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RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo principal determinar el efecto cicatrizante de los
extractos etandlicos de hojas y bracteas de Cynara cardunculus L. “alcachofa” en heridas
inducidas en ratones albinos de la especie Mus musculus. Para la determinacién de los
componentes quimicos se realizé una marcha fitoquimica, hallandose flavonoides y
alcaloides. Utilizando técnicas cromatograficas y espectrofotometria UV-Vis, se propuso la
estructura de cuatro flavonas: 3,4°,5,6,7- pentahidroxi-8 -metoxi flavona; 4°,5,6,7-
tetrahidroxi-8 -metoxi flavona; 5,6,7- trihidroxi-4",8 -dimetoxi flavona y 5,6,7- trihidroxi-8 -
metoxi flavona. El efecto cicatrizante fue evaluado mediante el método tensiométrico y a
través de preparados histologicos de heridas incisas en la piel. Los animales de
experimentacion usados fueron ratones albinos de la especie Mus musculus, quienes fueron
tratados con cremas a base de los extractos etanélicos a concentraciones de 1, 10y 25 %.
Ambos extractos presentaron efecto cicatrizante a todas las concentraciones, obteniéndose
diferencia significativa en la fuerza de tension respecto del grupo sin tratamiento (p<0,05).
La crema del extracto etandlico de bracteas al 10% presentd el mayor efecto cicatrizante
(48,98%).

Palabras clave: Cynara cardunculus L, flavonoides, alcaloides, fuerza de tension, efecto

cicatrizante.



ABSTRACT

The main objective of this research was to determine the wound healing effect of ethanolic
extracts of leaves and bracts of Cynara cardunculus L. “artichoke” in wounds induced in
albino mice Mus musculus . To determine the chemical compounds of ethanolic extracts,
phytochemical screening was performed, revealing the presence of flavonoids and alkaloids.
Metabolites Chromatographic techniques and UV-Vis spectrophotometry were used to
propose the structure of four flavonoids: 5,6,7,3",4'- pentahydroxy- 8 -methoxyflavone;
5,6,7,4 -tetrahydroxy-8-methoxyflavone; 5,6,7-trihydroxy-4’,8-dimethoxyflavone and 5,6,7-
trinydroxy-8-methoxyflavone. Wound healing effect was evaluated by tensiometric method
and confirmed by histological studies. Albino mice Mus musculus were used, and they
recieved creams containing 1, 10 and 25% w/w of the ethanolic extracts as treatments . Both
extracts showed wound healing effect in all concentrations, with significant differences in
tensile strength compared to untreated group (p<0,05). The cream containing 10% of the

ethanolic extract of bracts was the most effective (48,98%)

Keywords: Cynara cardunculus L., flavonoids, alkaloids, tensile strength, wound healing

effect.



INTRODUCCION

Cuando hablamos de plantas medicinales nos referimos a aquellas especies
vegetales que poseen en uno o en varios de sus 6rganos, compuestos quimicos
gue pueden ser utilizados con fines terapéuticos o como punto de partida para la

sintesis de farmacos @,

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud se estima que, en paises en
vias de desarrollo, la atencidén primaria de hasta un 80 % de las personas se realiza
con medicina tradicional, debido a motivos culturales o falta de acceso al sistema
de salud @. Pero este no es un aspecto exclusivo de los paises menos
desarrollados, ya que en los paises mas industrializadas se pone especial interés
en las plantas medicinales y en su uso tradicional, con la finalidad de extraer o

desarrollar nuevas drogas ©).

La especie Cynara cardunculus L. “alcachofa”, una planta que, si bien no es oriunda
de Peru, las condiciones de nuestro pais permiten un extenso cultivo de esta,
siendo conocida por la mayoria de la poblacion. La alcachofa generalmente es
usada en la medicina natural para trastornos hepaticos y para disminuir los niveles
de colesterol en la sangre; sin embargo, debido a que entre sus principales
componentes se destacan compuestos fendlicos derivados del acido quinico y los
flavonoides ¥, se podria proponer el estudio de su efecto en la cicatrizacion de

heridas como se hizo en esta investigacion.

Con el propésito de lograr este objetivo, se siguié un esquema de trabajo que
comprende la recoleccion, clasificacién botanica, tratamiento del material vegetal,
extraccion y separacion de los metabolitos, propuestas estructurales y el ensayo

farmacoldgico ©).



CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1Descripcion de larealidad problematica

La mayoria de las personas a lo largo de su vida han visto comprometido la
integridad de su piel, ya que al estar esta siempre expuesta, es susceptible a sufrir
heridas agudas causadas por agentes externos como algin trauma (laceraciones,
guemaduras, abrasiones) o las causadas intencionalmente en una cirugia ¢7). Por
otro lado, existen trastornos que conllevan la aparicion de heridas cronicas de dificil
cicatrizacion como las Ulceras por presion, Ulceras vasculares y Ulceras

ocasionadas por la diabetes ®).

Referente a las heridas agudas, en Peru, una de las principales causas son las
heridas quirdrgicas. Estas se producen con relativa frecuencia, como se evidencia
en un estudio llevado a cabo por la Direccién General de Epidemiologia entre los
afios 2009y 2012, donde del total de 15, 679 casos de infecciones intrahospitalarias
reportadas, 30.9% fueron a causa de heridas operatorias ®. Ademas, el Estudio
Nacional de prevalencia de Infecciones Hospitalarias del afio 2015 a cargo de
Quispe Z 10 indica que las infecciones por heridas quirdrgicas ocupan el tercer
lugar en prevalencia luego de las neumonias y las infecciones del torrente

sanguineo, siendo las superficiales un 12 % vy las profundas un 8 %.

Los traumas son también responsables en la produccién de heridas agudas. En
nuestro pais, los accidentes de transito constituyen quizas la fuente mas importante
de traumas. De acuerdo con los datos proporcionados por la Policia Nacional del
Peru, los accidentes de transito se incrementaron desde el afio 2005, donde se
produjeron 75 012 accidentes de transito, en comparacion con el afio 2015, en el

que se produjeron 95 532, lo que representa un incremento del 27 % @9,

Las heridas crénicas a nivel mundial y nacional frecuentemente tienen su origen en
la diabetes. La principal complicacion de esta patologia en la piel son las
denominadas Ulceras de pie diabético, teniendo una prevalencia de 4-10 % dentro

de la poblacion diabética y se calcula que aproximadamente un 5 % de todos los



pacientes con diabetes presentan algin antecedente de Ulceras en los pies 2.

Las heridas que alcanzan la cronicidad se han convertido en un verdadero
problema de salud publica. Afectan la calidad de vida del paciente volviéndolos mas
dependientes, disminuyendo su productividad y pudiendo ocasionarles lesiones
invalidantes. Igualmente, representan un gasto elevado para el sistema de salud
debido a la larga duracion de los tratamientos 1314, En adicién a esto, la incidencia
de estas heridas se viene incrementando a causa del auge de otros padecimientos

crénicos como la obesidad, la diabetes y alteraciones vasculares (9.

El tratamiento de las heridas depende de muchos factores que interfieren en la
cicatrizacion, que incluyen desde el tipo de herida, su localizacion, su profundidad;
factores propios del paciente como la edad, sexo, ocupacion, estado nutricional;
enfermedades sistémicas; y la complicacion de la herida con una infeccion 1617,
Asimismo, el proceso de cicatrizacion es muy complejo, lo que hace que en la
terapia de las heridas se utilicen diversos tipos de farmacos, ademas de tratamiento

no farmacolégico (9.

Algunos de los farmacos mas usados son los antisépticos y antibiéticos topicos; sin
embargo, sus beneficios sobre la cicatrizacion de las heridas aun siguen siendo

debatibles, siendo necesaria la busqueda de nuevas alternativas en el tratamiento
19)

1.2Formulacion del problema

1.2.1 Problema general
¢ Los extractos etandlicos de hojas y bracteas de Cynara cardunculus L.
(alcachofa) presentaran efecto cicatrizante en heridas inducidas en ratones

albinos?
1.2.2 Problemas especificos
1. ¢Qué tipos de componentes quimicos tendran los extractos etandlicos de

hojas y bracteas de Cynara cardunculus L. (alcachofa) que puedan influir en

el efecto cicatrizante en heridas inducidas en ratones albinos?



2. ¢Los extractos etandlicos de hojas y bracteas de Cynara cardunculus L.
(alcachofa) a concentraciones de 1, 10 y 25%, administrados bajo la forma
farmacéutica de crema, presentaran efecto cicatrizante en heridas inducidas

en ratones albinos?

1.30bjetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general
Determinar el efecto cicatrizante de los extractos etandlicos de hojas y
bracteas de Cynara cardunculus L. (alcachofa) en heridas inducidas en

ratones albinos.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Determinar los tipos de componentes quimicos presentes en los
extractos etandlicos de hojas y bracteas de Cynara cardunculus L.
(alcachofa) que pueden influir en el efecto cicatrizante en heridas
inducidas en ratones albinos.

2. Evaluar el efecto cicatrizante de los extractos etandlicos de hojas y
bracteas de Cynara cardunculus L. (alcachofa) a concentraciones de 1,
10y 25 %, administrados bajo la forma farmacéutica de crema en heridas

inducidas en ratones albinos.

1.4Justificacion y viabilidad de la investigacion

Las plantas medicinales son utilizadas de forma empirica desde tiempos remotos,
cuando aun no se tenia un gran desarrollo de la industria de los medicamentos.
Estas terapias naturales se utilizan para tratar diversas afecciones debido a la gran
cantidad de compuestos activos presentes en las plantas, que con el paso de los
afos se han ido investigando, para identificarlos, clasificarlos y que permita que la

poblacién pueda utilizarlos de manera segura, sin poner en riesgo su salud.

La fitoterapia puede ser una alternativa o ser usada como coadyuvante en el
tratamiento de las enfermedades como en el caso de algunas heridas en las cuales
se necesita acortar el tiempo de cicatrizacion para evitar posibles complicaciones.

Debido a esto, es importante el estudio de nuevas plantas con actividad cicatrizante

4



como es el caso de Cynara cardunculus (alcachofa), la cual ha sido estudiada
demostrandose su alto contenido sobre todo en compuestos fendélicos ademas de

otros metabolitos que le confieren diversos efectos terapéuticos (221,

A esto se le suma que, en nuestro pais, Cynara cardunculus L. (alcachofa), no es
un producto muy comercial ya sea por desconocimiento de sus beneficios
nutricionales, terapéuticos o poca demanda de estos en los mercados peruanos,
pese a que se cuenta con extensas areas de cultivo en la sierra central y la costa,

las cuales son destinadas principalmente para la exportacion 22:23),

Se justifica con el proposito de la investigacion dar a conocer el efecto cicatrizante
de esta especie, ya que en Cynara cardunculus L. (alcachofa) se han hallado
metabolitos secundarios que pudieran influir de manera positiva en la cicatrizacion
de heridas, siendo viable ya que se puede acceder a los recursos necesarios de

manera rentable, como el material biologico, reactivos, equipos e instalaciones.



CAPITULO Il MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes del estudio

2.1.1 Nacionales

Guillermo et al (2005) @4 “Efecto cicatrizante del tallo subterraneo de
Peperomia scutellaefolia R. et P. en geles aplicados a Ratus novergicus”
presentd como objetivo, evaluar el efecto cicatrizante en forma de geles, de la
especie vegetal Peperomia scutellaefolia R. et P recolectada en el departamento
de Cajamarca. El efecto cicatrizante fue estudiado en ratones albinos cepa Balb
C53 con heridas incisas de 1 cm, a quienes se le aplicaron topicamente geles
formulados a partir del extracto vegetal a concentraciones de 5, 10, 20y 30 % P/P
durante 72 horas; siendo los parametros evaluados la fuerza de tension de la herida
y las lecturas histopatolégicas, y comparados con un grupo control y con el estandar
Cicatricure. En cuanto a los resultados, todos los geles del extracto mostraron
diferencias significativas(p<0,001) respecto del grupo control, mostrando mayor
efecto el gel al 5% (24,25%), ademas, se detectd la presencia de flavonoides
derivados del ndcleo de los dihidroflavonoles e isoflavonas, mediante
espectrofotometria ultravioleta-visible.

Boncln et al. (2013) ®® “Capacidad antioxidante in vitro de los extractos
acuoso e hidroetandlico de las hojas de Cynara scolymus L. (alcachofa) frente
al 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo”, se formulé6 como objetivos evaluar la capacidad
antioxidante de los extractos acuoso e hidroetandlico de hojas de Cynara scolymus
L. y determinar los metabolitos secundarios presentes en dichos extractos. Se
realiz6 una valoracion cualitativa de los metabolitos secundarios presentes en los
extractos utilizando el método de Olga Lock modificado, y la actividad antioxidante
se evaluo in vitro mediante el método de Brand-Williams modificado el cual esta
basado en la reduccion del radical libre 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH). Los
resultados mostraron la presencia de triterpenos, flavonoides y compuestos
fendlicos en el extracto hidroetandlico; mientras que en el extracto acuoso taninos,
saponinas, leucoantocianidinas y también flavonoides. Los porcentajes de captura

del radical



DPPH de los extractos acuoso e hidroetandlico de hojas fueron 25.3 % y 49.9%
respectivamente, lo que demostré que el extracto hidroetanolico presentd mayor

actividad antioxidante.

Prado, (2015) %% “Efecto cicatrizante de los compuestos fenélicos aislados de
las flores de Agave americana (cabuya). Ayacucho 2013” tuvo como objetivo
principal determinar el efecto cicatrizante de los flavonoides aislados del extracto
hidroalcohdlico de las flores de Agave americana “cabuya”. Se separd la fraccion
flavénica a partir del extracto hidroalcohdlico mediante extraccion liquido-liquido
con acetato de etilo y a partir de esta, se prepararon geles al 0,2; 0,5y 1 %. El
efecto cicatrizante se evalu6 en 30 ratones albinos divididos en cinco grupos de
seis animales cada uno. Se realizaron heridas incisas de 1 cm de longitud en el
lomo de los ratones y se aplicaron como tratamientos los geles que contenian los
compuestos fendlicos aislados, ademas de un gel base y el estandar Dermacin plus
por un periodo de tres dias con una frecuencia de 3 veces al dia; luego de este
tiempo se midio la fuerza de tension necesaria para abrir la herida, y se calcul6 el
porcentaje de efecto cicatrizante comparando con el grupo control. Todos los
tratamientos, excepto la concentracion de 0,2 % presentaron diferencias
significativas respecto al grupo control; siendo la concentracion de 0,5 % la que

presentd mayor porcentaje de efecto cicatrizante (67,1%).

Cardenas (2016) @7 “Estudio quimico-bromatolégico, compuestos bioactivos,
y evaluacion de la capacidad antioxidante de Cynara scolymus (alcachofa)
procedente de Huaral” se planteé como objetivos realizar los estudios quimico-
bromatoldgico, de los compuestos bioactivos y evaluar la capacidad antioxidante
de los receptaculos y bracteas de Cynara scolymus “alcachofa” proveniente de
Huaral. En el estudio quimico-bromatolégico se determiné el contenido de humedad
(método gravimétrico) , cenizas (calcinacion directa), grasas (extraccion continua
en Soxhlet con éter etilico), proteinas (método de Kjeldahl), carbohidratos (método
matematico), azucares reductores (método volumétrico de Lane y Eynon) y
minerales ( método de absorcion atémica) ; los compuestos bioactivos a estudiar
fueron la vitamina C ( método volumeétrico), los polifenoles totales( método de Folin-
Ciocalteau) , antocianinas (pH diferencial) , flavonoides (método

espectrofotométrico) , fructoolisacaridos (hidrolisis quimica); y la capacidad
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antioxidante se evalué por el método del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo. Los
resultados del estudio quimico-bromatolégico mostraron que las bracteas
presentaban mayor cantidad de fibra y de magnesio, mientras que el receptaculo
mayor cantidad se sodio, calcio, hierro y zinc; se observé presencia de vitamina C,
polifenoles, flavonoides, fructoolisacéaridos y antocianinas, aunque las antocianinas
solo fueron encontradas en las bracteas; y en cuanto a la capacidad antioxidante

se demostrd que las bracteas presentaban mayor actividad que el receptaculo.

2.1.2 Internacionales

Geethalakshmi et al. (2013) ?®® “Evaluacién de los potenciales antioxidante y
cicatrizante de Sphaeranthus amaranthoides Burm.f” tuvo como objetivo
principal evaluar la actividades antioxidante y cicatrizante de la fraccion flavonica
del extracto metanolico de Sphaeranthus amaranthoides. Para evaluar la actividad
antioxidante, se utilizé el método del radical libre 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH)
y se determind el contenido fendlico total. La actividad cicatrizante fue evaluada
mediante método excisional: a 24 ratas Wistar divididas en cuatro grupos de 6
animales cada uno se les infringié una herida excisional de 500 mm2, y se les
aplicaron ungientos preparados a partir del extracto metandlico y de la fraccion
flavonica (5%w/w) , ademas de sulfadiazina de plata como estandar por un lapso
de 10 dias ; el &rea de la herida fue medida en los dias 1,4,7 y 10 posteriores al
inicio , se midieron el contenido de hidroxiprolina y coldgeno al dia 1y al 10 , y
ademas se realizaron estudios histopatolégicos. Los resultados de la aplicacion de
los unguientos que contenian el extracto metandlico y la fraccion flavonica (5%w/w)
mostraron mejor efecto cicatrizante en la disminucién del area de la herida respecto
de la sulfadiazina de plata y la fraccién flavonica mostré diferencias significativas

respecto del estandar (p<0,01) en cuanto al contenido de hidroxiprolina y colageno.

Lodhi et al. (2013) @?® “Efecto cicatrizante de la fraccion rica en flavonoides y
luteolina aislados de Martynia annua Linn. en ratas diabéticas inducidas con
estreptozotocina”, se plantearon como objetivo evaluar el potencial cicatrizante
de fracciones de flavonoides de las hojas de Martynia annua Linn en ratas
diabéticas, basados en estudios preliminares e informacién folclérica. En cuanto a
la metodologia empleada; los flavonoides luteolina y apigenina fueron aislados de

la especie vegetal usando cromatografia en columna; se prepararon ungientos a



partir de la fraccion flavonica y del flavonoide luteolina ( 0,2 % y 0,5% w/w), y estos
fueron aplicados en ratas diabéticas con heridas excisionales por un periodo de 18
dias; se calcul6 el porcentaje de contraccion de la herida cada 2 dias y en el dia 18
se midieron proteinas , hidroxiprolina y enzimas antioxidantes en el tejido de
granulaciéon. Los resultados obtenidos evidenciaron diferencias significativas
(p<0,01) en el porcentaje de contraccion de la herida con respecto al grupo control,
para los tratamientos de la fraccion flavonica y luteolina 0,5 %w/w, y esto fue
corroborado por el estudio histopatol6gico donde se observé mayor presencia de

colageno maduro y angiogénesis.

Kameshwaran et al. (2014) @9 “Potencial cicatrizante del extracto etandlico de
flores de Tecoma stans en ratas”. El objetivo principal de este estudio fue evaluar
la capacidad cicatrizante del extracto etandlico de las flores de Tecoma stans. El
efecto cicatrizante fue evaluado en heridas excisionales, incisionales vy
gquemaduras; se asignaron 6 ratas a cada grupo experimental, de los cuales al
primero se le aplicé un unguento base, el segundo recibié un unglento a base de
extracto etandlico de Tecoma stans al 10%, y el tercer grupo fue tratado con una
crema de sulfadiazina de plata al 0,01% (control positivo). Los parametros que se
evaluaron para medir el efecto cicatrizante fueron: la contraccion de la herida, el
periodo de epitelizacion, la fuerza de tensién de la herida, el contenido de
hidroxiprolina, y también se realizaron evaluaciones histopatolégicas. Los
resultados mostraron que en las heridas tratadas con el extracto de Tecoma stans
la contraccion total de la herida (100%) se produjo el dia 12, comparado con el
grupo control (52,76%) en el modelo excisional; asi mismo, en el modelo de heridas
por quemaduras, la contraccion total (100%) del grupo tratado con el extracto
vegetal se produjo el dia 14, comparado con el grupo control (59,51 %). En cuanto
al periodo de epitelizacion, los animales tratados con extracto de Tecoma stans
evidenciaron reduccion significativa (p<0,01) frente al grupo control (9,51 y 20,32
dias para el modelo excisional; 12,51 y 25,57 dias para el modelo de quemaduras).
La fuerza de tension de los grupos tratados con extracto de Tecoma stans en el dia
10 del estudio fue de 592,28 y 401,37 g/mm? para el método incisional y el método
de quemaduras respectivamente; siendo estos valores estadisticamente
significativos (p<0,01) respecto del grupo control (419,02 y 297,01 g/mm? para el

método incisional y el método de quemaduras respectivamente). Ademas, el



contenido de hidroxiprolina mostro un incremento significativo en los grupos a los
cuales se aplico extracto de Tecoma stans, comparado con el grupo control.
Finalmente, con el estudio histopatoldgico, se confirmo6 el mejor efecto cicatrizante

del extracto vegetal.

Salem et al. (2017) GV “Composiciéon quimica, actividad antioxidante y
antinflamatoria de los extractos de hojas de Cynara scolymus, y analisis por
HPLC de los principales polifenoles bioactivos”, tuvo como objetivo determinar
la composicion quimica, actividad antioxidante, actividad antinflamatoria y analizar
los polifenoles con mayor actividad en los extractos de hojas de Cynara scolymus.
La composicion quimica se determind mediante un analisis proximal (cenizas,
carbohidratos, lipidos, azucares y fibra) utilizando métodos especificos para cada
uno y un andlisis fitoquimico. La actividad antioxidante fue evaluada por diversos
métodos como DDPH, ABTS, FRAP vy el test de blanqueo del B caroteno. La
actividad antinflamatoria fue evaluada en 30 ratas macho siguiendo el modelo de
edema inducido por carragenina. Los polifenoles con mayor actividad fueron
determinados por HPLC. Los resultados del analisis proximal muestran que las
hojas contienen grandes cantidades de fibra (71.60%) y carbohidratos (80.05%) en
muestra seca. El extracto etandlico de las hojas tenia gran cantidad de compuestos
fendlicos, flavonoides y taninos en comparacion con los demas extractos. El mismo
extracto presento mayor actividad antioxidante, siendo los resultados: DDPH
(94.23%), ABTS (538.75mmol), FRAP (542.62umol) y test de blanqueo de B
caroteno (70.74%). La administracion del extracto etandlico a dosis de 400mg/kg

evidencio la mayor actividad antinflamatoria en comparacion con la indometacina.

2.2 Bases teoricas

2.2.1 Generalidades de la especie

Cynara cardunculus L. es una especie originaria de la Cuenca del Mar Mediterraneo
que pertenece a la familia Asteraceae 2, cuya domesticacion posiblemente se
inicio en Sicilia y en las regiones que actualmente abarcan los paises de Espafa y
Francia 2. Italia es el pais con areas mas extensas de cultivos seguido por Egipto
y Espafa; pero ademas la especie ha expandido sus cultivos a otros paises como
Turquia, los Estados Unidos, China y a Sudamérica donde destacan Argentina y

Per( 64,
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La clasificacion taxondémica de Cynara cardunculus ha presentado variaciones
desde su primera clasificacién, y gracias a los avances en genética con el paso de
los afios, se ha podido dar una clasificacibn mas acertada. Nos remontamos al afio
1753, donde Carlos Linneo, clasifica a la alcachofa bajo la denominacién de Cynara
scolymus, separandola de la especie Cynara cardunculus %, Un siglo después,
en 1890, De Candolle sugiere que la alcachofa (que en ese entonces pertenecia al
género Cynara scolymus) podria tener como antecesor a la variedad silvestre del

cardo (Cynara cardunculus var. sylvestris) ),

Mas adelante, en 1904, Fiori en su clasificacion incluye a la alcachofa, al cardo y al
cardo silvestre dentro de la misma especie Cynara cardunculus L. ©7. Wiklund ©8)
en 1992, en su estudio taxonémico del género Cynara, también incluye a la
alcachofa dentro de la especie Cynara cardunculus; indicando que antes era
denominada Cynara scolymus. En 1996, Rottenberg et al. %, usando la hibridacién
entre la alcachofa y especies silvestres del género Cynara, concluye que la forma
cultivada Cynara scolymus tiene como antecesor a la forma silvestre del género
Cynara cardunculus. Estudios donde se utilizan técnicas mas avanzadas como
marcadores moleculares AFLP, SRAP y del tipo microsatélites confirman que existe
una relacion mas estrecha entre la forma silvestre de Cynara cardunculus y la
alcachofa en comparacion con otras formas silvestres del género Cynara, Yy
permiten la diferenciacion entre las variedades de la especie Cynara cardunculus
(32.40.41)_

En la actualidad se acepta que el género Cynara cardunculus L. abarca tres
miembros: dos formas cultivadas, las cuales son Cynara cardunculus var. scolymus
L. y Cynara cardunculus var. altilis DC; y una forma silvestre, Cynara cardunculus
var. sylvestris (Lamk). De estos tres, Cynara cardunculus var. scolymus L.

corresponde a la alcachofa 4,

2.2.2 Descripcién de la especie

Planta herbacea perenne que puede llegar a medir hasta 2 m de altitud. Tallo
erecto, robusto de un color verde-amarillento. Hojas en gran cantidad que se
extienden hasta cerca a los capitulos florales, miden aproximadamente 30-40 x 10-

15 cm, coloracién verde en el haz y ligeramente grises en el envés, de contorno
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oblongo o lanceolado, apice agudo, lI6bulos pinnados de 7 x 1.5 cm con espinas en
su punta. Capitulo floral de 80-110 mm de diametro, solitario y terminal o en
corimbos. Involucro con bracteas en numerosas filas, las externas miden
aproximadamente 10 x 10 mm con una amplia base aplanada con espina terminal,
las internas con un apéndice apical ovado con terminacion en punta (mucronado),
violaceo, que mide 10-13 x 5-7 mm. Flores tubulares de 30 -40 mm, glabras, que

sobresalen del involucro, con corola azul 42,

Figura N°1: Cynara cardunculus L “alcachofa”

Fuente: propia

2.2.3 Componentes quimicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios encontrados ampliamente
en el reino vegetal, que se caracterizan por presentar en su estructura uno o mas
anillos fendlicos con uno o mas grupos hidroxilos como sustituyentes de dichos
anillos. Asi, existen una amplia variedad de compuestos fendlicos, desde los mas
simples con un solo anillo en su estructura como los fenoles simples,
benzoquinonas, &cidos fendlicos, cumarinas; hasta los mas complejos como las

xantonas, flavonoides, lignanos y taninos condensados 3,

En la alcachofa, los principales componentes quimicos son los compuestos

fendlicos del tipo acidos cafeilquinicos y los flavonoides. De los acidos
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cafeilquinicos, los mas abundantes son el acido clorogénico y acido 1, 5
dicafeoilquinico “%). El &cido 1, 5 dicafeoilquinico es un compuesto formado por la
union de dos acidos cafeicos con un &cido quinico mediante enlaces éster 4. Otro
polifenol muy conocido es la cinarina (acido 1, 3 dicafeoilquinico). Es importante
mencionar que la cinarina era anteriormente denominada acido 1, 5
dicafeoilquinico, pero con el advenimiento de la nomenclatura IUPAC, adquiri6 la
denominaciéon de acido 1, 3 dicafeoilquinico el cual, a diferencia del anterior, se

encuentra en pequefias cantidades en la alcachofa (20,
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Figura N°2: Estructura quimica de la cinarina (acido 1, 3 dicafeoilquinico)
Fuente: Botsaris Ay Alves L, 2007
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Figura N°3: Estructura quimica del acido clorogénico
Fuente: Botsaris Ay Alves L, 2007

Los flavonoides son pigmentos que pertenecen al grupo de los compuestos
fendlicos, siendo uno de los mas abundantes en las plantas. Todos tienen una
estructura basica de carbonos Cs-C3-Cs formada por dos anillos arométicos
denominados “A” y “B”, los cuales estan unidos por una cadena de tres carbonos
pudiendo o no formar otro anillo denominado “C” ®). Los flavonoides se encuentran
principalmente unidos a carbohidratos (glucésidos) aunque también se pueden
encontrar en forma libre (agliconas). Los flavonoides se pueden clasificar en

diversos grupos de acuerdo con la saturacion y posiciobn de los sustituyentes
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hidroxilos en el anillo “C” (flavonas, flavanos, flavanonas, flavonoles, flavanoles);
asi como por posicion del anillo “B” respecto del “C” (isoflavonoides,

neoflavonoides) #3:49),

I OH

Flavanol

Flavonoide

Flavona Flavonol

Figura N°4: Estructura basica de un flavonoide y algunos tipos.

Fuente: Vinetur

Los principales flavonoides que fueron identificados en la alcachofa son la luteolina,
apigenina y los glicésidos formados a partir de estas 4. En las cabezas florales se
han identificado principalmente como flavonoides a la apigenina, libre y sobre todo
en forma glicosilada como apigenina-7-glucurénido; ademas de luteolina y sus
glucésidos. En las hojas se han aislado diversos flavonoides como quercetina,
apigenina y apigenina 7 glucésido GV y también luteolina 7-O-glucosido y luteolina

7-O-glucuronido, luteolina y kaempferol ¢6),

CH

HO 8]

OH o

Figura N°5: Estructura quimica de la apigenina

Fuente: www.extrasynthese.com
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Figura N°6: Estructura quimica de la luteolina-7-O- glucésido

Fuente: www.extrasynthese.com

En su composicién también presentan sesquiterpenos como la cinaropricina, la
aguerina B; glicosidos sesquiterpénicos como los cinarascolosideos y triterpenos

como el lupeol 7).

Las cabezas florales de la alcachofa tienen un alto contenido de carbohidratos,
vitamina C, inulina y minerales entre los que destacan el potasio y el calcio;

componentes que les confieren un importante valor nutricional ¢“8).

2.2.4 Usos medicinales

En cuanto al uso etnobotanico de Cynara scolymus predomina alrededor del mundo
Su uso para alteraciones hepéticas, biliares, problemas digestivos y para reducir el
colesterol elevado. Sin embargo, se le confieren otros usos, siendo al parecer Brasil
el pais que mas propiedades medicinales le atribuyen. En este pais, ademas de los
usos tipicos que se le da a la planta, se la usa para tratar alteraciones
dermatologicas como el acné, caspa, seborrea; enfermedades inflamatorias como
la artritis; alteraciones del sistema urinario como uretritis, nefritis; hipoglicemia e

hipertension (49,

Las especies del género Cynara poseen una amplia variedad de efectos
terapéuticos demostrados: antioxidante, antibacteriano, hepatoprotector, diurético,

antitumoral, reductor de los niveles de colesterol e hipoglucemiante (9,

Los efectos hepatoprotectores de Cynara scolymus y sus componentes han sido
estudiados en modelos animales. Se han demostrado la proteccion que ejerce la

cinarina y el acido cafeico sobre la toxicidad hepatica inducida por tetracloruro de
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carbono, ademas de los efectos del tracto de sus hojas, demostrandose
disminucion de los niveles de enzimas hepaticas AST, ALT y ALP, asi como un
aumento de la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, GPx y CAT y mejora
en la fibrosis inducida por tetracloruro de carbono®%51) También se han evidenciado
los efectos curativos sobre el higado frente al estrés oxidativo, reduciendo la
peroxidacion lipidica y mejorando la reparacion del DNA dafiado de las células

hepéticas de ratas®2.

El extracto de hojas Cynara scolymus revelo en ensayos in vitro e in vivo que
afectan el crecimiento y proliferacion de células tumorales en el mesotelioma
maligno ®3). Los polifenoles presentes en esta planta producen muerte celular y
tienen efectos antiproliferativos en lineas celulares MB231 del cancer de mama a
altas dosis ¢4 y asimismo presentaron actividad para inhibir el crecimiento de

células cancerosas en el hepatocarcinoma celular 9,

Se evaluaron los efectos que tiene Cynara scolymus L. sobre la hiperlipidemia y la
arterioesclerosis inducida en ratas, evidenciandose una reduccion del colesterol en
funcion de la disminucion del colesterol LDL y reduciendo la produccién de
citoquinas proinflamatorias que podrian intervenir en la patogenia de la
arteriosclerosis 8. Ademas se ha demostrado que las hojas de Cynara scolymus
L inhiben la sintesis de colesterol en los hepatocitos de animales de
experimentacion, modificando de forma indirecta la actividad de la enzima HMG-

CoA reductasa®”.

La inulina es un polisacarido que pertenece al grupo de los fructanos, los cuales no
son hidrolizados por las enzimas intestinales de humanos, por lo cual llegan hasta
el intestino grueso intactos, mejorando la composicion de su flora bacteriana. Se
reporta una mejora en la absorcion de calcio y podria actuar sobre el metabolismo
de los lipidos®9.Estudios in vitro, en animales y en humanos demuestran que la
inulina, probablemente a través de los productos obtenidos de su degradacién por
la flora bacteriana interviene de forma favorable en los factores de riesgo
relacionados con el cancer de colon, disminuyen el crecimiento y promueven la

apoptosis de las células tumorales(®.
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2.2.5 Estructurade la piel

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano que cumple mudltiples
funciones como la de proteccién contra los factores externos, excrecion del sudor,
controlar la temperatura del cuerpo, recepcion de sensaciones como el tacto y el

dolor, y captacion de rayos ultravioleta para la sintesis de vitamina D 9,

La piel estd formada por dos capas: la superficial, denominada epidermis y la
profunda, llamada dermis. Debajo de estas capas se encuentra una de tejido

conjuntivo que posee cantidades de grasa, la cual se denomina hipodermis 9,

La epidermis esta formada en su mayoria por células denominadas queratinocitos,
los cuales se encuentran en constante division; esto hace que se diferencien en
cinco capas donde las células recién formadas ocupan capas mas superficiales.
Estas capas que forman la epidermis de afuera hacia adentro son: a) estrato
corneo, b) estrato lacido, c) estrato granuloso, d) estrato espinoso y e) estrato
germinativo. Distribuidos entre estas capas de queratinocitos se encuentran otros
tipos de células como las células de Merkel, las células de Langerhans y los
melanocitos, los cuales cumplen funciones mecanorreceptoras, de defensa y de

pigmentacion respectivamente 9,

La dermis se sitlia inmediatamente después de la epidermis y es una capa formada

por tejido conjuntivo colagenoso en el que predominan las fibras de colageno tipo |
(59)
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Figura N°7: Estructura de la piel
Fuente: Instituto Nacional del cancer.

2.2.6 Cicatrizacion de heridas

La cicatrizacion cutanea es un conjunto de procesos que se producen de manera
fisiolégica cuando existe una herida en la piel. En estos procesos participan células
de diversos tejidos, ademas de mediadores extracelulares, con la finalidad de

reparar las lesiones tisulares ©9),
En condiciones donde estos procesos son alterados se puede obtener como

resultado una cicatrizacion anormal pudiendo terminar en ulceraciones si fuera una

herida cronica o formacion de queloides por exceso de tejido 61,

2.2.7 Fases de lacicatrizacién

2.2.7.1 Fase de hemostasia e inflamatoria

Una herida produce la ruptura de los vasos sanguineos con la consecuente

exposicion de la matriz extracelular a las plaguetas. El colageno presente en el

subendotelio resulta expuesto e interacciona con estas células, provocando los
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fendmenos de la agregacion y desgranulacion plaquetaria; ademas de activar la

cascada de coagulacion 62,

Los granulos a de las plaquetas liberan varias sustancias en la herida, como el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor transformador de
crecimiento B (TGF - B), factor activador de plaquetas (PAF), fibronectina y

serotonina ©2),

La cascada de coagulacion tiene como resultado final la activacion de la protombina
en trombina, enzima que cataliza la conversion de fibrindgeno en fibrina. Esta fibrina
tiene la capacidad de unirse con otras de su mismo tipo, formando asi una gran red
de fibrina que estabiliza el codgulo. Este coagulo de fibrina también sirve como una
estructura base donde podran migrar células inflamatorias como leucocitos

polimorfonucleares y monocitos 2.

Los leucocitos polimorfonucleares (PMN): Son las primeras células en infiltrar la
herida, actuando desde las 24 hasta las 48 horas. Estas células migran hacia la
zona de la herida gracias a diversos factores como la vasodilatacion y aumento de
la permeabilidad vascular ocasionada por sustancias como la bradiquinina y
factores C3a y Cba del sistema del complemento; liberacién de factores
guimiotacticos entre los que destacan el TNFa, TGF R y la IL-1; y por productos
liberados por las bacterias. Entre los polimorfonucleares, destacan principalmente
los neutréfilos, cuyas funciones mas importantes son realizar la fagocitosis de
bacterias y el desecho de los tejidos. Adicionalmente, mediante la produccion de

citocinas, los neutréfilos intervienen en la angiogénesis y sintesis de colageno ©2),

Los macrofagos: Las segundas células en migrar al sitio de la herida son los
macrofagos y se consideran a estos de vital importancia para una adecuada
cicatrizacion, pudiendo encontrar concentraciones importantes de estos de 48 a 96
horas después de la lesidn y pueden permanecer hasta la cicatrizacion completa.
Los macrofagos al igual que los polimorfonucleares realizan la funcion de
fagocitosis, sin embargo, su funcion primordial esta relacionada con la produccion
de gran variedad de citocinas y factores de crecimiento, que influyen positivamente

en la cicatrizacion de la herida. Por ejemplo, los factores de crecimiento TGF 3,
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EGF y VEGF controlan la proliferacién de células, formacion de vasos sanguineos

y sintesis de matriz 62,

Citocinas como la interleucina (IL-1) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
secretados por los neutrdfilos y los macrofagos estimulan la sintesis de 6xido nitrico
(NO), el cual posee efectos antiinfecciosos, e induce la proliferacion y migracion de

los queratinocitos (69,

Lucas et al. (2010) 3, demostraron el rol importante que cumplen los macréfagos
en la reparacion de las heridas, utilizando ratones a los cuales se les inducia la
disminucion de la cantidad de macrofagos en diferentes estadios de la cicatrizacion.
Se observé que en las primeras fases como la inflamatoria, la deplecion de
macroéfagos resulta en una vascularizacion deficiente, tejido de granulacion con

escasos fibroblastos y una cicatrizacion incompleta.

Los linfocitos T: Alcanzan su concentracion maxima una semana después de la
lesion y aunque su funcién en la cicatrizacion no esté bien definida, se sabe que
estos cumplen un papel fundamental. Se cree que ellos pueden modular el
ambiente de la herida y se ha demostrado que en ausencia de linfocitos T disminuye
la cantidad de colageno en la herida; aunque la supresiéon de solamente el grupo

CDS8 de linfocitos favoreceria la cicatrizacion (€2,

MNeutrofilos

Macréfagos

Fibroblastos

Niamero relativo de células

Linfocitos

Figura N°8. Proliferacion de células en las distintas etapas de la cicatrizacion

Fuente: Schwartz. Principios de cirugia, 2015.

20



2.2.7.2 Fase proliferativa o de granulacion

La fase proliferativa empieza aproximadamente al 4to dia de producida la lesion y
suele extenderse hasta el dia 12. Esta fase comienza con la migracion de los
fibroblastos al sitio de la herida, mediado principalmente por el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF). Los fibroblastos una vez alli, proliferan y se
activan, gracias a las citocinas y factores de crecimiento liberados por los

macrofagos, para poder realizar su funcion de sintesis y remodelacion de la matriz
(62)

Los fibroblastos sintetizan inicialmente una matriz provisional formada por fibrina y
el glucosaminoglucano denominado &cido hialurénico. Esta matriz es importante
porque favorece la migracion celular, y una vez que se alcanzan cantidades
suficientes de fibroblastos estos degradan el acido hialurénico y en su lugar se
depositan glucosaminoglucanos sulfatados principalmente el dermatan y el sulfato
de condroitina. Al mismo tiempo, los fibroblastos van sintetizando y depositando
coldgeno en la cicatriz, y mientras esto sucede, los glucosaminoglucanos se

afiaden a la estructura del colageno (62:64),

El colageno es una de las proteinas mas abundantes en el cuerpo, de vital
importancia en la cicatrizacion de las heridas ya que le ofrece una resistencia
mecéanica. Existen al menos 18 tipos de colageno, los mas importantes para la
cicatrizacion de las heridas son el tipo | y lll, ambos presentes en la matriz
extracelular de la piel. Para que haya una correcta sintesis del colageno debe haber
flujo adecuado de oxigeno a la herida, deben existir nutrientes y cofactores en
proporciones adecuadas, y ademas el ambiente de la herida debe estar ausente de

infeccién y con un gran riego vascular ¢2).

De forma paralela a la proliferacion de fibroblastos con el consecuente depdésito de
colageno, se lleva a cabo la formacion del denominado tejido de granulacion, el
cual esta constituido por vasos sanguineos, fibroblastos y macréfagos. Las células
endoteliales empiezan a formar nuevos vasos sanguineos (angiogénesis), los

cuales migran e invaden la matriz inicial formada por fibronectina, acido hialurénico
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y colageno. Este proceso de angiogénesis es estimulado esencialmente por el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y numerosas citocinas como el
TGF [ y las angiopoyetinas. La red de vasos sanguineos finalmente va
disminuyendo, a medida que aumenta la produccién de colageno y formacion de la

cicatriz 60.64),

Otro evento que ocurre durante la fase proliferativa es el de la epitelizacion, que se
caracteriza por la migracion y proliferacion de células epiteliales (queratinocitos) de
las zonas cercanas a la lesién. Estas células sufren cambios como la pérdida de su
adhesion a células vecinas y el desarrollo de filamentos de actina que le otorgan
movilidad; los cuales tienen como resultado la separacion entre células epidérmicas
y también separaciéon de la dermis subyacente, favoreciendo de esta forma, su
migracion %), Células basales de zonas proximales al borde de la herida, producen
nuevas células por divisién celular y estas migran a la matriz provisional de la
herida. La membrana basal se forma gracias a la secrecién de laminina y colageno
tipo IV por los queratinocitos y fibroblastos. Luego de cubrirse la lesion, las células
epiteliales adquieren forma cilindrica y se dividen rapidamente para reconstituir las

capas del epitelio, finalizando con la queratinizacion del estrato corneo 6264),

2.2.7.3 Fase de maduracion y remodelacion

Esta fase tiene su inicio en la fase proliferativa y se caracteriza por la reorganizacion
del colageno previamente sintetizado. El contenido de colageno resulta del
equilibrio entre la formacion de colageno por parte de los fibroblastos y de su

degradacion por las enzimas metaloproteinasas (62,

La composicion de la cicatriz va cambiando gradualmente: inicialmente, la matriz
estd formada por fibronectina y colageno tipo lll; luego la conforman en mayor
cantidad los glucosaminoglucanos; y la matriz final se compone de colageno tipo I.
Esta fase de remodelacion dura varios meses hasta que se logra una cicatriza

formada casi exclusivamente por colageno, sin vasos ni elementos celulares 62,
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2.2.8 Factores de crecimiento que participan en la cicatrizacion de heridas
(66)

PDGF (Factor de crecimiento derivado de plaquetas): Encargada de la quimiotaxis

para leucocitos y estimular la angiogénesis y contraccion de la herida.

TGF - a (Factor alfa de transformacion de crecimiento): Estimula la proliferacion y

migracion de los queratinocitos.

TGF — B (Factor beta de transformacién de crecimiento): Tiene una funcién similar

al PDGF

KGF (Factor de crecimiento de los queratinocitos): Estimula la proliferacion y

migracion de los queratinocitos.

VEGF (Factor de crecimiento endotelial vascular): Estimula la mitosis de las células

endoteliales.

IGF-1 (Factor de crecimiento similar a la insulina): Encargada de la migracion y

mitosis de los queratinocitos, ademas de estimular la sintesis de colageno y matriz

extracelular.

EGF (Factor de crecimiento epidérmico): Estimula la proliferacion y migracion de

gueratinocitos y fibroblastos.

FGF (Factor de crecimiento de fibroblasto): Estimula la mitosis para los

gueratinocitos y fibroblastos, favorece la angiogénesis y el depésito de matriz.

2.2.9 Clasificacién de curacion de las heridas
Primera Intencién: Cuando la herida es suturada de inmediato. Lo cercano de sus

bordes amenora el espacio en que se regenera la herida (67,

Segunda Intencién: Es cuando la herida tiene lugar con los bordes separados,
todo el proceso de cicatrizacidon se desarrolla a la vista, hasta que el epitelio recubra
el tejido regenerado (%8, La curacién por segunda intencién difiere de la primera en
varios aspectos ©°) el codgulo que se forma es de mayor tamafio y la superficie de
la herida es rica en fibrina y fibronectina; la inflamacién es mas pronunciada; forman
mayor cantidad de tejidos granulares; y la curacion implica la contraccion de la

herida.
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Tercera Intencion: Cuando se hace la sutura diferida de las heridas. En la fase
anterior a la sutura, la herida inicia su curacién por segunda intencion por lo que se

produce su contraccion 7).

Primera intencion

Epitelizacion

Reparacion de

Contraccion

Epitelizacion

el

e e _"—,“2

Tercera intencion

Contraccion

Reparacionde |
tejido conjuntivo |

Figura N°9. Tipos de curacién de heridas

Fuente: Schwartz. Principios de cirugia, 2015.

2.2.10 Factores que afectan la cicatrizacion de heridas

Existe una gran cantidad de factores que podrian favorecer o perjudicar el curso
normal de una cicatrizacion, tales como: los factores locales que son los que estan
directamente relacionados con la herida y los factores sistémicos que son factores
relacionados con la persona, tales como su estado general de salud, el
padecimiento de alguna enfermedad, los cuales podrian interferir en la cicatrizacion

de heridas (79,
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2.2.10.1 Factores locales

Oxigenacion: Como consecuencia de la lesion cutanea, es indispensable el uso
de més oxigeno, es decir cuando un area lesionada presenta hipoxia, el proceso
de reparacion tisular se ve afectado. El oxigeno no solo es importante para la
produccion de ATP, si no también estimular mediadores celulares Utiles para el

proceso de cicatrizacion (7,

Infecciones: EIl desarrollo usual de una cicatrizacion puede verse afectado
gravemente por las infecciones, ya que a través de la herida los microorganismos
pueden migrar a la profundidad de los tejidos. Las bacterias pueden liberar
exotoxinas y endotoxinas (esta ultima, solo en su muerte), las cuales son toxicas
en células diana especificas. La destreza de un microorganismo para sobrevivir
dentro del huésped se basa en poder detectar los cambios que sufre su entorno, y

de esa manera poder actuar de forma inmediata (2.

2.2.10.2 Factores sistémicos

Afos: Es cierto que, a mayor cantidad de afios, la piel de una persona sufre
cambios los cuales afectan directamente la cicatrizaciéon de una herida, pudiendo
causar un retraso de esta. Esto podria ser debido a una disminucion de la actividad
de los macrofagos, retraso en el proceso de epitelializacion y angiogénesis, menos
capacidad del colageno para remodelarse. Pero, en la mayoria de los casos la

herida cicatrizara, recuperando la funcionalidad de la piel ("3,

Diabetes: Esta enfermedad por si sola presenta muchas complicaciones, debido a
una marcada hiperglicemia, la cual afecta y deteriora muchos 6rganos vitales,
incluyendo todos factores relacionados a la cicatrizacion provocando dificultad para
realizar reparaciones fisiolégicas. Ademas de producir toxicidad a largo plazo, lo

cual empeora aun mas la posibilidad de cicatrizacién (79,

Medicamentos: Existen medicamentos tales como los glucocorticoides,
antiinflamatorios no esteroideos y los medicamentos quimioterapéuticos que tienen
un impacto importante en la cicatrizacion de las heridas, ya que en ciertos casos se
produce una cicatrizacion incompleta por inhibicibn de factores claves en la

cicatrizacion (79,
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2.2.11 Tratamiento de las heridas

El tratamiento basico de las heridas depende del tipo de herida: si es aguda o
cronica. En las agudas, se pueden utilizar: suturas, adhesivos tépicos, vendas,
peliculas de poliuretano. Si la herida es cronica, se puede usar: apdsitos o gasas,
parches, colageno, piel cultivada sintética ya sea animal o humana el cual se usa
en distintos padecimientos como quemaduras, ulceras venosas y diabéticas; sin
embargo, se encuentran en fase de investigacion clinica. Otros tratamientos como
la luz polarizada usada como fototerapia ayudan a normalizar el funcionamiento de

las enzimas celulares cutaneas @),

Aunque los productos antes mencionados son muy Utiles para la cicatrizacion de
las heridas, es importante recordar que por lo general cualquier herida contiene
bacterias que no necesariamente representan un peligro para su adecuada
cicatrizacion. Sin embargo, también existen algunos microorganismos mas
agresivos que invaden los tejidos ocasionado efectos perjudiciales como una
infeccion. El diagnostico de infeccion de una herida se basa principalmente en
criterios clinicos que incluyen por ejemplo la evaluacion del paciente, de los tejidos
gue rodean la herida y de la propia herida en busca de signos y sintomas de
infeccion. El tratamiento necesario para esta infeccion sera un tratamiento a base

de antisépticos y antibiéticos (74

Los antisépticos

Son sustancias empleadas por via topica en tejidos vivos con la finalidad de destruir
o0 inhibir la proliferacion de microorganismos. Generalmente son aplicados sobre
las heridas, y se pueden diferenciar de los antibioticos debido a que generan poca

resistencia y son de amplio espectro /%),

Existe controversia por su uso, ya que algunos mecanismos de accion representan
un peligro para la piel. Por ejemplo, los alcoholes destruyen las membranas
celulares, los amonios cuaternarios desnaturalizan proteinas, el agua oxigenada es
un agente oxidante muy fuerte, la povidona y clorhexidina actian por toxicidad

directa, estas sustancias no diferencian entre células huéspedes y bacterias, por lo
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gue atacan a todas indistintamente. Pero hay quienes intentan diluir el antiséptico

a concentraciones bajas y probar el mismo efecto antibacteriano ),

Uno de los antisépticos usados era también el triclosan, hasta que en el 2016 la
F.D.A. (Food and Drug Administration) lo elimind oficialmente de la lista de
sustancias permitidas para su uso en los jabones para manos y geles de bafio
antibacterianos de venta libre, debido a que podria presentar riesgos para la salud,

como resistencia bacteriana o efectos hormonales (7677,

Los antibiodticos

Este tipo de farmacos ha sido utilizado por muchos afios en el tratamiento de
infeccion de heridas, es decir cuando el microorganismo ha invadido el tejido y se
multiplica. Aunque su uso indiscriminado ha ocasionado la aparicion de cepas
bacterianas resistentes a estos, como Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (SARM), Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (SARV) y
especies multirresistentes de Pseudomonas y Acinetobacter y de infecciones
asociadas a la asistencia médica, como la diarrea por Clostridium difficile (:6.74),

El antibiotico por usar dependera del agente aislado y su sensibilidad. Hay una gran
variedad de preparaciones que han demostrado ser eficaces para reducir los
efectos de los recuentos bacterianos en las heridas. Los preparados de plata son
antibacterianos topicos (Acetato de Mafenide, Sulfadiazina de Plata, Acticoat®,
Actisorb®) usados en pacientes quemados por su amplio espectro antibacteriano,
antifangico, antiviral y por no tener efectos dafinos en la cicatrizacion. Los
antibacterianos que inhiben la sintesis proteica como la Bacitracina y la Mupirocina,
no dafan los componentes de la herida y son muy efectivos contra cocos Gram
positivos. Los antimicrobianos tépicos obligan a curar con mas frecuencia la herida
lo que podria conllevar a producir una resistencia bacteriana, reacciones alérgicas

y alteraciones en la cicatrizacién (16,
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2.3 Formulacion de hipotesis

2.3.1 Hipotesis general
Los extractos etandlicos de hojas y bracteas de Cynara cardunculus L.
(alcachofa) presentan efecto cicatrizante en heridas inducidas en ratones
albinos.

2.3.2 Hipodtesis especificas

1. Los extractos etandlicos de hojas y bracteas de Cynara cardunculus L.
(alcachofa) tienen tipos de componentes quimicos que influyen en el efecto
cicatrizante en heridas inducidas en ratones albinos.

2. Los extractos etandlicos de hojas y bracteas de Cynara cardunculus L.
(alcachofa) a concentraciones de 1, 10 y 25 %, administrados bajo la forma
farmacéutica de crema presentan efecto cicatrizante en heridas inducidas en
ratones albinos.

2.4 Variables
2.4.1 Operacionalizacion de Variables
Tabla N°1: Operacionalizacién de variables
VARIABLE INDEPENDIENTE INDICADORES

Componentes quimicos de los extractos | Presencia de tipos de componentes
etandlicos de hojas y bracteas de Cynara | quimicos: flavonoides, alcaloides, etc.
Cardunculus L.

VARIABLE DEPENDIENTE INDICADORES

Efecto cicatrizante Fuerza de tensiéon

Fuente: propia

2.5 Marco conceptual

1.

2.

Angiogénesis: formacion de nuevos vasos sanguineos tomando como
origen vasos sanguineos previamente existentes (/9.
Antioxidante: toda sustancia capaz de inhibir los efectos oxidantes de los

radicales libres, proporcionado electrones a estos con el fin de estabilizarlos
(79)
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3. Cicatrizacion: Serie de sucesos complejos en donde estan involucrados
diversos tipos celulares y sustancias producidas por estas, con el fin de
producir la reparacion de un tejido dafiado 9.

4. Citocinas: Proteinas producidas por el epitelio, el endotelio, tejido
conjuntivo, aunque principalmente por los linfocitos y los macréfagos, que
modulan la funcién de otros tipos celulares ©9).

5. Concentracién: Cantidad de un soluto contenida en una cantidad
determinada de solvente o en una cantidad determinada de solucion €Y,

6. Cromatografia: técnica utilizada para separar los componentes de una
mezcla, la cual es transportada por una fase movil a diferentes velocidades
sobre una fase estacionaria, produciéndose de esta manera la separacion
@,

7. Extracto: Preparados obtenidos a partir de una droga por evaporacion total
o parcial de los solventes utilizados para la extraccion ®,

8. Factores de crecimiento: Proteinas que regulan la proliferacién celular
tanto en estado fisioldgico o0 como respuesta a una lesién con la finalidad de
reparar las células dafiadas ©9.

9. Fitoterapia: ciencia que se encarga del estudio de los recursos de origen
vegetal para su aplicacion de forma terapéutica 2,

10.Flavonoides: Compuestos quimicos que se caracterizan porque en su
estructura presentan dos anillos fenilo unidos mediante un anillo de pirano
heterociclico %)

11.Herida: Interrupcién de la continuidad celular en un tejido como
consecuencia de una agresion o trauma 9,

12.Matriz extracelular: Complejo macromolecular que se remodela
constantemente, formando una malla alrededor de las células la cual le sirve
como soporte, permite la adhesion con otras células y almacenar diversos
factores de crecimiento (9.

13.Polifenoles: Compuestos quimicos originados principalmente en las
plantas, cuya estructura se caracteriza por la presencia de anillos fenélicos
(45)_

14.Queratinocitos: células que se encuentran en mayor cantidad formando la

epidermis de la piel 9,
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CAPITULO lll: METODOLOGIA

3.1 Tipo de estudio

Cuantitativo y experimental.

3.2 Disefio de estudio

Experimental: disefio con posprueba Unicamente y grupo de control.
3.3Poblacién vegetal

100 plantas de Cynara cardunculus L. por 10 m? de superficie cultivada.

3.4 Muestra vegetal

4 kilogramos de hojas y 4 kilogramos de bracteas de Cynara cardunculus L.

3.5 Poblacion animal

Ratones albinos de la especie Mus musculus, machos, de 2 meses de edad, de

peso mayores a 25 g, del Instituto Nacional de Salud.

3.6 Muestra animal

Sesenta ratones albinos de la especie Mus musculus, machos, de 2 meses de

edad, de peso mayores a 25 g. adquiridos en el Instituto Nacional de Salud.

3.7Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos

3.7.1 Recolecciony preparaciéon de la muestra

La especie vegetal fue recolectada en el distrito de Ingenio, provincia de Huancayo,
departamento de Junin, a 3460 msnm, en el mes de Agosto, antes de la floracion,

con un peso aproximado de 4 Kg de hojas y 4 Kg de bracteas (Anexo N°1).

Muestras de una rama con hojas y de una cabeza floral fueron utilizadas para la
clasificacion taxon6mica de la especie, la cual se realiz6 en el Museo de Historia
Natural de la UNMSM (Anexo N°2). En el laboratorio de Quimica Organica de la
UNMSM se realizo la limpieza, trozado
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y posteriormente el secado de la muestra en una estufa a temperatura de 40°C. Las
muestras ya secas, fueron trituradas en un molino de cuchillas automatico, fueron

pesadas y almacenadas en frascos a&mbar.
3.7.2 Preparacion de los extractos etandlicos

Se maceraron 305,3 g del polvo triturado de hojas y 324,4 g del polvo triturado de
bracteas de Cynara cardunculus L en 1200 mL de etanol a 96° durante 7 dias con

agitacion de por lo menos una vez al dia.

Pasados los 7 dias se filtraron las soluciones y el solvente fue evaporado en una
estufa a temperatura de 40°C, obteniéndose asi los extractos etanélicos de Cynara
cardunculus L : 71, 7 g de las hojas y 26,2 g de las bracteas. Los extractos fueron
guardados en frascos ambar para ser usados luego en los ensayos fitoquimicos y

en el ensayo farmacolégico (Figura N°10).

Recoleccion de la muestra

Secado y molienda

Maceracion

305,3 g de hojas y 324.4 g de bracteas
en 1200 mL de etanol a 96° por 7 dias

¥
Evaporacion del solvente

Exiractos crudos
Ensayos fitoquimicos y cromatograficos Ensayo farmacologico
Marcha de solubilidad « Ensayo cicatrizante por el método
Screening fitoquimico tensiomatrico.

Cromatografia en capa fina
Cromatografia a escala
preparativa

+ FElucidacion estructural por UV-Vis

Figura N°10: Diagrama de flujo de la parte experimental

Fuente: propia
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3.7.3 Ensayos fitoquimicos
3.5.3.1 Prueba de solubilidad

Muestras de 5 mg de los extractos fueron tratadas con 0,5 mL de solventes con

polaridad decreciente: agua destilada, etanol, metanol, butanol y diclorometano.
3.5.3.2 Marcha fitoquimica

A muestras de 5 mg de los extractos disueltas en etanol, se afiadieron reactivos

para la identificacion de componentes quimicos segun lo descrito por Lock ©):
Compuestos fendlicos: 5 mg de muestra + 2 gotas de FeCI3
Flavonoides: 5mg de muestra + cintas de Mg + gotas de HCI concentrado
Taninos: 5mg de muestra + 2 gotas de reactivo gelatina al 1%
Aminoécidos libres: 5 mg de muestra + 2 gotas de reactivo ninhidrina
Alcaloides: 5 mg de muestra + 2 gotas del reactivo Dragendorff

5 mg de muestra + 2 gotas del reactivo Mayer.
Quinonas: 5mg de muestra + 2 gotas de reactivo Borntrager

Glicésidos: 5mg de muestra + 2 gotas de reactivo a-naftol + 3 gotas de H2S04,
sin agitacion.
3.7.4 Ensayos cromatograficos

3.5.4.1 Cromatografia en capa fina analitica

Se utilizaron muestras de 30 mg de los extractos para los ensayos de cromatografia
en capa fina analitica, realizados en placas cromatograficas de 7 x 2.5 cm,
utilizando como fase estacionaria silica gel GF 254 y como sistema de solventes
diclorometano y etanol en proporcién de 3:1. Seguidamente, se revelaron las placas

mediante una lampara de luz UV a longitudes de onda de 254 nmy 365 nm.
3.5.4.2 Cromatografia en capa fina a escala preparativa

Se utilizaron muestras de 30 mg de los extractos para los ensayos de cromatografia
en capa fina a escala preparativa, realizados en placas cromatograficas de 20 x 5

cm, utilizando como fase estacionaria silica gel GF 254 y como sistema de
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solventes diclorometano y etanol en proporcion de 2:1. Seguidamente, se revelaron
las placas mediante una lampara de luz UV a longitudes de onda de 254 nmy 365

nm.
3.7.5 Elucidacioén estructural

Se desorbieron las manchas de las placas mediante raspado y utilizando etanol
para separarlos de la silica gel. Las fracciones obtenidas fueron almacenadas en
viales para su lectura mediante espectrofotometria UV-Vis.

3.7.6 Elaboracion de las cremas

En primer lugar, se elabor6 una crema base de acuerdo con la siguiente formulacion
(Tabla N°3):

Tabla N°2: Formulacion de la crema base

Ingredientes | Cantidad (%)
Fase oleosa
Vaselina sélida 3%
Acido estearico 4%
Cera lanette O 3%
Fase acuosa
Propilenglicol 3%
Parabenos 0,2%
Agua destilada csp 100%

Fuente: propia

Para todas las cremas de los extractos al 1, 10 y 25 % se utilizo la crema base y se
adicionaron cantidades de extracto segun la concentracion requerida (Anexo N°8).

3.7.7 Ensayo farmacologico
3.5.6.1 Disefio experimental

Se utilizaron sesenta ratones albinos de la especie Mus musculus, machos, de 2

meses de edad, con un peso de 30 g *+ 1,4, bajo condiciones controladas.

Los animales fueron divididos en 10 grupos de 6 individuos cada uno. De estos, en
9 de ellos se siguid el siguiente procedimiento: se depil6 el lomo de los ratones
utilizando crema depilatoria Depile® y se observo por 24 horas. Luego de constatar
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gue no se produjo ninguna irritacion en la piel de los animales, se realizaron dos
cortes de 1 cm de longitud en el lomo de cada uno de ellos. Pasada una hora se
inicié con la aplicacion de los tratamientos, los cuales se realizaran cada 12 horas
durante 7 dias %),

En el grupo X, se depil6 el lomo de los ratones igual que en los anteriores grupos,

pero a este grupo no se le realizé ningun corte. (Figura N°11)

60 ratones albinos de peso
promedic 30g+ 14 g

Divididos en grupos de 6 unidades

Grupos del | al IX Grupo X

|

Dos heridas incisas de 1cm en el lomo

|

Tratamientos durante 7 dias cada 12 horas M

Mo se realizan heridas

Lecturas histopatoldgicas

2 muestras de cada grupo

v
\‘ Medida de la fuerza de tension en

gramos para abrir la herida

6 muestras de cada grupo

Figura N°11: Disefio experimental del efecto cicatrizante

Fuente: propia
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Grupo I: No se le aplicé ningun tratamiento.
Grupo II: Se le aplicé una crema base.

Grupo lll: Se le aplicé una crema elaborada a base de extracto de hojas de Cynara

cardunculus L. al 1%

Grupo IV: Crema elaborada a base de extracto de hojas de Cynara cardunculus L.
al 10%

Grupo V: Crema elaborada a base de extracto de hojas de Cynara cardunculus L.
al 25%

Grupo VI: Crema elaborada a base de extracto de bracteas de Cynara cardunculus
L. al 1%

Grupo VII: Crema elaborada a base de extracto de bracteas de Cynara cardunculus
L. al 10%

Grupo VIII: Crema elaborada a base de extracto de bracteas de Cynara

cardunculus L. al 25%
Grupo IX: Crema Fesanil®
Grupo X: Piel intacta
3.5.6.2 Efecto cicatrizante

Culminado los 7 dias de tratamiento, los animales fueron sacrificados utilizando el

anestésico ketamina por via intraperitoneal.

Para medir el efecto cicatrizante en las heridas, se utilizé el método tensiométrico

y se confirmaron los resultados mediante lecturas histoldgicas.

El método tensiométrico, descrito por primera vez por Howes et.al 3, se

fundamenta en la cantidad de fuerza necesaria para abrir una herida.

En esta investigacion se midid esta fuerza en base a los gramos necesarios de
arena necesarios para producir la apertura de la herida. Se coloc6 a cada animal
en un soporte tensiométrico y a ambos lados de la herida se colocaron ganchos
gue sirvieron como puntos de tension. Uno de los puntos fue acondicionado con un

recipiente previamente pesado, donde se fue afiadiendo arena hasta lograr la
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apertura de la herida. Finalmente, se pesaron los gramos de arena utilizando una

balanza ®* (Anexo N°9).
El porcentaje de efecto cicatrizante fue calculado con la siguiente férmula:

) ] Fuerza de tension de la herida tratada
%Efecto cicatrizante = — — x 100
Fuerza de tension de la piel intacta

Para la valoracion histolégica, las muestras fueron obtenidas a través de la seccion
del area que comprende la herida; y fueron fijadas en formaldehido al 10 por ciento,

y fueron analizadas en el Servicio de Patologia del Hospital Arzobispo Loayza.

Se realizdé la deshidratacion de las muestras utilizando alcoholes, primero a
concentracion de 70°, luego 96 ° y finalmente alcohol absoluto. A continuacion, se
realizd el proceso de aclaramiento utilizando xilol. Posteriormente se ejecut6 la
inclusién de las muestras en parafina con la finalidad de obtener un bloque sélido
para mas adelante realizar los cortes. Los cortes se realizaron con un micrétomo y
tuvieron un grosor de 3 micras; seguidamente estos fueron colocados en un
portaobjeto de vidrio para su secado. Previé a la tincion, las muestras fueron
desparafinadas con xilol y rehidratas con alcoholes; la tincion utilizada fue la de
hematoxilina y eosina. Luego de la tincién, se volvié a deshidratar las muestras con
alcoholes de 70°, 96 y absoluto, con la finalidad de que se pueda realizar el montaje
del cubreobjetos. Finalmente, dicho montaje se realizé utilizando el agente de

pegado Entellan® (9,

3.7.8 Técnica de procesamiento de datos

Los datos recolectados se organizaron, enumeraron y fueron ingresados al

programa Microsoft Excel con sus respectivas codificaciones.

Estos datos, posteriormente fueron transferidos al programa IBM SPSS Statistic
version 24 para su analisis estadistico. Se establecio la distribucion de los datos
mediante medidas de tendencia central, dispersion y forma. La contrastacion de las
hipotesis se llevé a cabo utilizando la prueba paramétrica ANOVA de un factor,

previa realizacion de pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas.
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Posteriormente, para la comparacion de grupos se utilizé prueba post hoc de Tukey.
Los resultados de los analisis estadisticos fueron plasmados en tablas y figuras. Se

consideré un margen de error estadistico de 5 %
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS

RESULTADOS
1.1 Presentacion de los resultados

4.1.1 Pruebade solubilidad

Tabla N°3: Resultados de la prueba de solubilidad de los extractos etandlicos de hojas y bracteas
de Cynara cardunculus L.

_ HOJAS BRACTEAS

Diclorometano - +
Butanol - +
Etanol + +
Metanol ++ ++
Agua destilada + +

Leyenda: (-) Insoluble, (+) poco soluble, (++) soluble

Fuente: propia
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4.1.2 Marcha Fitoquimica

Tabla N°4: Resultados de la marcha fitoquimica de los extractos etandlicos de hojas y bracteas de

Cynara cardunculus L.

HOJAS BRACTEAS
Ninhidrina Aminoacidos - -
Tricloruro férrico Compuestos +++ +++
Fendlicos

Dragendorff Alcaloides ++ ++
Mayer Alcaloides ++ ++
Hidréxido de sodio Quinonas - +
Shinoda Flavonoides ++ +
Molish Glicosidos + +

Leyenda: (-) Negativo, (+) poco, (++) moderado, (+++) abundante.

Fuente: propia

4.1.3 Elucidacién estructural por espectrofotometria UV-VIS.

4131 Muestras del extracto etandlico de bracteas

EtOH
Améx 262,291,342 nm

HO o l/

HO

OH o
3°,4°5,6,7- pentahidroxi-8 -metoxi flavona

Figura N°12. Espectro UV-Vis y propuesta estructural de la muestra 1 de bracteas
Fuente: propia
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EtOH
l{,-néx 265,291,327 nm

4’ 56,7- tetrahidroxi-8 -metoxi flavona

Figura N°13: Espectro UV-Vis y propuesta estructural de la muestra 2 de bracteas
Fuente: propia

I{EtOH
max 262,291,315nm

OH O
5,6,7- trihidroxi-4" 8 -dimetoxi flavona

Figura N°14: Espectro UV-Vis y propuesta estructural de la muestra 3 de bracteas
Fuente: propia

4.1.3.2 Muestras del extracto etandlico de hojas

tOH
262,291,341 nm

37 4'55,7- pertahucrox:-§ -meton favona

Figura N°15: Espectro UV-Vis y propuesta estructural de la muestra 1 de hojas
Fuente: propia
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EtOH
Arnéx 262,291,322 nm

OH O
4" 5,6,7- tetrahidroxi-8 -metoxi flavona

Figura N°16: Espectro UV-Vis y propuesta estructural de la muestra 2 de hojas

Fuente: propia

ELtOH
Am 262,291,309 nm

Figura N°17: Espectro UV-Vis y propuesta estructural de la muestra 3 de hojas

Fuente: propia

tOH

56,7 tnhudrox-4’ 8 -dmetox flavona

Figura N°18 Espectro UV-Vis y propuesta estructural de la muestra 4 de hojas

Fuente: propia
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4.1.4 Efecto cicatrizante

Tabla N°5: Efecto de los extractos de Cynara cardunculus L. sobre la fuerza de tension

Sin tratamiento 41,67 +£9,31%¢ 32;55
Crema base 45, 00 + 7,27¢d 34;54
Hojas 1 % 79,00 + 12,7920 ¢ 65;98
Hojas 10 % 86,83 + 11,86 "¢ 75;103
Hojas 25 % 6 72,50 + 7,922 b.¢ 62;81 <0.05
Bracteas 1% 78,00 + 13,4820 ¢ 66;102
Bracteas 10% 111,83 + 17,432 b.d 84;128
Bracteas 25 % 93,67 + 14,812 76;115
Fesanil 79,00 + 11,082 b ¢ 67,95

Leyenda: n: namero de individuos por grupo DE: Desviacion Estandar

a: diferencia significativa comparado con sin tratamiento
b: diferencia significativa comparado con crema base

c: diferencia significativa comparado con bracteas 10 %
d: diferencia significativa comparado con Fesanil

Fuente : propia
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Figura N°19: Efecto cicatrizante de los extractos etandlicos de Cynara cardunculus L.

Fuente: propia

Media de Fuerza de tensién (g)
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Figura N°20: Medias de la fuerza de tensién en los tratamientos evaluados

Fuente: propia
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Figura N°21: Porcentaje de efecto cicatrizante de los tratamientos administrados.

Fuente: propia

4.1.5 Preparados histoldgicos

4.1.5.1 Sin tratamiento: En la figura N°22 se observa una piel delgada con
paraqueratosis (engrosamiento de la capa coOrnea, con nucleos) espongiosis
intraepidérmica (edema entre los queratinocitos de la epidermis), e infiltracién a
hematies hasta la dermis papilar; infiltrado inflamatorio en la dermis reticular a
neutrofilos, con aumento de fibroblastos; ademas, congestién (vasos dilatados) en
hipodermis.

. . R e "(”“,,-:
FlguraN°22 Corte hlstologlco de grupo sin tratamlento a 10X.
Leyenda: (p): paraqueratosis; (n): neutrdfilos en la dermis reticular
Fuente: propia
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4.15.2. Crema base: En la figura N° 23 se observa la piel delgada con
paraqueratosis superficial, denso infiltrado de neutréfilos en la epidermis y dermis,
la cual presenta ademas edema; el edema y los neutroéfilos se extienden hasta la
hipodermis.

Leyenda: (e): epidermis; (n): infiltrado de neutrofilos
Fuente: propia

4.1.5.3 Crema de extracto etandlico de hojas 1%: En las figura N°24 y 25 se observa
la piel delgada queratinizada con leve hiperqueratosis y acantosis focal. En su
dermis papilar y reticular subyacente, se observa edema, extravasacion de
hematies y leve infiltrado inflamatorio a neutrdfilos; la cicatrizacion dada por la
fibrosis tiene menos inflamacién que en la anterior lamina.

Figura N°24. Corte histoldgico de grupo crema hojas al 1% a 10X.
Fuente: propia
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Figura N°25. Corte histoldgico de grupo crema hojas al 1% a 40X.
Leyenda: (n): neutréfilos; (f): fibrosis; (h): extravasacion de hematies
Fuente: propia

4.1.5.4. Crema de extracto etandlico de hojas 10 %: En la figura N°26 y 27 se
observa la piel delgada queratinizada con foco de engrosamiento de la capa
granulosa y, en la dermis reticular, una leve fibrosis y aumento de vasos capilares
sanguineos, con la consecuente ausencia de anexos, debido a esta cicatrizacion.
Se encuentra muy pocos neutréfilos y algunos mastocitos, como reaccion

inflamatoria a nivel de la dermis reticular e hipodermis.

Figura N°26: Corte histologico de grupo crema hojas al 10% a 10X.

Fuente: propia
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Figura N°27: Corte histologico de grupo crema hojas al 10% a 40X.
Fuente: propia

4.1.5.5. Crema de extracto etanolico de hojas 25 %: En la figura N°28 se observa la
piel delgada queratinizada con leve aumento del grosor de la epidermis y
extravasacion de hematies en la dermis papilar y reticular subyacente, asi como
edema en dicha dermis reticular, aumento de fibroblastos y ausencia de anexos. La
respuesta de cicatrizacion esta libre de infiltrado inflamatorio a neutrofilos, pero

persiste el edema.

Figura N°28: Corte histologico de grupo crema hojas al 25% a 10X.

Fuente: propia
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4.1.5.6. Crema de extracto etandlico de bracteas 1 %: En la figura N°29 y 30 se
observa la piel delgada queratinizada con epidermis acantética focal, la cual
presenta hiperqueratosis; en la dermis por debajo de esta zona, congestion
vascular y extravasacion de neutrofilos, como parte de la respuesta inflamatoria.
Sin embargo, también se encuentra aumento de capilares sanguineos y leve

fibrosis, sefial de respuesta de cicatrizacion.

Figura N°29: Corte histoldgico del grupo crema bracteas al 1% 10 X
Leyenda: (a): acantosis; (c): aumento de capilares sanguineos

Fuente: propia

Figura N°30. Corte histoldgico del grupo crema bracteas al 1% 40 X

Leyenda: (h): hematies; (v): congestidn de vasos sanguineos

Fuente: propia
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4.1.5.7 Crema de extracto etandlico de bracteas 10%: En la figura N° 31 y 32 se
observa la piel delgada, queratinizada, con pequefios microabscesos en zona de
paragueratosis y respuesta de cicatrizacion: Fibrosis en la dermis y aumento de la

vascularidad a capilares y vénulas, que son respuestas de cicatrizacion.

Figura N°31: Corte histoldgico del grupo crema bréacteas al 10 % 10X

Fuente: propia

Figura N°32: Corte histoldgico del grupo crema bracteas al 10 % 40X

Leyenda: (f): fibrosis ; (v): aumento de vascularidad

Fuente: propia
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4.1.5.8 Crema de extracto etandlico de bracteas 25%: En la figura N° 33 y 34 se
observa la piel delgada queratinizada con foco hiperquerat6tico, con leve acantosis
y respuesta de cicatrizacion en la dermis subyacente: Fibrosis y aumento de
vascularidad. A raiz de la cicatrizacion, en esta zona no se observan anexos (atrofia

de glandulas sebaceas y foliculos pilosos).

Figura N°33. Corte histoldgico del grupo crema bracteas al 25 % 10X

Fuente: propia

Figura N°34: Corte hitolégio del grupo crema bréacteas al 25 % 40X
Leyenda: (v): vénulas ; (f): fibrosis
Fuente: propia
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4.1.5.9 Fesanil: En la figura N° 35 y 36 se observa la piel delgada queratinizada con
foco de paraqueratosis, adelgazamiento de la piel y fibrosis en la dermis
subyacente, con leve aumento de capilares sanguineos y ausencia de anexos
cutaneos. La cicatrizacion en esta zona no presenta reaccion inflamatoria

leucocitaria.

Figura N°35. Corte histologico del grupo crema Fesanil 10X

Fuente: propia

Figura N°36. Corte histologico del grupo crema Fesanil 40X

Leyenda: (c): capilares; (f): fibrosis; (v): vénulas

Fuente: propia
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4.2 Contrastacién de la hipotesis

Con la finalidad de realizar la contrastacion de la hipotesis general, en primer lugar,

se establecié una hipétesis nula y una hipoétesis alterna:

Hipotesis nula (HO): Los extractos etanodlicos de hojas y bracteas de Cynara
cardunculus L. (alcachofa) no presentan efecto cicatrizante en heridas inducidas en

ratones albinos.

Hipotesis alterna(H1): Los extractos etandlicos de hojas y bracteas de Cynara
cardunculus L. (alcachofa) presentan efecto cicatrizante en heridas inducidas en

ratones albinos.

En segundo lugar, se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar si
existen diferencias significativas entre las medias de los grupos, teniendo como

nivel de significancia de 0,05 (p<0,05).

Tabla N°6: Andlisis de varianza de una via (ANOVA)

ANOVA
Fuerza de tension (g)
Suma de Media )
gl . F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre
23317,000 8 2914,625
grupos
6669,833 45 148,219
grupos
Total 29986,333 53 3 062,844

Fuente: propia

Como se observa en la tabla N°6, se obtuvo un nivel de significancia menor a 0,05;

por lo tanto, se rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hipétesis alternativa.
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4.3Discusion de resultados

Con respecto a la solubilidad (Tabla N°3) de los extractos etandlicos de Cynara
cardunculus L., ambos muestran ser solubles en etanol, metanol y en agua
destilada, ademas que el extracto etandlico de bracteas es soluble en butanol y
diclorometano. Esto podria darnos indicio de que en el extracto de bracteas se

encontrarian algunos compuestos quimicos de baja polaridad.

La marcha fitoquimica de los extractos etandlicos de Cynara cardunculus L. (Tabla
N°4), evidencio que contienen mayores cantidades de compuestos fendlicos tipos
flavonoides y alcaloides, y en menor medida glicésidos y quinonas. El extracto de
hojas mostr6 mayor presencia de flavonoides, pero ausencia de quinonas con
respecto al extracto de bracteas. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
por Cardenas ?7, donde el principal componente hallado en las bracteas fueron los
compuestos fendlicos, seguidos de azucares reductores y terpenoides, y en poca
cantidad alcaloides; sin embargo, no se reporté presencia de flavonoides ni

qguinonas.

La investigacion de Boncun et al. ?%, demostr6 que en las hojas existe gran cantidad
de compuestos fendlicos y flavonoides, pero no se encontré6 presencia de
alcaloides, a diferencia del estudio realizado por Salem et al. ), en donde en
extractos de hojas preparados con diferentes solventes si se detectaron la

presencia de alcaloides, al igual que en la presente investigacion.

Mediante técnicas de cromatografia se separaron los compuestos presentes en el
extracto, observandose con luz UV 365nm en las placas cromatograficas manchas
de coloracién rojiza de distintas tonalidades. Se desorbieron de la silicagel con
etanol, 3 manchas del extracto etandlico de bracteas y 4 manchas del extracto
etandlico de hojas (Anexo N°7). Se obtuvieron datos de los picos de absorcion de

estas muestras mediante espectrofotometria UV-vis (Figuras N°12-18).

Los flavonoides tipicamente presentan dos bandas de absorcion: una banda de
absorcién comun que corresponde al anillo A de 250-290nm; y una banda
correspondiente al anillo B, que en el caso de los flavonoides del tipo flavona va de
310-350nm @), De acuerdo con esto y comparando los datos con la de los
espectros UV en la investigacion de Mabry.et al. ®®), se propusieron las siguientes

estructuras (FigurasN°12-18): 3",4",5,6,7- pentahidroxi-8 -metoxi flavona; 4°,5,6,7-

53



tetrahidroxi-8 -metoxi flavona; 5,6,7- trihidroxi-4",8 -dimetoxi flavona para ambos

extractos; ademas de la 5,6,7- trihidroxi-8-metoxi flavona.

Se han elucidado en otras investigaciones, la estructura de los flavonoides
presentes en la alcachofa. Abdel Magied et.al identificaron en sus hojas y cabezas
florales, dos flavonas: luteolina y apigenina, ademas de un glicésido: naringenina-
7-O-rutinosido &7, Salem et al hallaron en el extracto etandlico de hojas, al flavonol
guercetina como el principal flavonoide, pero también en menores cantidades a la
apigenina-7-glucésido y la apigenina @b, Nassar et al. elucidaron del extracto
metandlico de bracteas, también a los flavonoides apigenina y luteolina. Asi como
dos glicésidos derivados de la luteolina: cinarésido y escolimdsido; y un glicésido

derivado de la apigenina (89,

En cuanto al estudio del efecto cicatrizante (Tabla N°5 y Figura N°19), los grupos
gue recibieron tratamientos tépicos con las cremas de extractos etandlicos de hojas
y bracteas mostraron diferencias significativas en la fuerza de tension (p<0,05) al
compararlos con el grupo que no recibié ningun tratamiento y con el grupo que
recibié una crema base. Estos dos grupos no mostraron diferencias significativas
entre si, demostrando de esta forma que los componentes utilizados para la

preparacion de la crema base no influyeron en el efecto cicatrizante.

Los tratamientos fueron comparados con el estandar Fesanil, cuyo principio activo
es la sulfadiazina de plata. Este farmaco ha sido utilizado en estudios previos para
evaluar el efecto cicatrizante; como en la investigacion de Kameshwaran et.al®9,
donde la sulfadiazina de plata se us6 como estandar en métodos excisional,
incisional y por quemaduras en ratas, mejorando los parametros de cicatrizacion de
contraccion de la herida , periodo de epitelizacion, la fuerza de tension y el
contenido de hidroxiprolina; o en el estudio realizado por Sachdeva et al.®% | donde
la aplicacion de sulfadiazina de plata como estandar en heridas de ratas |,
incrementé la fuerza de tensién, redujo el tiempo en que produjo la contraccién total
de la herida , y evidencio mejoras a nivel histolégico; debiendo sus efectos a las

propiedades antimicrobianas tanto de la sulfadiazina como de la plata®®.

El grupo en el que se observé un mayor valor en la fuerza de tension fue el que
recibi6 como tratamiento la crema elaborada en base al extracto etandlico de

bracteas al 10 %. Este grupo fue el Unico que presentd un incremento significativo
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respecto del grupo estandar y ademas demostro diferencias significativas con los

demas tratamientos; excepto, del grupo de bracteas al 25%.

En la figura N° 20, se observan las medias de la fuerza de tensién obtenidas con
los tratamientos a distintas concentraciones. Los valores mas altos se obtuvieron
con la concentracion de 10 %, para ambos extractos. Ademds, al usarse
concentraciones mas altas como la de 25 %, los valores en la fuerza de tension
empezaban a disminuir, siendo esto mas evidente con el extracto etandlico de las
hojas. Esto coincide con la investigacion de Juro et. al Y donde se evalué el efecto
cicatrizante de Juglans neotropica Diels a concentraciones de 2.5, 5, 10, 20 y 30
%, obteniendo mejores resultados con la concentracion de 5 % , y evidencidndose
gue a las concentraciones de 20 y 30 % la resistencia a la tension disminuye
marcadamente. Sin embargo, en otra investigacion se utilizaron extractos de
Napoleona vogelii a concentraciones 5, 20 y 50 mg/mL, evidenciandose que, a las
concentraciones mas altas, el efecto cicatrizante era similar al de la mas baja

concentracion ©2),

La figura N°21 corresponde a un grafico de barras con el porcentaje de efecto
cicatrizante de cada tratamiento. Este porcentaje fue calculado en base a la fuerza
de tension promedio obtenida en el grupo sin lesion, el cual fue 228,33 g. En otras
investigaciones, también se calcul6 el porcentaje de eficacia cicatrizante tomando
como referencia la tensién de la piel intacta, obteniéndose valores de hasta 24,25%
alas 72 horas de tratamiento con extractos de Peperomia scutellaefolia R. et P 24,

y de hasta 59,4 % al recibir extractos de Brunfelsia grandiflora D. por 7 dias ©3),

El estudio a nivel histopatolégico (Figura N°22-36), evidencidé que los grupos que
no recibieron tratamientos se encontraban aun en fases tempranas de cicatrizacion,
observdndose mayor contenido de células inflamatorias principalmente
polimorfonucleares; por el contrario, en la piel de los animales tratados con los
extractos y el estdndar empezaron a aparecer elementos que se relacionan con
una cicatrizacion mas avanzada como la fibrosis, la formacion de nuevos vasos
sanguineos , asi como la disminucion del proceso inflamatorio. Esto coincide con
la investigacion realizada por Vidinsky et al. 4, en donde se cuantificaron los
principales cambios histologicos durante los primeros 7 dias de cicatrizacion,

evidenciandose en los primeros dias, predominio de polimorfonucleares y
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macrofagos en ausencia o escasa presencia de fibroblastos, angiogénesis y
produccion de colageno, siendo estos ultimos mas abundantes alrededor del sexto

y séptimo dia del estudio.

El incremento en la fuerza de tension de la piel esta relacionado con la produccién
y acumulacion de colageno en el espacio extracelular cuyo inicio se da
principalmente a partir de la segunda semana de la lesion; alcanzandose a formar
una matriz de coldgeno mas estable recién a partir de la sexta semana , y para este
tiempo la fuerza de tension suele ser un 80 % de la de la piel intacta , siendo este
en promedio el maximo que alcanza ya que la herida nunca recupera el 100 % de

la fuerza de tension de una piel sin lesién®%).

Una amplia gama de metabolitos secundarios entre los que se puede mencionar a
los taninos, flavonoides, alcaloides y aceites esenciales, han sido estudiados como
alternativas para contribuir a una mejor cicatrizacién. Las acciones que ejercen
sobre el proceso de cicatrizacidbn son muy variadas y sobre las distintas fases de
esta: actian sobre las células mas importantes en la cicatrizacion como los
polimorfonucleares, los queratinocitos o los fibroblastos; intervienen en la
produccion de compuestos quimicos como los mediadores de inflamacion, factores
de crecimiento o citosinas; favorecen la angiogénesis; y contribuyen a la produccion
de colageno. Ademas, el efecto cicatrizante de algunos metabolitos se favorece por

otras de sus propiedades, principalmente las antioxidantes y las antimicrobianas
(96,97)

El efecto cicatrizante demostrado por Cynara cardunculus L. podria atribuirse a la
presencia de alcaloides y flavonoides en cantidades moderadas. Se han
identificado algunos alcaloides con actividad cicatrizante, aunque este tipo de
metabolitos no se encuentra como uno de los principales que mejoran la
cicatrizacion. El alcaloide taspina obtenido de Croton lechleri, acelera la
cicatrizacion de heridas posiblemente debido a que incrementa la migracion de
fibroblastos 8. Los alcaloides tipo carbazol de Murraya koenigii demostraron tener
efecto cicatrizante al reducir el tiempo de epitelizacion y aumentar el depésito de

colageno ©9),

Los flavonoides han sido estudiados previamente como cicatrizantes; los

flavonoides aislados de las flores de Agave americana a concentraciones de 0, 5%
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y 1 % incrementaron la fuerza de tension significativamente, en heridas incisas de
ratones respecto de un grupo control ?®; la fraccion de flavonoides separados a
partir del extracto de Sphaeranthus amaranthoides Burm.f produjeron contraccion
de la herida en un menor tiempo , ademas de aumentar el contenido de
hidroxiprolina y colageno en las heridas excisionales de ratas ?®; |a luteolina , una
flavona , demostré tener efecto cicatrizante al incrementar el porcentaje de
contraccion e incrementar la presencia de vasos sanguineos y colageno , en las

heridas de ratas diabéticas 9.

Los flavonoides al igual que los compuestos fendlicos en general, tienen un efecto
benéfico en la cicatrizacibn de heridas relacionado principalmente a sus
propiedades antioxidantes; cuyos principales mecanismos son la inhibicion de la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) o su captura para
transformarlos en moléculas mas estables. La produccién excesiva de especies
reactivas de oxigeno produce dafios en estructuras celulares como los lipidos,
proteinas y el ADN; y se le ha asociado en la patogenia de enfermedades
inflamatorias, diabetes o patologia cardiovascular y en los ultimos tiempos se le ha

atribuido también un rol importante en los trastornos de la piel (1%,

Los antioxidantes regulan el dafio celular y son oxidados en especies menos
reactivas y dafiinas que los radicales libres, cumpliendo de esta forma su funcion.
Es importante recalcar que se necesita siempre de un equilibrio entre agentes
prooxidantes y antioxidantes para que se produzca una adecuada cicatrizacion,
teniendo su total ausencia un efecto similar al que se observa en un ambiente con
grandes cantidades de prooxidantes, es decir, una cicatrizacién deficiente. Por
ejemplo, bajas cantidades de perdxido de hidrégeno en la herida ha demostrado
estimular la cicatrizacion, sin embargo, su abolicidn total resulta en una disminucion
de la angiogénesis con una cicatrizacion incompleta 1°0, De esta manera podemos
decir que, la funcién de los antioxidantes en la cicatrizacion no es la de eliminar
totalmente las moléculas prooxidantes, sino proveer un ambiente en la herida con

bajas concentraciones de estos.

No obstante, los polifenoles a mas altas concentraciones pierden su efecto
antioxidante y se comportan como prooxidantes. Estos efectos prooxidantes

conllevan al incremento de radicales libres, productos de la peroxidacion lipido y
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dafio directo al ADN de las células 192:103); |o cual podria explicar por qué empezaba
a disminuir el efecto cicatrizante de los tratamientos (Figura N°20) al usarse la

concentracion mas elevada.

Ademas de los posibles efectos en la cicatrizacion gracias a su potencial
antioxidante, la alcachofa ha demostrado tener otros efectos que podrian colaborar
con su efecto cicatrizante: gracias a su actividad antinflamatoria GV evitaria que se
prolongue demasiado tiempo la fase inflamatoria de la cicatrizacion; y su actividad
antimicrobiana sobre bacterias como el Staphylococcus aureus®® prevendria el
desarrollo de infecciones que retrasan la curacion de la herida.
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5.1

CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

. Enlos extractos etanolicos de hojas y bracteas de Cynara cardunculus L. se

evidenciaron la presencia de componentes quimicos tipo flavonoides y

alcaloides.

. Los extractos etandlicos, de hojas y bracteas de Cynara cardunculus L. a

concentraciones de 1, 10 y 25 % administrados bajo la forma farmacéutica
de crema, poseen efecto cicatrizante en heridas inducidas en ratones

albinos; siendo el extracto etandlico de bracteas al 10% el mas efectivo.
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5.2

Recomendaciones

Estudiar el efecto cicatrizante utilizando fracciones del extracto ricas en
flavonoides y alcaloides para determinar si estos son los responsables de

dicho efecto.
Investigar el efecto cicatrizante de Cynara cardunculus L., utilizando otros

tipos de técnica como los excisionales o en quemaduras; en periodos mas

prolongados de tiempo; o también en heridas del tipo crénico.
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ANEXO N°1: Matriz de consistencia
TITULO: EFECTO CICTRIZANTE DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE HOJAS Y BRACTEAS DE CYNARA CARDUNCULUS L, (ALCACHOFA) EN HERIDAS INDUCIDAS EN RATONES ALBINOS.

ANEXOS

PROBLEMA GENERAL

OBJETIVO GENERAL

HIPOTESIS GENERAL

OPERACIONALIZACION DE
VARIABLES

METODOLOGIA

¢ Los extractos etandlicos de
hojas y bracteas de Cynara
cardunculus L. (alcachofa)
presentaran efecto cicatrizante
en heridas inducidas en ratones
albinos?

Determinar el efecto cicatrizante de
los extractos etandlicos de hojas y

bracteas de Cynara cardunculus L.
(alcachofa) en heridas inducidas en
ratones albinos.

Los extractos etandlicos de hojas y
bracteas de Cynara cardunculus L.
(alcachofa) presentan efecto
cicatrizante en heridas inducidas en
ratones albinos

V1:

INDEPENDIENTE INDICADORES

Co’mponentes Presencia de
quimicos de los componentes
extra,cl_tos quimicos:
etandlicos de flavonoides,

hojas y bracteas
de Cynara
cardunculus L.

alcaloides, etc.

PROBLEMAS ESPECIFICOS

OBJETIVOS ESPECIFICOS

HIPOTESIS ESPECIFICAS

V2.

DEPENDIENTE INDICADORES

¢ Qué tipos de componentes
quimicos tendran los extractos
etandlicos de hojas y bracteas
de Cynara cardunculus L.
(alcachofa) que puedan influir
en el efecto cicatrizante en
heridas inducidas en ratones
albinos?

Determinar los tipos de componentes
quimicos presentes en los extractos
etandlicos de hojas y bracteas de
Cynara cardunculus L. (alcachofa)
que pueden influir en el efecto
cicatrizante en heridas inducidas en
ratones albinos.

Los extractos etandlicos de hojas y
bracteas de Cynara cardunculus L.
(alcachofa) tienen tipos de
componentes quimicos que influyen
en el efecto cicatrizante en heridas
inducidas en ratones albinos.

¢Los extractos etanélicos de
hojas y bracteas de Cynara
cardunculus L. (alcachofa) a
concentraciones de 1, 10y 25
%, administrados bajo la forma
farmacéutica de crema
presentaran efecto cicatrizante
en heridas inducidas en ratones
albinos?

Evaluar el efecto cicatrizante de los
extractos etandlicos de hojas y
bracteas de Cynara cardunculus L.
(alcachofa) a concentraciones de 1,
10 y 25 %, administrados bajo la
forma farmacéutica de crema en
heridas inducidas en ratones albinos

Los extractos etandlicos de hojas y
bracteas de Cynara cardunculus L.
(alcachofa) a concentraciones de 1,
10 y 25 %, administrados bajo la
forma farmacéutica de crema
presentan efecto cicatrizante en
heridas inducidas en ratones albinos.

Fuerza de tension
necesaria para abrir
la herida

Efecto
cicatrizante

TIPO: Cuantitativo y experimental

DISENO: Experimental

POBLACION Y MUESTRA: Muestra
animal conformada por 60 ratones
albinos de la especie Mus musculus

Técnicas e instrumentos de
recolecciéon de datos:

Recoleccion del material vegetal
Preparacion de los extractos
Marcha fitoquimica

Técnicas cromatograficas
Elucidacion mediante
espectrofotometria UV-VIS
Método tensiométrico

Técnicas de procesamiento de
datos:

Andlisis con estadistica descriptiva e
inferencial

Andlisis de la varianza (ANOVA)
Comparaciones miltiples post hoc




ANEXO N°2: Recoleccion de la especie vegetal

Figura N°37: Recoleccion de Cynara cardunculus L. (alcachofa)en el distrito de Ingenio —

Huancayo

Fuente: propia

Figura N°38: Cultivo de Cynara cardunculus L. (alcachofa) en el distrito de Ingenio — Huancayo

Fuente: propia



ANEXO N°3: Clasificacién taxonémica de la especie vegetal

Figura N°39: Constancia taxondémica de la especie vegetal

Fuente: propia



ANEXO N°4: Secado, molienda.

Figura N°40: Bracteas frescas y molidas de Cynéra cardunculus L. (alcachofa)

Fuente: propia
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Figura N°41: Hojas frescas y molidas de Cynara cardunculus L. (alcachofa)

Fuente: propia

Figura N°42: Molienda de hojas y bracteas de Cynara cardunculus L. (alcachofa)

Fuente: propia



ANEXO N°5: Obtencioén de los extractos crudos

Figura N°43: Filtracién de los macerados de hojas y bracteas de Cynara cardunculus L.
(alcachofa)

Fuente: propia

Figura N°44:; Extractos crudos de hojas y bracteas de Cynara cardunculus L. (alcachofa)

Fuente: propia



ANEXO N°6: Prueba de solubilidad y screening fitoquimico
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Figura N°45: Prueba de solubilidad y screening fitoquimico del extracto de hojas de Cynara

cardunculus L. (alcachofa)

Fuente: propia
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Figura N°46: Prueba de solubilidad y screening fitoquimico del extracto de bracteas de Cynara

cardunculus L. (alcachofa)

Fuente: propia



ANEXO N°7: Ensayos cromatograficos.

HOJAS BRACTEAS

Figura N°47: Cromatografia en capa fina analitica de los extractos etandlicos a la luz UV 365 nm.

Fuente: propia
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Figura N°48: Cromatografia en capa fina preparativa de los extractos etanélicos a la luz UV 365
nm con las manchas para la lectura espectrofotométrica.

Fuente: propia



ANEXO N°8: Cremas utilizadas como tratamientos

Figura N°49: Cremas a base de los extractos etandlicos de hojas y bracteas de Cynara cardunculus

L. (alcachofa)

Fuente: propia



ANEXO N°9: Ensayo del efecto cicatrizante
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Figura N°50: Depilacion y aplicaciéon del tratamiento en el lomo del ratén

Fuente: propia

Figura N°51: Equipo para medir la fuerza de tension

Fuente: propia



