 0.5%
ha demostrado un indice de 0.96 clasificado como no irritante,
Conclusiones los geles a base de extracto de las hojas de calaguala a
concentracion de 0.5% ha demostrado un indice de irritabilidad leve el cual
ha sido clasificado como el mas indicado en funcién a su concentracion para
la preparacion de formas farmacéuticas o galénicas o hasta inclusive

preparado magistral. (22)

Rivera M. (2017) En su trabajo de investigacion con titulo actividad irritante
ocular in vitro por el método HET- CAM, del extracto etanolico de la raiz y
hojas de Rumex crispus L. Cuturrumasa se propusieron el Objetivo,
determinar la actividad irritante del extracto etanolico de la raiz, tallos y hojas
de Rumex crispus, con la aplicacion del Método de HET — CAM, se logro
aislar metabolitos metabolitos primarios y metabolitos secundarios cabe
mencionar que se llegaron a preparar 4 disoluciones al 5%, 2%, 1% y 0.5%
para las muestras de estudio de raiz, tallo y hojas, se llegaron a empelar
grupos control con hidréxido 0.1 N Lauril sulfato de sodio 1% y suero
fisiologico, ademas de ello también se ha evaluado la actividad del solvente
en la membrana corioalantoidea de huevos fértiles de gallina doméstica,
previo al proceso de incubacion artificial de 9 dias, en este prueba ha
permitido corroborar que la dilucion de 0.5% del extracto etanolico de las
hojas de Rumex crispus L. Cuturrumasa, los Resultados se ha podido
demostrar que no produce roctura de la membrana corioalantoidea, el indice
de irritacion menor a 0.9 es para la raiz y tallo si producen irritabilidad mayor
de 1.0 en todas las concentraciones , Conclusiones. se puede concluir en
el presente trabajo de investigacién que los indices de irritacion obtenidos
con el 0.5% de extracto hidroalcohdlico de las hojas de Rumex, se considera
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como no irritante y contribuye en la seguridad y la eficacia para los usuarios
(23)

Mayta M. (2018) en su tesis titulada estandarizacion y validacion del método
HET-CAM para determinar irritabilidad oftalmica en champus para bebes.
Proponiendo el Objetivo: estandarizacion y validacion de la prueba de
irritabilidad oftalmica in vitro, utilizando el Método de irritacion de la
membrana corioalantoidea por medio de tincion con azul de tripan (CAM-
TBS) Para evaluar champus destinados a bebes, comercializados en Peru.
Material y método: se evaluaron tres marcas (a,b,c) de champus para bebes,
de formulaciones similares, la estandarizacién y la validacion del método se
realizo en el laboratorio de Toxicologia y Quimica Legal; en la validacion del
meétodo HET-CAM cualitativo y cuantitativo (CAM-TBS) se utilizé la marca
de champu y se evaluaron para proceso de validacion tener en cuentas los
siguientes parametros Linealidad, precision y exactitud; y para la aplicacion
del método HET-CAM cualitativo y cuantitativo se evaluaron los indices de
irritabilidad (1.1) de las tres marcas de champus para bebes. Los Resultados
los parametros han sido sometieron a pruebas estadisticas demostrando el
meétodo in vitro HET-CAM cualitativo y cuantitativo (CAM TBS) propuesto
para medir la irritabilidad oftalmica es lineal (correlacion positiva y
significativa R=0.998) Preciso (precision intermedia: CV dia uno =1.185, CV
dia dos 1,887, prueba de Levene p=0,054=0,05y t de Student p=0,926=0,05
para dos analistas; Repetibilidad: CV=2.7% y p=0,988=0,05 que indica que
no existe diferencia significativa) y exacto ( correlacién de Pearson R= 0,99;
no existe diferencia significativa entre concentracion y porcentaje de
recuperacion p=0,06=0,05) por otro lado los indices de irritabilidad (1.1)
Obtenidos clasifican a los champus como el champu A resulta ser no irritante
(0,064081+ 0,010015 <0,100 nmoles/mg). El champu B y el champu resultan
ser irritantes severos (0,202561 + 0,004578 > 0,150 nmoles/mg y 0,184801
+ 0,005363 > 150 nmoles/mg respectivamente). Conclusion se estandarizo
la prueba de irritabilidad oftalmica in vitro utilizando el método HET — CAM,
Cualitativo y cuantitativo determinandose las condiciones Optimas para su

aplicacion. (24)
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Ramos C, Villegas B (2015) En la presente tesis de investigacion titulada
determinacién de la actividad cicatrizante de las sumidades floridas de
Oenothera rosea en extracto y gel aplicado en heridas producidas
experimentalmente en animales de laboratorio pertenecientes a la especie
de rattus novergicus teniendo como Objetivo principal de la investigacion
determinar la actividad cicatrizante de las sumidades floridas de Oenothera
rosea en extracto y gel aplicado en heridas producidas experimentalmente
en animales de laboratorio, Metodologia para el desarrollo de la presente
investigacion se ha obtenido tres extractos mediante el método de soxhlet,
utilizando como solventes en combinacion de éter de petroleo, cloroformo y
de alcohol etilico, para poder analizar cual de los mencionados extractos
tiene mejor eficacia bajo una estricta evaluacion, los mencionados extractos
fueron combinados con una base de carbopol al 20% para la obtencion del
gel en los Resultados en la evaluacion estadistica se ha demostrado al gel
con extracto de alcohol etilico presenta la mayor eficacia cicatrizante frente
a su control, en la demostracion de la actividad cicatrizante se ha trabajado
con tres grupos, conformados por 5 animales de laboratorio a los que se les
realizo los cortes, a dos grupos para el tratamiento y un grupo como control
la dosis para evaluacion son dos aplicaciones por dia, por el lapso de 10 dias
consecutivos, para demostrar la eficacia se usa los estadisticos de ( prueba
t y analisis de varianza) concluido esta etapa podemos mencionar que los
extracto con 130.77% vy el gel con las sumidades floridas de Oenothera
rosea (Yawar concha) con 111.54% tienen eficacia cicatrizante significativa
frente a su grupo control después de la comparacion entre grupos (test de
turkey) se llega a la siguiente Conclusién, cabe resaltar que los extractos
de Oenothera rosea (Yawar concha) que se aplicd sobre heridas en ratas
practicadas en el laboratorio presenta mayor efectividad cicatrizante frente a
la sustancia control que deberia contar con mayor eficacia por ser una forma
farmacéutica comercial autorizada con registra sanitario tiene una gran

desventaja (25)

Celestino K, Lépez J. (2018) En esta investigacion se ha evaluado por el
efecto del gel cicatrizante a base del extracto etandlico de las hojas de ortiga
(urticaria Urens L) y extracto etandlico del mucilago de sabila (Aloe Vera (L)
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Burn) en ratas albinas, Objetivo se comprobo el efecto cicatrizante de los
metabolitos secundarios del extracto etandlico de la ortiga (urticaria Urens L)
y del mucilago de sabila (Aloe Vera (L) Burn) en ratas albinas, cuando los
animales son anestesiados se realiza las escisiones en la parte posterior de
cada forma descrita el Método descrito por Nayak y Col 2005 (publicacion
validada en PubMed), luego se marcé el area de la escision de
aproximadamente 1x1 se procedié a realizar los cortes con un bisturi de
acero inoxidable, luego de la generacion de los cortes. Con la aplicacion
diaria de las muestras en su enfoque y a diferentes concentraciones y
volumenes, la medicion de las areas de cierre de las heridas, se realizan a
los 0, 7, 14. 21, 28 dias, en los Resultados se llego a identificar metabolitos
secundarios, alcaloides, glucodsidos, flavonoides, antraquinona, se cuantifico
la presencia de flavonoides totales en ambas muestras se encontro
2.95mg/mL para ortiga, y 0.07mg/mL para la sabila. Conclusiones durante
el proceso experimental se demostré que el extracto etandlico de ortiga de
ortiga (urticaria Urens L) y extracto etanodlico del mucilago de sabila (Aloe
Vera (L) Burn) presenta actividad de curacion en ratas albinas demostrando
que la variabilidad de concentracion nos da la dosis adecuada para el
tratamiento, las dosis y concentraciones del gel a base de extracto etandlico
de la ortiga (urticaria Urens L) y extracto etandlico de sabila (Aloe Vera (L)
Burn) tiene actividad cicatrizante, la concentracion del gel C ortiga al 10% y
sabila al 20% alcanzaron el nivel mas alto de cicatrizacion llegando al 95%
del cierre de la herida, prueba que existe un significado comparativo con el
control positivo (cicatrin®) por via tépica.(26)

Importancia y justificaciéon

Es importante para los investigadores, ya que, propone nuevos métodos de
analisis, asi como procedimientos innovadores a los ya existentes, con la
finalidad de fomentar el reemplazo de animales de experimentacion por
meétodos alternos cuyos resultados sean muy similares a los anteriores. Las
legislaciones modernas justifican el empleo de métodos alternativos y en la
universidad aplicamos el método de ensayo de HET- CAM, para
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procedimientos dérmicos y oculares solicitados en la industria cosmética y

poco a poco en la industria farmacéutica en las formas farmacéuticas

oculares por instilacion.

El presente estudio de investigacion cientifica es justificado en los siguientes

campos de aplicacion.

O

Salud: todas las especies vegetales con propiedades medicinales,
son empleados con fines de tratamiento paliativos, desde hace
muchos afos, esto hizo que se vaya profundizando en el estudio y
conocimiento de la biodiversidad de plantas medicinales, que poseen
propiedades curativas y esto motiva a investigar para utilizar nuevos

meétodos de extraccion y formulacidn de nuevos productos.

La organizacion mundial de la salud incentiva el uso de la medicina
tradicional, entre otras alternativas cuando estas han demostrado su

aplicacidon segura y efectiva en pacientes con un riesgo minimo.

Socio economico: Actualmente se ha incrementado el uso de plantas
medicinales, teniendo en cuenta que la poblacién que mas usan es
aquellas de estrato econdmico bajo. A partir de ello se ha podido
elaborar diferentes formas farmacéuticas (gel, unguento, pomada,
etc.) a los cuales tienen acceso, sin tener en cuenta lo perjudicial que
podria ser al no saber a qué concentracion es recomendable usar en
el caso de que se aplique cerca del ojo. A raiz de ello se eligio el
estudio de la especie vegetal “Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre”.

Objetivo de estudio

Objetivo principal

O

Demostrar el perfil de seguridad de irritacion dérmica in vitro y la
actividad cicatrizante de las formulaciones magistrales elaborada con
el extracto hidroalcohdlico de las hojas de “Oenothera rosea Ait.
“Chupa sangre” mediante el método HET CAM.
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Objetivo especifico

1. Verificar el perfil cualitativo fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de “Oenothera rosea” Ait. “Chupa sangre”

2. Elaborar una formula magistral gel a base del extracto hidroalcoholico de
las hojas de “Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre” con actividad
cicatrizante.

3. Determinar el indice de irritabilidad de la férmula magistral (gel) con el
extracto hidroalcohdlico de las hojas de “Oenothera rosea Ait. “Chupa
sangre” por el método HET- CAM.

4. Comprobar el efecto cicatrizante de la formula magistral gel de extracto

hidroalcohdlico de las hojas de “Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre”.

Hipo6tesis de investigacion

La formulacidon magistral elaborada con el extracto hidroalcohdlico de las
hojas de “Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre” presenta un perfil de
seguridad (método de HET CAM) y actividad cicatrizante (método de heridas

incisas).

Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Enfoque y disefo de la investigacion
El presente trabajo es de tipo Cuali-cuantitativo.

- Aplicada: Experimental (Evaluacion farmacoldgica)
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2.2

Analitico: Evaluacion de la composicién quimica que presento el
extracto y se pudo deducir como influye este en el proceso de
cicatrizacion, asi como en la actividad irritante.

Descriptivo: los hallazgos que se encontraron en la investigacion
fueron documentados

Experimental: Mediante la introduccion de huevos de gallina
fertilizados y animales de experimentacion para determinar la
actividad irritante 'y cicatrizante, y utilizando diferentes
concentraciones del extracto hidroalcohdlico.

Transversal: El proceso analitico y experimental se desarrollé bajo
un cronograma estricto desde abril 2018 a mayo del 2019.

Segun su disefio es de tipo experimental; es decir, se empled un grupo

experimental y grupo de control. Por otro lado, la investigacion se

desarrollé en un determinado afo, por lo que el estudio fue longitudinal.

Poblacion, muestra y muestreo (Criterios de inclusiéon y exclusion)

2.2.1. Poblaciéon y muestra

Se utilizaron 1 500 g de hojas frescas y limpias de “Oenothera rosea
Ait. “Chupa sangre” del distrito de la provincia de Huariaca,
departamento de Cerro de Pasco a una a una Altitud de 2 941
msnm. Con la cual se elaboro el extracto hidroalcohdlico y posterior
las formulas magistrales: geles al 0,5 % y 1 %.

30 huevos de gallinas fértiles.

32 ratones albinos machos Rattus norvegicus, de 02 meses de
edad aproximadamente con un peso estimado de
aproximadamente de 220 g (cepa Holztman), procedentes del
bioterio del instituto nacional de salud (INS) y los mismos que han

sido alojados en Bioterio de la Universidad Norbert Wiener-Lima.

2.2.2. Tamaino de muestra

Actividad cicatrizante:
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2.2.3.

2.2.4.

Como el tamaino de la poblacion es infinito, y el interés esta en
estimar el diametro promedio de cierre de herida, la formula

correspondiente a este objetivo esta dada por:

2(Zg + Zp)*s®
n = d2

Donde:

Za= 1,96 percentil 95 de la distribucion Normal usada para que la
estimacion tenga un nivel de seguridad o confianza del 95%.

Z3=1,29 percentil 90 de la distribucion Normal usada para que la
potencia de la prueba sea del 90%

d= 0,1 cm es la precision o diferencia minima entre los diametros
promedios que queremos detectar como significativa (1
mm).

S=0.063 es la desviacion estandar del diametro de la herida (*).

(*) (Obtenida de Celestino Ky Lépez P. 2018). (26)

Reemplazando tenemos:

2(1.96 + 1.29)%0,063% o
B 0.12 B

n

Luego se necesitan 8 ratas en cada grupo para detectar una
diferencia de al menos 0,1 centimetros con una significancia del
5%.

Muestreo

Aleatorio simple.

Criterios de inclusion y exclusiéon

2.2.4.1. Criterio de consideracion en la inclusion

a. Se consideraron todos los huevos de gallina fértiles.
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b. Se consideraron todos aquellos que alcanzaron el tiempo
de incubacion establecida.

c. Se consideraron aquellos huevos que llegaron a formar la
membrana corioalantoidea correctamente.

d. Se consideran todas las ratas que tengan la edad de 02

meses y un peso aproximado de 220 g.

2.2.4.2. Criterio de consideracion en la exclusién
a. Se rechazaron aquellos huevos demasiado pequenos.
b. Se rechazarOn aquellos que no lograron formara la
membrana corioalantoidea.
c. Se rechazaron aquellos huevos con camara de aire muy
reducida.
d. Se rechazaran aquellas ratas que no cumplan con

especificado.
2.3. Variables de estudio
2.3.1. Variables independientes
Extracto hidroalcohdlico de las hojas Oenothera rosea Ait “Chupa
sangre”.
2.3.2. Variable dependiente

1. Perfil de seguridad de irritacion dérmica in vitro.

2. Actividad cicatrizante.

2.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

2.4.1. Método del perfil cualitativo fitoquimico
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Obtencion del extracto hidroalcohélico de las hojas de Chupa

sangre “Oenothera rosea Ait.”

Se seleccionaron las hojas frescas y limpias se dejaron secar en un
recipiente limpio; se pesaron 1 500 g de hojas de Oenothera rosea Ait
“Chupa sangre” para luego ser triturado y macerado durante 8 dias en
alcohol de 70 ° a temperatura ambiente con agitacion periodica.
Posteriormente se filtro y se dejo secar a 40 °C por 8 dias en una estufa
de aire circulante hasta obtener el extracto seco y ser almacenado en

un frasco ambar. (Ver figura 2).
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OBTENCION Y RECOLECCION
DE LA ESPECIE VEGETAL
(Oenothera rosea Ait.)

CRITERIOS DE
EXCLUSION

SELECCION Y CLASIFICACION

CLASIFICACION

TAXONOMICA

LAVADO SECADO Y PESADO

TRITURADO

MACERACION TIEMPO
PROMEDIO 8 DIAS

FILTRACION

VERIFICACION DEL
EXTRACTO SECO

PERFIL CUALITATIVO DE
ESTUDIO FITOQUIMICO

ALMACENAMIENTO
EN ENVASE AMBAR

EVALUACION DEL PERFIL
DE SEGURIDAD DE

y

IRRITACION DERMICA

METODO HET CAM EN
HUEVOS FERTILES DE
GALLINA

Figura 2. Obtencion del extracto hidroalcoholico de las hojas de Oenothera

rosea Ait. “Chupa sangre”
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Prueba de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre”

Después de obtener el extracto de las hojas de Oenothera rosea Ait
“Chupa sangre”, se procedi¢ a realizar los ensayos de la solubilidad
utilizando 10 g del extracto y 07 tubos de ensayos para incorporar

solventes de diferentes polaridades. (27) (Ver tabla 1)

Tabla 1. Solventes para la prueba de solubilidad del extracto

hidroalcoholico de las hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre”.

SOLVENTES FORMULA
Etanol C2HeO
Cloroformo CHCI3
Eter de petréleo CsH12
Butanol C4H100
Metanol CH3OH
Agua destilada H20
Ciclohexano CeH12

Analisis del perfil cualitativo fitoquimico del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa
sangre”

Fue desarrollado con el propdsito y el objetivo de determinar la presencia
de determinados metabolitos primarios y secundarios; para ello se utilizd
1 g de la muestra del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera
rosea Ait. “Chupa sangre” diluido en 20 mL de metanol (prueba de
solubilidad). Se incorporé 1 mL del extracto diluido en cada tubo de
ensayo Y luego los reactivos correspondientes.

Se desarrollaron los siguientes ensayos. (Ver tabla 01)
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Tabla 2. Analisis del perfil fitoquimico preliminar del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre”

N° METABOLITO REACCION RESULTADO CONCLUSIO
N

1 Flavonoides Shinoda V gotas + 1.0 mL de extracto hidroalcoholico + limadura Coloracién Positivo
de magnesio y X gotas de HCL concentracion. anaranjada

2 Cumarinas Hidroxido de sodio V gotas + 1.0 ml de extracto hidroalcohdlico + V Fluorescencia Negativo

gotas de hidréxido de amonio verde amarillento

3 Quinonas Hidroxido de sodio al 5 % 0.4 mL +1.0 mL de extracto Cambio de Negativo
hidroalcohdlico + Ill gotas de alcohol etilico coloracion

4 Alcaloides Dragendorff V gotas + 1.0 mL de extracto hidroalcoholico Precipitado naranja Positivo

acidificada a rojo
Alcaloides Mayer V gotas + 1 mL de extracto hidroalcohdlico acidificada Precipitado crema Positivo
Carbohidratos  Molish V gotas + 1.0 mL de extracto hidroalcohdlico + Ill gotas de Anillo violeta Positivo
H2SO4 concentracion.
7 Aminoacidos Ninhidrina V gotas +1.0 mL de extracto hidroalcohdlico + Coloracion violacea Negativo

libres y grupos

amino

calentamiento
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10

11

12

13

Triterpenoides

y esteroides

Saponinas

Glucoésidos

Compuestos

fendlicos

Taninos

Naftaquinonas
antraquinonas

y antronas

Lieberman — Burchard V gotas + 1.0 mL de extracto
hidroalcohdlico + X gotas de cloroformo + V gotas de anhidrido
acético + lll gotas de H2SO4

Agua destilada 1 mL+ 1.0 ml de extracto hidroalcohdlico +

agitacion

Baljet V gotas + 1.0 ml de extracto hidroalcohdlico +5 g de acido
picrico + 5 g NaOH 5 %

Cloruro féerrico V gotas + 1.0 ml de extracto hidroalcoholico +

agitacion

Gelatina y cloruro de sodio 1 mL + 1.0 mL de extracto

hidroalcohdlico

Borntrager V gotas + 1.0 mL de extracto hidroalcohdlico Il gotas
de NaOH 5 % acidificar con HCI y dejar en reposo, separar la fase

bencenica con adicionar gotas hidréxido de amonio

Esteroides:
Verde —azul
Triterpenoides:
Rojo —naranja

Generacion de

espuma

Coloracion

anaranjada

Coloracioén verde

azulado

Precipitado blanco

Coloracion roja

Negativo

Negativo

Negativo

Positivo

Positivo

Positivo
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2.4.2. Elaboracién de la féormula magistral: Gel

Para la elaboracién del gel se utilizd Carbapol 940 (polimero
altamente reactante), trietanolamina (polimero gelificante), agua
destilada de pH 6.9 (vehiculo).

Una vez obtenido el gel, se agrego los extractos a la concentracion
de 0,5 % y 1 % respectivamente. Los productos fueron guardados
en envases de polietileno de alta densidad protegidos de la luz y
el calor hasta la administracion en animales.

Para la elaboracion de los geles al 0,5 % y 1 % se realiz6 con las

siguientes formulas:

Tabla 3. Formula cuali-cuantitativa de las formulas magistrales:
Gel 0,5%y1%

NP Descripcion de la Unc;c;ad Cantidad
materiaprima |42 Gelal0,5% Gelal 1%
1 Carbopol 940 g 1,5 1,5
Extracto
hidroalcohdlico de
2 las hojas de g 0,5 1,0
Oenothera rosea
Ait.
3 Trietanolamina mL 0,5 0,5
4 Agua destilada mL 100 100

C.S.p.
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INSUMOS

CARBAPOL

AGUA TRIETANOLAMINA

Mezclar Carbapol en agua

Agregar Trietanolamina a

Incorporacion en agitacion
extracto hidroalcohdlico en la
solucion de carbopol + agua

la Mezcla

GEL con extracto

Almacenamiento a

hidroalcohdlico

Envasado en frascos

temperaturas
menores de 30 °C

PEAD

Figura 3. Elaboracién de las férmulas magistrales con el extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre”.
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2.4.3. Técnica para el perfil de seguridad: HET CAM

Para la presente investigacion se usaron huevos embrionados de
gallinas de la raza White Leghorn, con un peso entre 50 y 60 g.
Los reactivos empleados fueron NaCl al 0,9% para el lavado de la
membrana, asi como NaOH a 0,1 N y SDS al 1% tomados para
controles positivos.

Hemos empleado material quirdrgico oftalmico, tales como tijeras
y pinzas, lampara fluorescente para observacion de las
reacciones, lampara, guantes para el examen de los embriones,
crondmetro para tomar el tiempo, tubos de ensayos para las
pruebas de solubilidad, beaker para los precipitados vy
humectacion del carbopol, frascos de tapas esmeriladas, pipetas
de cristal, pipetas Pasteur, bandejas esmaltadas y frascos
lavadores.

Los huevos sujetos de estudio han sido colocados en la
incubadora, manteniéndolos a una temperatura de 37,5+ 0,5 °Cy
una humedad relativa de 62,5 £ 7,5%, con la respectiva camara de
aire hacia arriba y sin rotar hasta que alcanzaron los 10 dias de
incubacion, los embriones fueron revisados bajo una luz de la
lampara para poder determinar su viabilidad con el desarrollo del
estudio y en caso de los que no cumplen desechar estos por
diferentes factores que hayan interferido como rasgaduras o
aumento de la porosidad en el mismo momento se marcara con
pulmon indeleble la camara de aire una vez marcada para exponer
la membrana blanca la cual a sido previamente humedecida con
suero fisiolégico a 0.9% después de haber realizado este
procedimiento se regres6 a la incubadora para evitar su
enfriamiento por un periodo de tiempo estimado promedio entre 20
y 30 minutos antes de haber realizados los procedimientos
subsiguientes. (28)
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Posterior a esto se retiré dicha membrana cuidadosamente con la
ayuda del material quirdrgico oftalmico requerido para el
mencionado proceso, con la finalidad de evitar dafiar la membrana
corioalantoidea que ha quedado expuesta y evaluar su integridad
y utilidad para ser estudiada y evaluada para los fines previstos,
se incorporo las soluciones denominadas estandar de irritacion ,
se observo detenidamente las reacciones de hemorragia, lisis y
coagulacion por un tiempo determinado de 5 minutos, se registro
el tiempo en segundos en que da lugar la aparicion de cada una
de las variables para poder calcular el indice de irritacion ocular.
(l.1). (Ver flujograma N° 4)

El indice de irritabilidad se realizo a través de la siguiente formula.

[ = <301—segH)5+ <301—segL 7+ 301 —seg C 9
B 300 300 ) ( 300 )

Dénde:

Seg H: Tiempo de aparicion de hemorragia
Seg L: Tiempo de aparicion de lisis

Seg C: Tiempo de aparicion de coagulacion

Se llego a determinar el indice de irritacidn, para 2 huevos con el
sodio dodecil sulfato al 1% y 2 huevos con NaOH 0,1 N

denominados patrones de comparacion.

Las dos sustancias evaluadas como patrones de referencia que se
constituyen bajo la denominacion de controles positivos que
recogieron en el protocolo y que fueron utilizados para un mejor
abordaje de la técnica. Para las evaluaciones del efecto irritante
de la muestra problema de investigacion que se prepar6é en
diferentes proporciones que cuyas diluciones estan al 5, 2, 1y
0.5% de concentracion, para determinar con un mayor grado de

certeza se realizaron las pruebas por triplicado (tres huevos)
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24.4.

sobre la MCA aplicados directamente que estén cubriendo como
minimo de la mitad de su superficie durante 5 min; transcurrido
este tiempo establecido, se procedié con el correcto lavado con
NaCl al 0,9% para eliminar la misma de la superficie de la
membrana. (28)

Se a evaluado la severidad de las tres reacciones posibles (
hemorragia, lisis y coagulacion) a los 5 minutos de aplicacion de
las sustancias en evaluacion toxicolégica, de las cuales se
determinara su clasificacion de acuerdo a la siguiente escala de

estudio.

Tabla 4. Clasificacion de indice de irritabilidad para el perfil de
seguridad por HET CAM.

Rango HET CAM Categoria irritante

0,0-09 No irritante
1,0-4)9 Irritante leve
5,0-8,9 Irritante moderado
9,0-21,0 Irritante severo

Clasificacion para determinar que la muestra en estudio es irritante

segun su rango.

Si se observé alguna reaccion de escala 3 en cualesquiera de los
tres tipos de reacciones, entonces se repite el ensayo utilizando
otros tres huevos embrionados, pero con un tiempo de exposicion
del producto de 1 min y se reevalua la reaccion obtenida, utilizando
la misma escala. La evaluacion final de la magnitud de irritabilidad
se asigna atendiendo a la puntuacion mas alta obtenida en tres
réplicas. (28)

Analisis farmacolégico: Actividad cicatrizante
Para la determinacion de la actividad cicatrizante se llegaron a

utilizar ratones albinos machos, rattusno vergicus, de una edad
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aproximada de dos meses con un peso estimado de 220 gramos
cada uno los mismos que han sido provenientes del bioterio del
instituto nacional de salud y han sido alojados en el bioterio de la
universidad privada Norbert Wiener.

Para la utilizacion de los animales de experimentacion primero se
ha tenido en cuenta el siguiente procedimiento que a continuacion
se describe.

Se procedi6 a la depilacion del lomo de los ratones, con la ayuda
de una crema depiladora concluido esta primera parte del
procedimiento se colocan en jaulas especiales, para realizar las
heridas incisas se procedio a anestesiar utilizando ketamina (40
mg/kg y xilocaina (15mg/kg) bajo las condiciones de asepsia, se
procede a realizar las incisiones de 1 cm x 1cm con la ayuda de
una hoja de bisturi de acero inoxidable estéril en cada animal con
una profundidad de 0.2 cm, concluido esta primera fase de la
generacion de heridas incisas, se procede a aplicar el tratamiento
a todos los grupos de estudio.

Las mediciones de las areas de cierre se realizo con una
frecuencia sefala cada 7 dias, partiendo del dia 0, 7, 14,21 y 28
dias de iniciado el tratamiento, todos los puntos detallados en el
procedimiento se ha realizado en el Laboratorio de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica, bajo condiciones controladas de
temperatura de 22 + 2 ° C y humedad relativa menor de 70 %
otorgando condiciones de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad

ademas garantizando su alimentacion (agua y alimento)

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
Técnica: Observacion

- Prueba de solubilidad

- Prueba de analisis cualitativo fitoquimico

- Prueba de HET CAM

- Analisis farmacologico: Actividad cicatrizacion

2.5. Proceso de recoleccion de datos
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2.5.1. Autorizacion y coordinaciones previas a la recoleccion

No aplica.

2.5.2. Aplicacion de instrumentos en la recolecciéon de datos

- Realizar la observacion

- Revisar todas las medidas bajo las mismas condiciones de
confort.

- En el caso de duda sobre la medida de una unidad de analisis,
descartar su evaluacion.

- Registrar los datos sin ofuscaciones, cambios o manchas.
Tachar los espacios en blanco que no necesitas completar con

una sola linea.

2.6. Método de analisis estadistico
Todos los datos obtenidos de la investigacion fueron registrados en una
hoja electronica de Microsoft Excel version 2013, luego se exporto los
datos a un archivo SPSS version 25.0 para el analisis estadistico
correspondiente.
La ilustracion de los resultados se realiz6 en Microsoft Word y Excel
Version 2013 mediante graficos de barras, lineas y diagrama de caja.

2.7. Aspectos bioéticos
Esta investigacion cumplié con todos los principios éticos en el desarrollo
de la investigacion experimental y en la poblacién seleccionada, asi como
también en la adopcion de un método alternativo como es el método de
HET CAM con la finalidad de disminuir el uso de animales de

experimentacion en el tiempo.
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3.1. Prueba de solubilidad del extracto hidroalcohélico de las hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre”.

lll. RESULTADOS

Tabla 5. Resultados de la prueba de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa

sangre”.

SOLVENTES
Etanol

Cloroformo
Eter de petréleo
Butanol
Metanol
Agua destilada

Ciclohexano
Leyenda: Soluble (+)

RESULTADOS

Insoluble (-)
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Prueba de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre”.

1.8
1.6
14

1.2

0.8
0.6
0.4

0.2

Etanol Cloroformo Eter de Butanol Metanol Agua Ciclohexano
petréleo destilada

Figura 4. Prueba de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre”.

Interpretacion: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre “presenta solubilidad en etanol, éter
de petréleo, metanol y agua destilada, y esto nos sirve para poder identificar con que solventes trabajaremos en los ensayos

posteriores.
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3.2. Analisis del perfil

cualitativo

fitoquimico del

extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre”.

Tabla 6. Resultado del

perfil

cualitativo fitoquimico del

extracto

hidroalcohdlico las hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre”.

Metabolito Ensayo
Molish
Carbohidratos Antrona
Fehling
Compuestos Fecls
Fendlicos
Taninos Gelatina
Flavonoides Shinoda
Antocianinas y Rosenheim
Flavonoides
Catéquicos
Aminoacidos Ninhidrina
Libres y Grupos
Amino
Dragendorf
Mayer
Alcaloides
Bertrand

Sonnenschein

Naftaquinonas, Borntrager
Antraquinonas Y
Antranonas
Triterpenoides Y Lieberman-
Esteroides Burchard
Saponinas Generacion
De Espuma
Glucosidos Baljet
Cumarinas Nhsoh Cc

Leyenda: Presencia (+)

Reaccion Positiva

Anillo Violeta
Coloracion Verde

Coloracién Rojo Ladrillo

Coloracion Verde O Azul
Precipitado Denso
Blanco

Coloracion Rojo
Coloracion Rojo Oscuro

Coloracion Violacea

Precipitado Naranja
Precipitado Blanco

Precipitado Blanco

Precipitado Amarillo-

Verdoso
Coloracion Rojo

Coloracion Verde
Azulada
Formacion De Espuma
Coloracion Anaranjada

Fluorescencia Celeste

Ausencia (-)

Resultado
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Figura 5. Andlisis del perfil cualitativo fitoquimico del extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera rosea Ait “Chupa sangre”.
Interpretacion: En la figura 5 se observé la presencia de metabolitos

primarios y secundarios entre ellos: carbohidratos, compuestos fendlicos,

taninos, flavonoides antraquinonas; referidos en la tabla 2.
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3.3. Perfil de seguridad: HET CAM

Tabla 7. Recoleccion de datos de los controles (patrones) del método HET- CAM

Tipo De

Tiempo De Reaccion

indice De

Control Control } . . Irritacion Clasificacion
Hemorragia Lisis Coagulacion
301 301 301 0.03
Suero Fisiologico Blanco 301 301 301 0.03 No Irritante
301 301 301 0.03
109 117 149 7.52
Lauril Sulfato De Control Irritante
Sodio Positivo 1 107 119 148 7.51 Moderado
108 118 147 7.52
21 107 149 9.22
Hidroxido De Control )
Sodio Positivo 2 20 109 147 9.19 Irritante Severo
22 108 148 9.18
200 247 274 2.97
Solvente )
Etanol Usado 202 245 276 2.99 Irritante Leve
201 246 275 2.98
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Tabla 8. Recoleccion de datos de los extractos de las hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre” a diferentes concentraciones

del método HET- CAM.

Extracto

Tiempo De Reaccion

indice De

Alcohdlico Concentracion Irritacion Clasificacion
Hemorragia Lisis Coagulacion

166 146 179 9.53

Hoja 5% 165 148 177 9.56 Irritante Severo
166 147 178 9.53
178 160 189 8.70

Hoja 2% 176 158 189 8.78 Irritante Moderado
177 159 188 8.77
252 218 246 4.40

Hoja 1% 250 216 245 4.51 Irritante Leve
251 217 244 4.50
204 287 279 2.60

Hoja 0,5% 206 289 277 2.58 Irritante Leve
205 288 278 2.59
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Tabla 9. Recoleccion de datos de las formulas magistrales (gel) del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera rosea Ait.

“Chupa sangre” del método HET- CAM

Tiempo
Gel Concentracion Ilnd_lce_I?e Clasificacion
rritacion
Hemorragia Lisis Coagulacion

255 219 244 4,39 Irritante Leve

Extracto 1,0 % 256 217 246 4,36 Irritante Leve
255 218 245 4.38 Irritante Leve

206 286 274 2.74 Irritante Leve

Extracto 0,5% 204 284 276 2.76 Irritante Leve
205 285 275 2.75 Irritante Leve
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Tabla 10. Tratamiento estadistico resumen del tiempo de hemorragia, lisis y coagulacion de los patrones en segundos.

Hemorragia Lisis Coagulacion indice de irritacion
Tratamiento N
Media D. E. Media D. E. Media D. E. Media D. E.
Suero Fisiologico 3 301,0 0,00 301,0 0,00 301,0 0,00 0,03 0,00
Lauril sulfato de sodio 3 108,0 1,00 118,0 1,00 148,0 1,00 7,52 0,01
Hidréxido de sodio 3 21,0 1,00 108,0 1,00 148,0 1,00 9,20 0,02
Etanol 3 201,0 1,00 246,0 1,00 275,0 1,00 2,98 0,01

Interpretacién: La tabla 10 nos indica que en menor tiempo de hemorragia se observé para el hidréxido de sodio (21 segundos)
este mismo grupo reporté el menor tiempo de lisis (108 segundos), en cuanto al tiempo de coagulacién tanto el grupo tratado con
Hidréxido de sodio y el tratado con Lauril sulfato de sodio presentaron los menores tiempos promedios (148 segundos).

La ultima columna nos indica los valores promedios del indice de irritacion, en cabeza de lista el hidréxido de sodio con un valor de

9,20 seguido del Lauril sulfato de sodio con 7,52. (ver figura 7.)
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Figura 6. Valores promedio del indice de irritabilidad por tratamiento patron.

2.98
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Tabla 11. Distribucion de las muestras segun su categoria de irritabilidad de los controles (patrones).

Categoria de irritabilidad

Tratamiento No irritante Irritante leve Irritante moderado  Irritante severo for!

Suero Fisiologico 3 0 0 0 3
Lauril sulfato de sodio 0 0 3 0 3
Hidroxido de sodio 0 0 0 3 3
Etanol 0 3 0 0 3
Total 3 3 3 3 12

Interpretacioén: La tabla 11 nos indica que luego de categorizar el indice de irritabilidad el suero fisiologico se clasifica como irritante,
seguido del etanol como irritante leve, Lauril sulfato de sodio como irritante moderado y finalmente el hidréxido de sodio como irritante

severo.
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Tabla 12. Tratamiento estadistico resumen del tiempo de hemorragia, lisis y coagulacion en segundos del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre” por concentracion.

Hemorragia Lisis Coagulacion indice de irritacion

Tratamiento N
Media D. E. Media D. E. Media D. E. Media D. E.
Extracto 0,5% 3 205,0 1,00 288,0 1,00 278,0 1,00 2,59 0,01
Extracto 1% 3 251,0 1,00 217.,0 1,00 245,0 1,00 447 0,06
Extracto 2% 3 177,0 1,00 159,0 1,00 188,7 0,58 8,75 0,04
Extracto 5% 3 165,7 0,58 147.0 1,00 178,0 1,00 9,54 0,02

Interpretacion: Al observar los resultados por triplicado de los tiempos de hemorragia, lisis y coagulacion se pudo determinar el
indice de irritacion de los extractos a diferentes concentraciones, el extracto al 5% presentd El mayor indice de irritacion (9,54) cuyo
tiempo promedio de hemorragia fue el menor de todos con 165,7 segundos, también con los menores tiempo promedio de lisis 147
segundos y coagulacion con 178 segundos. Por el contrario, el extracto al 0,5% de concentracion presentd el menor indice de
irritacion (2,59) con tiempo promedio de hemorragia de 205,0 segundos y los mayores tiempos promedio del lisis y coagulacion 288,0
y 278,0 Segundos respectivamente.
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Indice de Irritabilidad
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Figura 7. Valores promedio del indice de irritabilidad de los extractos hidroalcohdlico hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa

sangre” al 0,5; 1,2y 5%..
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Tabla 13. Distribucion de las muestras de extracto Hidroalcohdlico de hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre” segun categoria
de irritabilidad por concentracion.

Categoria de irritabilidad

Tratamiento No irritante Irritante leve Irritante moderado Irritante severo fotal

Extracto 0,5% 0 3 0 0 3
Extracto 1% 0 3 0 0 3
Extracto 2% 0 0 3 0 3
Extracto 5% 0 0 0 3 3
Total 0 6 3 3 12

Interpretacion: Luego de clasificar los extractos segun indice de irritabilidad se categorizo a los extractos a 0,5% coémo irritante leve,

el extracto al 2% como irritante moderado y finalmente el extracto al 5% como irritante severo.
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Tabla 14. Tratamiento estadistico del tiempo de hemorragia, lisis y coagulacién del gel elaborado con el extracto Hidroalcohdlico de

las hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre” en segundos.

Hemorragia Lisis Coagulacion indice de irritacion
Tratamiento N
Media D. E. Media D. E. Media D. E. Media D. E.
Gel 0.5% 3 205,0 1,00 286,0 1,00 277,3 3,06 2,66 0,09
Gel 1% 3 255,3 0,58 218,0 1,00 245,0 1,00 4,38 0,02

Interpretacion: En la tabla 14 se muestra el valor promedio y la desviacion estandar del tiempo de hemorragia, lisis y coagulacion

en los geles elaborados con el extracto hidroalcohdlico de hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre” al 0,5% y 1,0% de

concentracion, obteniendo un indice de irritacion de 2,66 para el gel al 0,5% y de 4,38 para el gel al 1%.
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Figura 8. Valores promedio del indice de irritabilidad de los geles al 0,5y 1 % realizados a base a extractos hidroalcohdlico de las

hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre” por concentracion.
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Tabla 15. Distribucion de los geles con el extracto hidroalcohdlico de hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre” segun categoria
de irritabilidad por concentracion.

Categoria de irritabilidad

Total
Tratamiento No irritante Irritante leve rr::)rciit::atgo Irritante severo
Gel 0.5% 0 3 0 0 3
Gel 1% 0 3 0 0 3
Total 0 6 0 0 6

Interpretacion: En la tabla 15 muestra que las 3 repeticiones tanto para el gel al 5% como al 1% los clasifican ambos como irritantes
leves.
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Figura 9. Distribucién de los tiempos de hemorragia lisis y coagulacion por tratamiento.

Interpretacion: La figura 10 nos permite evidenciar qué los extractos al 0,5 y 1% hidroalcohdlicos y los geles a las mismas
concentraciones presenta los mayores tiempos en evidenciarse la hemorragia y coagulacion.
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Tabla 16. Prueba de homogeneidad de varianzas del indice de irritabilidad entre grupos (suero fisiologico y extractos al 0,5; 1; 2y

5%).

Estadistico de Levene gl1 gl2 Sig.

indice de irritacion 3,697 9 20 0,007

Interpretacion: La tabla 16 presenta la prueba de homogeneidad de varianzas, esta condicion es un requisito para la aplicacién de
una prueba ANOVA

Ho: Las varianzas de los 5 grupos son iguales (Control negativo; 0,5; 1,0; 2,0 5,0%)

H1: Al menos uno de los 5 grupos tiene varianza diferente.

Criterio:

Si el p valor es menor a 0,05 se rechaza Ho y se acepta H1.

Si el p valor es mayor a 0,05 no se puede rechazar HO.

Como el p valor de la prueba es menor a 0,05 se rechaza Ho y podemos concluir que los grupos presentan dispersiones
heterogéneas, por tanto, no podemos usar una prueba ANOVA, en su lugar usaremos una prueba no paramétrica.
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Tabla 17. Prueba de Kruskal Wallis: Comparacién de indice de irritabilidad del suero fisiologico y extractos al 0,5; 1; 2 y 5%.

indice de irritacion

H de Kruskal-Wallis

Gl

p valor

13,622

0,009

Interpretacion:

Ho: La distribucion del indice de irritabilidad es igual en los 5 grupos.

H1: Al menos uno de los grupos presenta una distribucion del indice de irritabilidad diferente.

La prueba no paramétrica de Kruskal Wallis proporcionada por él SPSS arroja un p valor menor a 0,05 (p valor = 0,009), por lo cual

se rechaza Ho y se puede concluir que existen diferencias significativas entre el indice de irritabilidad estos tratamientos.
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Figura 10. Distribucion del indice de irritabilidad por tratamiento.
Interpretacion: La figura 10 permite consolidar los promedios de los indices de irritabilidad y su categoria correspondiente, los grupos

de rojo corresponden irritabilidad severa, las barras marrones a irritantes moderados, los amarillos irritantes leves y finalmente el
verde a no irritante.
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Tabla 18. Games-Howell variable dependiente: indice de irritacién del suero fisiolégico y extractos al 0,5; 1; 2y 5 %.

) Tratamiento J Diferencia de medias

SI'Zatamiento V) (1-J) p valor
Ext. 0,5% -2,56° 0,000

SE Ext.1% -4,44 0,000
Ext. 2% -8,72 0,000

Ext. 5% -9,51 0,000

Ext.1% -1,88" 0,001

Ext. 0,5% Ext. 2% -6,16 0,000
Ext. 5% -6,95 0,000

0 Ext. 2% -4,28 0,000
Ext.1% Ext. 5% 507" 0,000
Ext. 2% Ext. 5% - 79 0,001

Ho: El tratamiento | es igual al tratamiento J.
H1: El tratamiento | es diferente al tratamiento J.
Criterio:  Si el p valor es menor a 0,05 se rechaza Ho y se acepta H1.

Si el p valor es mayor a 0,05 no se puede rechazar HO.
Al comparar el suero fisiologico versus nuestros extractos podemos concluir que todos presentan un grado de irritabilidad diferente
al grupo control (p valor <0,05). En el extracto al 0,5% vemos que su de irritabilidad es estadisticamente diferente a cada uno de
los extractos al 1; 2 y 5 % la diferencia negativa indica que el extracto al 0,5% tiene una menor irritabilidad.

De manera similar al realizar la comparacion del extracto al 1%, se llega a la conclusion de que su irritabilidad es diferente (menor)

a los extractos al 2 y 5%. Finalmente, el extracto al 2% presenta un indice de irritabilidad diferente (menor) al extracto al 5%.
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Tabla 19. Games-Howell variable dependiente: indice de irritabilidad de extractos al 0,5y 1 % y los geles al 0,5y 1 %.

Indice de irritacion

H de Kruskal-Wallis 9,46
Gl 3
Sig. Asintotica 0,024

Interpretacion: La prueba no paramétrica de Kruskal Wallis proporcionada por él SPSS arroja un p valor menor a 0,05 (p valor =
0,024), por lo cual se puede concluir que existen diferencias significativas entre el indice de irritabilidad estos 4 tratamientos.
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Tabla 20. Games-Howell variable dependiente: indice de irritabilidad de extractos al 0,5y 1 % y los geles al 0,5y 1 %.

(I) Tratamiento (J)Tratamiento Diferencia de medias (I-J) Sig.
Ext.1% -1,88 0,001
Ext. 0,5% Gel 0,5% -0,07 0,620
Gel 1% 1,79 0,000
Gel 0,5% 1,817 0,000
Ext.1%
Gel 1% 0,09 0,265
Gel 0.5% Gel 1% 1,72 0,002

Interpretacion: Al comparar el extracto al 0,5% vemos que su de irritabilidad es estadisticamente diferente al extracto al 1 % y también
al gel a 1%. La diferencia negativa indica que el extracto al 0,5% tiene una menor irritabilidad en comparacién a estos dos

tratamientos. Sin embargo, no presenta una diferencia en el indice de irritabilidad en comparacion al gel a 0,5% de concentracion.

De manera similar al realizar la comparacion del extracto al 1%, se llega a la conclusion de que su irritabilidad es diferente (mayor)

al gel a 0,5%, pero comparable al gel a 1%. Demostrando que el gel al 0,5% presenta un indice de irritabilidad diferente (menor) al
gel a 1%.

Finalmente, si bien se ha mostrado que el gel y extractos de 1% y 0,5% pertenecen a la categoria de irritante leve su indice de

irritacion es significativamente menor en el caso de los extractos al 0,5 % y significativamente mayor en los extractos al 1%.
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Figura 11. indice de irritabilidad del extracto hidroalcohdlico de las hojas del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera
rosea Ait. “Chupa sangre”
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3.4. Anadlisis del efecto cicatrizante de las formulaciones magistrales (geles) del

extracto hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa

sangre”

Tabla 21. Recoleccion de datos de la actividad cicatrizante (mm)

Datos Area de cierre de herida (mm)
Tratamiento N°derata Incision 0dias 7 dias 14 21 28
macho dias dias dias
Control 1 Area 10 97 912 819 6,97
negativo 2 Area 99 951 912 819 7,05
3 Area 10 98 893 819 7,06
4 Area 99 912 865 792 7.1
5 Area 9,9 96 931 846 7,39
6 Area 9,9 9,3 8,5 7,7 6,6
7 Area 99 95 9 8 7
8 Area 10 9,7 9,2 8,3 7,5
Gel al 0,5% 1 Area 99 96 608 362 211
2 Area 99 922 664 302 224
3 Area 10 9,31 6,01 3,75 2,3
4 Area 99 922 6,32 409 245
5 Area 9,9 941 6,4 3,66 2,6
6 Area 99 922 664 333 224
7 Area 10 9,31 6,01 3,9 2,3
8 Area 99 941 64 35 26
Gel al 1,0% 1 Area 99 941 792 348 176
2 Area 10 942 7,92 36 1,77
3 Area 99 931 765 38 1,85
4 Area 99 958 7,39 3,9 1,9
5 Area 10 9,7 7,83 3,47 2,02
6 Area 99 945 7,92 37 178
7 Area 99 955 792 3,75 1,8
8 /:xrea 9,9 96 7,39 39 1,95
Cicatricure 1 Area 10 8,62 0,25 0,01 0,01
2 Area 10 84 038 0,35 0,04
3 Area 9,9 877 04 0,13 0,04
4 Area 10 9,02 042 05 0,04
5 Area 995 854 04 06 005
6 Area 10 8,46 0,8 0,6 0,1
7 Area 10 88 042 04 013
8 Area 99 828 0,36 055 0,16
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Tabla 22. Evolucion de la cicatrizacion, cierre de la herida (mm)

Tratamiento N Media Dgsviacién. Minimo Maximo
standar
Egg;ﬂo 8 9,94 0,05 9.90 10,00
Didmetro Gelal05% 8 9,93 0,05 9,90 10,00
diald  Gelai1,0% 8 9,93 0,05 9.90 10,00
Cicatricure 8 9,97 0,05 9,90 10,00
Egg;ﬂo 8 9,53 0,23 9,12 9,80
Didmetro Gelal05% 8 9,34 0,13 9,22 9,60
da7  Gelal1,0% 8 9,50 0,13 9,31 9,70
Cicatricure 8 8,61 0,24 8,28 9,02
Egg;ﬂo 8 8,98 0,28 8,50 9,31
Didmetro Gelal05% 8 6,31 0,26 6,01 6,64
dial14 Geral1,0% 8 7,74 0,24 7.39 7,92
Cicatricure 8 0,43 0,16 0,25 0,80
Sgg;ﬂo 8 8,12 0,24 7.70 8,46
Didmetro Gelal05% 8 3,61 0,33 3,02 4,09
dia2l  Geral1,0% 8 3,70 0,17 3,47 3,90
Cicatricure 8 0,39 0,22 0,01 0,60
Sgg;ﬂo 8 7,08 0,27 6,60 7,50
Didmetro Gelal05% 8 2,36 0,18 211 2,60
dia28 el al1,0% 8 185 0,10 176 2,02
Cicatricure 8 0,07 0,05 0,01 0,16

Interpretacion: La tabla 22 presenta las estadisticas resumen de la actividad cicatrizante
la cual fue cuantificada mediante diametro cierre de la herida. Al finalizar el experimento
dia 28 el grupo control presentd un diametro 7,08 milimetros mientras el grupo tratado
como el Gel elaborado con el extracto hidroalcohdlico hojas de Oenothera rosea Ait.
“Chupa sangre” al 1% presentoé diametro de 1,85 milimetros. La tabla también presenta las
desviaciones estandar de los grupos, observandose en el dia 28 que el grupo mas
heterogéneo fue el del control negativo mientras que el mas homogéneo fue el grupo
tratado con Cicatricure. Ademas, también se presenta los valores extremo en los 5 dias de

observacion.
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Figura 12. Distribucion de los valores de cierre de herida al inicio del experimento (dia 0)

Interpretacion: El diagrama de cajas de la figura 12 muestra que al inicio del experimento los didmetros de las heridas estaban alrededor de
10 milimetros, con una ligera mayor variabilidad (amplitud de caja) en el grupo control.
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Figura 13. Distribucion de los valores de cierre de herida a 7 dias de iniciado el experimento.
Interpretacion: El diagrama de la figura 13 muestra que los diametros de las heridas tratadas con Cicatricure eran las

menores, ademas la variabilidad de los grupos (amplitud de las cajas) son muy similares. No se observa presencia de dos
datos atipicos y la simetria de las cajas sugiere una normalidad de las mediciones.
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Figura 14. Distribucion de los valores de cierre de herida a 14 dias de iniciado el experimento.
Interpretacion: El diagrama de cajas de la figura 14 muestra que los diametros de las heridas tratadas con Cicatricure eran

las menores y las mas homogéneas, mientras que en el caso del grupo control los diametros son mayores. Se observa la

presencia de algunos datos atipicos en el grupo tratado con Cicatricure.
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Figura 15. Distribucion de los valores de cierre de herida a 21 dias de iniciado el experimento.

Interpretacion: El diagrama de cajas de la figura 15 muestra que, en el dia 21 las mediciones se alejan bastante del grupo
control negativo, los diametros de las heridas tratadas con Cicatricure son las menores, mientras que en el caso del grupo
control los diametros son mayores. Las heridas tratadas con Gel al 0,5 y 1,0% presentan valores intermedios. No se

observa la presencia de datos atipicos.
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Figura 16. Distribucion de los valores de cierre de herida a 28 dias de iniciado el experimento.

Interpretacion: El diagrama de cajas de la figura 16 muestra que, al finalizar el experimento en el dia 28 los diametros de
las heridas tratadas con Cicatricure fueron las mas homogéneas y con valores muy cercanas a 0,00 mm, mientras que en
el caso del grupo control los diametros estan en torno a los 7mm. Por otro lado, las heridas tratadas con Gel al 0,5y 1 %
presentan valores cercanos a los 2mm. No se observa la presencia de datos atipicos.
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Figura 17. Evolucion del diametro del cierre de la herida incisa en las cepas biologicas.

Interpretacion: La figura 17 presenta la evolucion del cierre de la herida durante los dias de seguimiento (dias O, 7, 14,
21y 28). Observamos que conforme pasan los dias, los diametros disminuyen, pero a diferente velocidad, en el caso del
grupo control la disminucion es mas lenta en comparacion con el grupo patron (Cicatricure) el cual disminuye de manera
rapida mostrando un promedio disminuido a partir del dia 14. En el caso de los grupos tratados con el Gel elaborado con
el extracto Hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre” al 1%, la disminucion es intermedia pero
constante mostrando un diametro reducido el dia 28.

71



Tabla 23. Prueba de Homogeneidad de varianzas del diametro de cierre de la herida entre grupos.

Estadistico de

Levene gl1 gl2 p valor
Diametro dia 0 0,405 3 28 0,751
Diametro dia 7 1,537 3 28 0,227
Diametro dia 14 1,585 3 28 0,215
Diametro dia 21 0,766 3 28 0,523
Diametro dia 28 2,866 3 28 0,054

Interpretacion: La tabla 23 presenta la prueba de homogeneidad de varianzas, esta condicidon es un requisito para la aplicacion
de una prueba ANOVA.

Ho: Las varianzas de los 4 grupos son iguales (Homogéneas)

H1: Al menos uno de los 4 grupos tiene varianza diferente (Heterogéneas).

Criterio:

Si el p valor es menor a 0,05 se rechaza Ho y se acepta H1.

Si el p valor es mayor a 0,05 no se puede rechazar Ho.

Como el p valor de la prueba es mayor a 0,05 podemos concluir que los grupos presentan dispersiones homogéneas, por

tanto, podemos usar una prueba ANOVA, la cual se presenta a continuacion.
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Tabla 24. Prueba de Homogeneidad de varianzas del diametro de cierre de la

herida entre grupos.

Suma de

Media

cuadrados cuadratica F p valor
., Entre grupos 0,01 3 0,00 1,51 0,235
Diametro Dentro de
dia 0 0,06 28 0,00
(mm) grupos
Total 0,07 31
., Entre grupos 4.46 3 1,49 41,49 0,000
Diametro Dentro de
dia7 1,00 28 0,04
(mm) grupos
Total 5,46 31
., Entre grupos 343,79 3 114,60 2037,17 0,000
Diametro Dentro de
dia 14 grupos 1,58 28 0,06
(mm) Total 345,36 31
. Entre grupos 241,71 3 80,57 1317,61 0,000
Diametro Dentro de
dia 21 grupos 1,71 28 0,06
(mm) Total 243,42 31
., Entre grupos 215,07 3 71,69 2427,01 0,000
Diametro Dentro de
dia 28 0,83 28 0,03
(mm) grupos
Total 215,89 31

Interpretacion:

La tabla 24 nos presenta la salida del SPSS para la prueba ANOVA, la cual tiene

como hipétesis estadisticas:

Ho: Los promedios del diametro del cierre de las heridas son iguales.

H1: Al menos uno de los promedios del diametro del cierre de herida es diferente.

Criterio:

Si el p valor es menor a 0,05 se rechaza Ho y se acepta H1.

Si el p valor es mayor a 0,05 no se puede rechazar H.

Como el p valor es menor a 0,05 se puede concluir que existe una diferencia

significativa entre los promedios del diametro del cierre de las heridas en los dias
7,14,21y 28.
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Tabla 25. Comparaciones multiples Tukey de la actividad cicatrizante.

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N 1 5 3 4
Cicatricure 5 8,61
Dismetro dia Gel al 0,5% 5 9,34
. Gel al 1,0% 5 9,50
Control negativo 5 9,53
Sig. 1,00 0,20
Cicatricure 5 0,43
Diimetro dia Gel al 0,5% 5 6,31
14 Gel al 1,0% 5 7,74
Control negativo 5 8,98
Sig. 1,00 1,00 1,00 1,00
Cicatricure 5 0,39
Dismetro dia Gel al 1,0% 5 3,61
21 Gel al 0,5% 5 3,70
Control negativo 5 8,12
Sig. 1,00 0,88 1,00
Cicatricure 5 0,07
Dismetro dia Gel al 1,0% 5 1,85
-8 Gel al 0,5% 5 2,36
Control negativo 5 7,08
Sig. 1,00 1,00 1,00 1,00

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Interpretacion: La tabla 25 presenta la comparacion de los grupos mediante las
comparaciones multiples de Tukey.

Segun lo observado podemos indicar que en el dia 07 el Gel elaborado con el
extracto hidroalcohdlico hojas de Oenothera rosea Ait.Chupa sangre en
concentraciones de 0,5 y 1,0% no presenta efectos estadisticamente diferentes al
grupo control, unicamente el Cicatricure presenta un promedio diferente al resto. A
partir del 14 los extractos a 0,5 y 1,0 % se separan del grupo control en otro
subconjunto lo cual indica que presentan efecto cicatrizante significativo.

El dia 21 ambos grupos forman un mismo subconjunto lo cual indica que sus efectos
son comparables pero inferiores a Cicatricure.

Finalmente, el dia 28 cada uno de los subconjuntos homogéneos esta formado
por un unico tratamiento, el de mayor efecto es el grupo tratado con Cicatricure
seguido del extracto al 1,0% y en tercer lugar el extracto al 0,5% de

concentracion.
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Figura 18. Actividad cicatrizante del Gel elaborado con el extracto hidroalcohdlico hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa

sangre”.

Interpretacion: La figura indica que al aumentar la concentracion del gel de 0,5 a 1;0% hay un aumento en el efecto
cicatrizante de 66,8 a 73,8%.
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41.

IV.DISCUSION

Discusiones

En la presente investigacion se demostro cualitativamente el perfil de
seguridad de irritacion dérmica in vitro y la actividad cicatrizante de las
formulaciones magistrales (geles) elaboradas con el extracto
hidroalcohdlico de las hojas Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre”.

Con respecto a la prueba de solubilidad (ver tabla 4) demuestra que
el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera rosea Ait.
“Chupa sangre”, coincide con la investigacion de Huari E. y De La
Cruz L. titulado Efecto terapéutico del extracto etandlico de las hojas
de Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre”, en forma de crema
farmacéutica; diferenciados por la solubilidad del agua en donde

indica que es menos soluble.

De acuerdo al analisis de cualitativo y fitoquimico (ver tabla 5) del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa
sangre”, contiene carbohidratos (metabolito primario) y compuestos
fendlicos, taninos, flavonoides, alcaloides, naftaquinonas,
antraquinonas y antronas (metabolitos secundarios) coincidiendo con
la investigacion de Huari E y De La Cruz L. que a su vez encontro
saponinas. Para nuestra investigacion se ha elegido utilizar etanol
para la obtencidn del extracto, por presentar mejor miscibilidad con el
agua en todas sus proporciones y al no presentar toxicidad se acepta
para uso en la elaboracion de productos de uso topico, también
presenta una ventaja de rapida evaporacion, y menor tiempo de

secado, accesible y de bajo costo.

Los geles proporcionan un entorno humedo necesario para la
cicatrizacion, recuperan el aspecto y naturaleza de la piel, son bien
tolerados produciendo frescor y faciimente lavables; es por ello que

se utilizo como vehiculo principal en la formula magistral de la
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presente investigacion. En la elaboracion del gel no se utilizo
conservantes microbianos como parte de su formulacion debido a la

accion antimicrobiana de la Oenothera rosea Ait.

En relacion con el perfil de seguridad los geles elaborados con el
extracto hidroalcohdlico de hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa
sangre”, a concentraciones del 0,5% y 1% presentan un valor
promedio de 2,66 y 4,38 (ver tabla 13 y figura 9) en el rango HET CAM
y clasificandose en la categoria de irritantes leves segun la
clasificacion del indice de irritabilidad (ver tabla 3). Para la
determinacién de las concentraciones 0,5% y 1% de los geles nos
basamos en los resultados de los extractos al 0,5%, 1%, 2% y 5%; los
cuales refieren como irritabilidad leve los extractos a concentraciones
de 0,5%, 1 %, sin embargo, los extractos al 2 % y 5 % presentan una
irritabilidad muy alta tal como se muestra en la (ver tabla 11)
coincidiendo con Rivera M. en su investigacion constituyendo una
relacion directa a mayor concentracion mayor efecto irritante aunque
difiera de la especie, asimismo coincide con la presencia de
metabolitos.

En relacion con la actividad cicatrizante, la evolucion de la
cicatrizacion con el mismo tiempo de tratamiento se observé que los
grupos tratados con los geles a base de extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre”, a concentraciones
de 0,5% presento un porcentaje de cicatrizacion de 67%, mientras que
los grupos tratados con el gel al 1% presento 73%; al comparar los
dos geles contra el Cicatricure (grupo control) se obtuvo mayor efecto
cicatrizante con un 99% (ver figura 19). Con los resultados obtenidos
en el presente trabajo de investigaciéon podemos afirmar que el gel a
base de extracto hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera rosea Ait.
“Chupa sangre”, al 0,5% y 1% de concentracion presenta actividad
cicatrizante en heridas abiertas debido a la presencia de taninos (ver
tabla 5) los responsables de la actividad cicatrizante, debido a su
capacidad astringente logran mover la piel para mover las capas de la
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piel, lo que permite la renovacion de los tejidos dafados, también
tienen influencia de vasoconstrictor para los vasos sanguineos.
Detener el sangrado, reducir la perdida de fluidos fisiol6gicos mejorara
la reposicion de tejidos en herida de superficie, las costras formadas
se unen a los taninos formando un medio seco que impide el
desarrollo de microorganismos teniendo coincidencia con Sotomayor
| y Tamara J. en su investigacion Efecto cicatrizante de la solucion
acuosa de Oenothera rosea posterior a una incision lineal vertical en

cobayos.
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4.2.

CONCLUSIONES

Se verificd la presencia de un metabolito primario: carbohidrato y
diferentes metabolitos secundarios como: compuestos fendlicos,
taninos, flavonoides, alcaloides Naftaquinonas, antraquinonas vy

antronas.

Se elaboro los geles (férmulas magistrales) a concentraciones de
0.5% y 1 % con el extracto Hidroalcohdlico de hojas de Oenothera

rosea Ait. “Chupa sangre”.

Se comprobo el perfil de seguridad de los geles de extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa
sangre” a concentraciones 0,5% y 1% presentando el valor
promedio de 2,66 y 4,38 en el rango HET CAM y clasificandose en
la categoria de irritantes leves el cual indica que de tener algun
contacto con el ojo no presentara complicaciones o reacciones

desfavorables.

Se comprobd la actividad cicatrizante de los geles de extracto seco
de las hojas de Oenothera rosea Ait. “Chupa sangre” a
concentraciones de 0,5% y 1% presentando un porcentaje de
cicatrizacion de 67% y 73% en comparacion de Cicatricure quien

muestra mayor porcentaje de cicatrizacion.
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4.3.

RECOMENDACIONES

Promover de nuevos métodos cientificos como el método
alternativo HET CAM entre otros para evitar y disminuir la
manipulacion de animales en los trabajos de investigacion a

quienes se le causa danos irreversibles que los llevan al sacrificio.

Continuar con los estudios de irritabilidad con sustancias activas y
extractos que se vienen utilizando en diversidad de productos

generalmente cosméticos y productos de administracion tépica.

Realizar estudios clinicos del efecto cicatrizante de los geles de
extracto hidroalcohdlico con la finalidad de contribuir con el

desarrollo de la especie en la industria farmacéutica y cosmética.

Evaluar la actividad cicatrizante de la Oenothera rosea Ait., con
nuevos modelos experimentales que permitan el desarrollo de

otras formar farmacéuticas.

Realizar estudios de estabilidad acelerada y estabilidad a tiempo
real de gel a base de extracto de hojas de Oenothera rosea Ait.
“‘Chupa sangre”, para poder demostrar si se mantienes los
atributos de calidad y establecer el tiempo de vida util del producto.
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ANEXO A: Operacionalizacion de variables

ANEXOS

VARIABLE, Cgﬁgg‘g‘;'ﬁj’h OBEE[L\I(')%)CI)\I’XL DIMENSIONES | INDICADORES | ESCALA  |INTRUMENTO| FUENTE
INDEPENDIENTE Taxonomia de | Morfologia de SI/NO Certlflcad_o de hi I:/Iu_seo c:e |
la planta las hojas especie istoria natura
botanica UNMSM
Muy soluble (+++)
. Poco soluble (++)
'doenxetgifode' Grado de solubilidad | Débilmente soluble
(+)
Insoluble (0)
Carbohidratos */-
Sustancia Producto o y T
. avonolides
obtemd_e} por obtenido de la s
extraccion de extraccion Cumarinas /

Extracto unaparte de | ..o b olico T Lock, O.
hidroalcoholico de | unaplanta,a | | "\ oo o qe Quinonas Fit'ggﬁfé:?f;'gnda
las hojas de menudo usando Oenotliera Alcaloides *I- Formato de Ed. Lima
Oenothera rosea un solvente rosea Ait dontificacion ; resultados D&mtfnguez A.
" . entificacion de Aminoacidos lib */- etodos de
Ait. ChUPa como etanol o “Chupa sangre” compuestos mgrtzjap((:)ls(;smlinz)es y Investigacion
sangre agua quimicos %/ Fitoquimica

Esteroides

Triterpenoides y

*/_

Saponinas

*/_

Glucésidos

*/_

Compuestos
fendlicos

*/_
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*/_

DEPENDIENTE

Perfil de seguridad de
irritacion dérmica in
vitro y actividad
cicatrizante.

Reaccion localizada
de la piel resultante
de una exposiciéon
Unica o multiple a un
agente fisico o
quimico sobre la
misma zona. Se
caracteriza por el
enrojecimiento y la
inflamacion y puede
llegar a necrosis
localizada.

Andlisis de las
condiciones que
pueden llegar
provocar un potencial
dafio a las personas
cuando son
sometidas a la accién
de un agente extrafio
0 noxa.

Taninos
Naftaquinonas, */-
antraquinonas y
antronas
0,5% Con efecto
1% Sin efecto
2%
5%
Concentracion del . No irritante
extracto Hemorragia .
. o . Irritante leve I
hidroalcoholico de Lisis Irritante moderado Cuantitativa
las hojas de la Coagulacion. Irritante severo
Oenothera rosea Ait.
Hemorragia No irritante
) Lisis 9 Irritante leve Ficha Ad hoc para Het Cam (test de
Indice de irritabilidad . Irritante moderado o P irritacion ocular) -
Coagulacion. el indice de

(L1).

Disminucion del
tamafio de la herida

Irritante severo
Cicatrizante
No cicatrizante

irritabilidad (1.1)

LIM S.A.
Laboratorios Limsa

La cicatrizacion de
heridas es un proceso
fisiolégico que tiene
como finalidad la
reparacion del tejido
dafiado para llevarlo
a condiciones
normales.

El procedimiento por
medio de incision
para evidencia de la
cicatrizacion.

Proceso de
Cicatrizacion

Disminucion del
diametro de la
herida.

Cicatrizante
No Cicatrizante

Ficha Ad hoc
medicion del
tamafio de herida

Actividad
cicatrizante con el
modelo de heridas

incisas.
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ANEXO B: Instrumentos de recoleccion de datos

NUMERO DE NUMERO DE

FICHA: RATA Nﬂ&ﬂ

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS DE Universidad
LOS ANIMALES (RATAS) Norbert Wiener

EVALUACION DEL PERFIL DE SEGURIDAD DE IRRITACION DERMICA IN VITRO
MEDIANTE EL METODO HET CAM. Y ACTIVIDAD CICATRIZANTE DE FORMULACIONES
MAGISTRALES ELABORADAS CON EL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS
DE CHUPA SANGRE (Oenothera Rosea Ait.)

A) DATOS GENERALES

EDAD: . SEXO:
PESO: . RAZA:
COLOR:

B) DATOS ESPECIFICOS
TRATAMIENTO EVALUADO

CONTROL POSITIVO

CONTROL NEGATIVO ()
() GEL AL 1.0 %

GEL AL 0,5 %

A
Mot g”

MOMENTO DE LA EVALUACION
(CIERRE DE LA HERIDA)

_— 00 DIAS | 07 DIAS | 14DIAS | 21 DIAS | 28 DIAS

“TAMARNO DE
HERIDA

INSTRUCCIOMNES: Para realizar la observacion, procure encontrarse en un estado de equilibrio
emocional y somatico. Si se siente cansado, estresado o enfermo no deberia realizar dicha
observacion. Procure realizar todas las mediciones bajo las mismas condiciones de comodidad.
En el caso de no tener la seguridad sobre la medicidn de alguna unidad de analisis, descartar su
evaluacian. Registrar los datos sin borrones ni enmendaduras ni manchas. Tachar los espacios
donde no necesita rellenar los datos con una linea.

Fuente: Celestino K., Lépez J.
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FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION T
DE DATOS HET CAM CUALITATIVO. R"ﬂ%ﬂ
Universicdad
MNorbert Wiener

EVALUACION HET CAM:

Muestras de soluciones control. .. ....ooooe el

Muestras de extracto hidroalcohdlico| por concentracion...... ()

Muestras de formulas magistrales por concentracion...... ... { )
EVALUACION DEL PERFIL DE SEGURIDAD DE IRRITACION DERMICA IN
VITRO MEDIANTE EL METODO HET CAM. Y ACTIVIDAD CICATRIZANTE

DE FORMULACIONES MAGISTRALES ELABORADAS CON EL EXTRACTO

HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE CHUPA SANGRE (Oenothera
rosea Ait.)
Tiempo de reaccion
Muestra Tipo de N°® de (Segundos)
control huevo
H L Cc

1

2

3

.1

2

3

1

2

3

1

2

3

ANEXO C: Consentimiento informado y/o Asentimiento informado

No aplica.
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ANEXO D: Acta o dictamen de informe de comité de ética

ANEXO E: Evidencias de trabajo de campo

Me? =g UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS ?‘_'nu
g, « # Universidad del Penk, DECAMNA DE AMERICA fromyrn
=5 /,i’ﬁ VICERRECTORADS DE INVESTIGACION ¥ FOSGRADD | E::;E b
S s ronos MUSEO DE HISTORIA NATURAL R P

“Afo del Didlogo y la Reconciliacidn Nacional™

CONSTANCIA N°165-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSED DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD MACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta completa) recibida de Lizeth Manyari Perez y Ronal Suarez
Becerra estudiantes de la Facultad de Farmacia v Bioguimica de la Universidad NORBERT
WIENER; ha sido estudiada y clasificada como: Oenothera rosea Ait; y tigne la siguiente
posicion taxendmica, segln el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ROSIDAE
ORDEN: MYRTALES
FAMILIA: ONAGRACEAE
GEMERD: Denothera
ESPECIE: Oenothera rosea Ait.

Nombre vulgar: “Chupa sangre”.
Determinada por: Mag. Asuncidn A, Cano Echevarria

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte Interesada, para los fines que
estime conveniente.

Lirna, 07 de mayo de 2018
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Figura 19. Estudio taxonomico realizado en el museo de historia natural de la
Universidad Mayor de San Marcos.
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Figura 20. Obtencion del extracto hidroalcéholico de las hojas de Oenothera rosea
Ait. “Chupa sangre”.
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RS b GN-05

Figura 21. Elaboracion de los geles al 0, 5 % y al 1 % del extracto hidroalchélico
de las hojas de Oenothera rosea Ait.” Chupa sangre”.
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Hemorragia Lisis Coagulacién

Figura 22. Procedimiento para el perfil de seguridad por HET CAM.
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Figura 23. Procedimiento para actividad cicatrizante por el método de herida

incisas.
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