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El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad cicatrizante del extracto de Hierba mos-
quera (Croton elegans Kunth) en ratones (Mus musculus). Con el extracto etanolico concentrado
se realizd cuantificaciones espectrofotométricas para flavonoides totales expresados en porcentaje
de rutina y de compuestos fenélicos mediante el micrométodo de Folin-Ciocalteau, y determina-
cién colorimétrica de tanino expresado como acido tanico. En la evaluacion de actividad cicatri-
zante se utilizaron 18 ratones (Mus musculus) albinos con peso de 35 a 40g, dos meses de edad, 12
machos y 6 hembras provenientes del bioterio de la facultad de Ciencias (ESPOCH). Divididas en
6 grupos experimentales, 3 para cada tratamiento: extracto etanolico de hierba mosquera en con-
centraciones del 20%, 40% y 80%, el control negativo fueron ratones con heridas sin tratamiento, y
para controles positivos se aplicaron eterol y crema base de acetato de prednisolona con sulfato de
neomicina. Se midio la longitud de la herida y examen histopatoldgico del corte de piel del lugar
de lesion. El contenido total de flavonoides fue 80ug, contenido total de fenoles 2.07pg y la concen-
tracion de compuestos tanicos 24,36ug. El test Tukey con nivel de significancia 0,05% revel6 que el
extracto etanolico al 80% tuvo mayor efectividad. El extracto etandlico al 80% de hierba mosquera
expone reconstitucion total de tejido en menor tiempo demostrando actividad cicatrizante.

Palabras Claves: Hierba Mosquera (Cronton elegans Kunth) ,ratones (Mus musculus), actividad
cicatrizante, extracto etandlico

The objective of the present study was to evaluate the cicatrizant activity of hierba mosquera
extract (Croton elegans Kunth) in mice (Mus musculus). With the concentrated ethanolic extract,
spectrophotometric quantifications performed for total flavonoids expressed as a percentage of
rutin and phenolic compounds by means of the Folin-Ciocalteau micromethod, and colorimetric
determination of tannin expressed as tannic acid. In the evaluation of healing activity, 18 albino
mice (Mus musculus) weighing 35 to 40g, two months old, 12 males and 6 females from the faculty of
sciences (ESPOCH). Divided into 6 experimental groups were used, 3 for each treatment: ethanolic
extract of hierba mosquera in concentrations of 20%, 40% and 80%, the negative control were mice
with wounds without treatment, and for positive controls, eterol and prednisolone acetate base
cream were applied with neomycin sulfate. The length of the wound and the histopathological
examination of the skin cut at the site of injury measured. The total content of flavonoids was 80ug,
total phenol content 2.07ug and the concentration of tannic compounds 24.36ug. The Tukey test
with significance level 0.05% revealed that the 80% ethanolic extract was more effective. The 80%
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ethanolic extract of hierba mosquera exposes total tissue reconstitution in less time, demonstrating

cicatrizant activity.

Keywords: Hierba Mosquera (Cronton elegans Kunth), mice (Mus musculus), healing activity,

ethanolic extract
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I. INTRODUCCION

La gran diversidad de la flora ecuatoriana
ha sido reconocida y estudiada desde hace
mucho tiempo, y desde siempre reconoci-
da por ser inmensamente rica en plantas
utiles (5172 especies) de las cuales el 60%
son medicinales. Segun la enciclopedia de
plantas utiles del Ecuador en el pais exis-
ten 144 familias (17%) que incluyen 825
especies de plantas que son utilizadas para
aliviar heridas y lesiones (1).

Las familias de mayor uso para aliviar he-
ridas y lesiones son Asteraceae, Solanaceae
y Euphorbiaceae, numerosas de las especies
incluidas favorecen la pronta cicatrizacion,
sobre todo de heridas causadas por objetos
corto-punzantes, entre ellas son muy cono-
cidos el matico (Aristeguietia glutinosa), en la
Sierra, y la sangre de drago (Croton lechleri),
en la Amazonia. La hierba mosquera (Cro-
ton elegans kunth) incluida también en esta
categoria no reporta estudios previa compro-
bacion cientifica de esta actividad farmacolo-
gica (1).

Segtin el catalogo de Plantas Vasculares del
Ecuador Croton elegans Kunth es una espe-
cie endémica del Ecuador perteneciente a la
familia Euphorbiaceae (2). De acuerdo a la
literatura botanica, esta planta es un arbusto
de la vegetacion seca interandina, que crece
entre 1500 y 3500 msnm (3). Presenta mu-
chas aplicaciones en la medicina tradicional
ecuatoriana, se utiliza como antiinflamato-
rio, en el tratamiento de dolor de muela, he-
ridas amigdalitis y verrugas. También se ha
utilizado en el tratamiento de reumatismo,
gota, neuralgia y bronquitis (4).

Se atribuye a compuestos fenolicos activida-
des antiinflamatorias y cicatrizantes; y se ha
identificado la presencia de los mismos en

Fecha de aceptacion: 31-01-2019

hierba mosquera (4). El objetivo de la presente investigacion fue
evaluar la actividad cicatrizante del extracto de Croton elegans
Kunth en ratones (Mus musculus).

II. MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

La identificacion taxondmica de la hierba mosquera (Croton
elegans Kunth) se lo realizé en el Herbario de la Escuela Su-
perior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH) y fue recolec-
tada en la parroquia Picaihua de la provincia de Tungurahua
a 2600 msnm y temperatura promedio de 15 °C.

Material de laboratorio

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS: Se pesaron para
cada extracto 30 g de material vegetal secado en estufa
(Memmert) con circulacién forzada de aire a 40 °C + 1 °C,
el material seco se pulverizd hasta un tamano de particula
maximo de 0.5 mm, y fueron macerados con éter, etanol (40
%) en zonicador (Branson 3510) durante 3 horas a tempera-
tura de 25 °C £ 1 °C, luego se filtré y conservo los extractos
para los analisis en frascos ambar a 4 °C (5) (6).

ENSAYO FITOQUIMICO: La identificacién cualitativa de
metabolitos secundarios de los extractos se realiz6 segtin ta-
mizaje fitoquimico general (7).

CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO ETANOLI-
CO: Se identificaron las caracteristicas organolépticas del
extracto, y se realizd el andlisis microbiologico para lo se uti-
liz6 placas petrifilm con 1 mL del extracto etandlico (20, 40
y 80 %), incubados a 30 +1 °C durante 72 + 2 horas.

ENSAYOS CROMATOGRAFICOS PARA FLAVONOI-
DES: Se realizé en placas de silica gel (2 cm x 10 cm), el sis-
tema de solventes utilizado fue cloroformo - acetona - acido
férmico (7.5:1.7:0.8), y revelado con sulfato de cerio (8).

CONTENIDO DE FLAVONOIDES: Se realizé cuantifica-
cién espectrofotométrica de flavonoides totales expresado
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en porcentajes de rutina, segun el método
de Shinet al con ligeras modificaciones.
Se tom¢d 250 pL de extracto con 400 pL
de agua destilada, se adicion6 38 pL de
AICI, al 10 % p/v, se agit6 y dejo a 25 °C
durante 6 min; se agreg6 250 pL de NaOH
IM y completd el volumen final de 1250
uL con agua destilada. La absorbancia de
la reaccion fue medida a 400nm en espec-
trofotémetro UV visible Hewlett Packard.
La concentracion de flavonoides fue esta-
blecida empleando una curva de calibra-
cién con un estandar de rutina a diferentes
diluciones. Los resultados se expresaron
como pg de rutina/ g de muestra (9) (10).

CONTENIDO DE COMPUESTOS FE-
NOLICOS: Se realizé cuantificacion es-
pectrofotométrica mediante el micromé-
todo de Folin- Ciocalteau. Una alicuota
10 uL de extracto se afor6 a 100 mL. A 10
mL de la dilucion se anadieron 1.5 pL del
reactivo de Folin-Ciocalteau (acido fosfo-
tungtico con acido fosfomolibdico) en la
oscuridad, se adicion6 2 pL de carbonato
de sodio al 20 %. Se midi6 la absorbancia
a 700 nm (11).

La concentracién de compuestos fenolicos
totales se determind empleando una curva
de calibracién con acido galico como es-
tandar. Fue expresado en pg de acido gali-
co/mL de extracto (12) (13).

DETERMINACION DE TANINOS: Se
realizd determinacion colorimétrica de ta-
ninos expresados como acido tanico por el
método de Folin- Ciocalteau. A 0.1pL de
extracto etandlico se afor6 a 100 mL con
agua destilada. A 10 mL de la dilucién se
afiadié 2 pL de reactivo de Folin - Cio-
calteau, protegido de la luz para evitar la
oxidacion. La concentracion de taninos se
determiné utilizando acido tanico a dife-
rentes diluciones. Los resultados se expre-
saron como g de acido tanico/gramo de
tejido vegetal (14).

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CI-
CATRIZANTE: Se utiliz6 18 ratones albi-
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nos (Mus musculus) distribuidos al azar en 6 grupos de 3
ratones, con un peso entre 35y 40 g, de 2 meses de edad pro-
venientes del bioterio de la ESPOCH, a condiciones ambien-
tales: humedad relativa de 50 + 10 % , temperatura de 22 +
2 °C, con periodos de fotoluminiscencia de 12 horas de luz y
12 horas de oscuridad. Se alimentaron con dieta balanceada
y agua clorada. El periodo de ambientacion fue durante 15
dias. Se conservé normas asépticas durante el periodo del
ensayo (15) (16).

Terminado los dias de aclimatacion se procedio a depilar la
mitad del tercio superior del lomo (dorso del animal) de cada
raton, a las 48 horas al no observarse irritacion en la piel, se
procedio a realizar las heridas de 2 cm de longitud por 2 mm
de profundidad con la ayuda de un bisturi en condiciones
asépticas. Posteriormente se administraron los tratamientos
a los grupos experimentales de la siguiente manera (17) (18).

. CN (control negativo) ratén con herida sin trata-
miento.
. CL (control positivo) se aplicé con la ayuda de un

hisopo crema dérmica comercial a base de acetato de pred-
nisolona/sulfato de neomicina).

. CE (control positivo) se aplico eterol (fenol 1g, viole-
ta de genciana 0.4g, excipiente alcoholico 100 mL) (19).

. ECI se aplicé 3 gotas del extracto al 20%
. EC2 se aplico 3 gotas del extracto al 40%
. EC3 se aplico 3 gotas del extracto al 80%

Se midid la longitud de la herida por el lapso de 16 dias cada
48 horas. Al término del ensayo se procedio a la eutanasia de
los animales de experimentacion. Se realizé un corte de la
piel en el lugar de la herida y fueron conservados en formol
para su analisis histopatolégico.

El analisis de datos se realizo por el programa IBM SPSS®
Statics version 20.0 aplicando pruebas de estadistica descrip-
tiva e inferencial paramétrica ANOVA de un factor y estu-
dios post hoc (test Tukey)

III. RESULTADOS Y DISCUSION

En el andlisis cualitativo (Tabla 1) se observd en el extracto
etandlico la presencia de compuestos con actividad cicatri-
zante, flavonoides y fenoles. (20)



Toaquiza, Tigse, Escudero, Miranda, Guangasig

Metabolitos secundarios Ensayo Extracto Extracto etand- Extracto
etéreo lico acuoso
Aceites — grasas Sudan +
Lactonas — cumarinas Baljet +()
Alcaloides Dragendorf +++ () +
Alcaloides Mayer +
Alcaloides Wagner ) +
Flavonoides Shinoda + +
Azucares reductores ()
Grupo de flavonoides anto- ~ Antocianos +
cianos
(]) precipitacion, (+) baja evidencia, (+++) alta evidencia
Tabla 1. Analisis Cualitativo del extracto alcoholico de Croton elegans kunth
El extracto etandlico presento caracteristi- Grupo Cicatrizacién (dias) Longitud (cm)
cas organolépticas propias de Croton ele- CN 15408 116 £ 0.037
gans Kunth con un color combinado de
verde con café oscuro, de aspecto liquido, CL 1307 112£0.035
olor herbal y sabor dulce por la presencia CE 11 £0.7 1.13 £0.022
de azucares. EC1 14+0.7 1.11 £ 0.048
EC2 10+ 0.5 0.85+£0.010
Los resultados del analisis microbiolégico g3 8+0.4 0.91 + 0.045

demostraron ausencia de coliformes tota-
les (10 UFC/mL), moho y levaduras (<10
UFC/mL) y aerobios mesdfilos (103 UFC/
mlL) del extracto madre y los extractos al
20 %, 40 % y 80 %, acorde a las especifi-
caciones de la USP 28, el extracto es apto
para uso experimental (21).

En el ensayo cromatégrafico segtin el mé-
todo de Wagner (1996) se evidencio la pre-
sencia de flavonoides como la quercetina
(Rf 0.3) y compuestos fenolicos como el
acido isoclorogénico (Rf 0.7), metabolitos
relacionados con actividad antinflamato-
ria y cicatrizante (8)

El contenido total de flavonoides expresa-
do con respecto a la rutina fue en valor de
320 pg/g de muestra.

El contenido de compuestos fendlicos ex-
presados con respecto al acido galico fue
2.07 pg/mL de extracto, la concentracion
de compuestos tanicos totales fue 24.36
ug/g de muestra, siendo estos los compues-
tos relacionados con actividad antinflama-
toria y cicatrizante (22).

Tabla 2. Efecto cicatrizante del extracto de Croton elegans kunth.

En el analisis del efecto cicatrizante del extracto de Croton
elegans Kunth evaluada mediante la media del tiempo en
dias para la cicatrizacion (Tabla 2), el tratamiento EC3 pre-
sent6 un efecto mayor frente a los otros tratamientos obte-
niendo un promedio de cicatrizacion de 8 dias, se sugiere
que la mayor presencia de compuestos fenolicos en el extrac-
to al 80% consiguid acelerar el proceso. (4)
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grupos

Dentro de

s g 16 12 1.33

pos

Total 112.94 17

a. Fisher tabulado (Ftab)
b. Fisher calculado (Fcal)

Tabla 3. ANOVA de un factor para los dias de cicatrizacion
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De acuerdo a los datos de ANOVA (Tabla 3) se pudo obser-
var que existe variacion entre grupos de acuerdo al valor de
Fcal (3.11) en comparacion en Ftab (14.54) lo que indica que
el efecto del extractro alcohdlico de Croton elegans Kunth
en las heridas presenta una variacion significativa al p= 0.05
frente a los entes de control.

Dias de cicatrizacion
HSD Tukey®

. Subconjunto para alfa =5
Tratamiento N

1 2 3

EC3 3 8.67

EC2 3 10.00

CE 3 11.00 11.00

CL 3 13.3 13.3
EC1 3 14.3
Cont. Neg. 3 15.00
Sig. 2.06 2.06 518

Se vizualiza las medias para los grupos en los subconjuntos homo-
geneos

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media armonica = 3,00

Tabla 4. Test de Tukey respecto a los dias de cicatrizacion

Segtin la prueba de subconjuntos de grupos de Tukey (Tabla
4) con un nivel de significancia 0.05, se observaron tres sub-
grupos, de los cuales el tratamiento EC3 (extracto al 80%)
presentd mayor efectividad con 8.67 dias en promedio.

En el analisis histopatologico macroscopico de los cortes de
las pieles de los animales de experimentacion los cinco gru-
pos presentaron coloracién blanca y aspecto liso. El grupo
EC3 correspondiente al extracto al 80% la piel esta cubierta
de pelaje y no se observa huella de la herida.

2 ®

CES £ B E8 228 g&E
EC3 + - ++ ++ 100 90
EC2 + - - ++ 80 90
EC1 + - - ++ 50 80
CE + - + ++ 80 100
CL + - - ++ 100 80
CN + - ++ - 60 100

Tabla 5. Analisis microscopico histopatologico de pieles de ratones
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Mediante el analisis microscdpico (Tabla
5) de las placas elaborados en base a la piel
se observo los tejidos reconstituidos inte-
riormente, siendo favorable el extracto al
80%, pudiendo atribuirse quimicamente
la actividad cicatrizante a la presencia de
compuestos fenolicos de tipo flavonoide
porque estos metabolitos intervienen en la
cicatrizacion al evitar la liberacion de pros-
taglandinas e histaminas, evitan la migra-
cién de elementos formes (neutrofilos y
otros). Ademas, estabilizan la membrana
celular capturando a los radicales libres
presentes, evitando asi el dafio celular y
activando el complejo sistema bioquimico
para la regeneracion del tejido. (20) (23)

IV. CONCLUSIONES

Mediante el tamizaje fitoquimico se deter-
mino la presencia de metabolitos secun-
darios de interés farmacoldgico, siendo
los flavonoides identificados en el extracto
etanolico importantes para la presente in-
vestigacion.

El ensayo cromatografico evidencio la pre-
sencia de flavonoides y compuestos fenoli-
cos en el extracto etanolicoe.

El contenido total de flavonoides (320ug/g
de muestra), compuestos fendlicos (2.07ug/
mL de extracto) y compuestos tanicos to-
tales (24.36pg/g de muestra), lo cual es un
indicio de potencial farmacoldgico rela-
cionados con actividad antinflamatoria y
cicatrizante de Croton elegans Kunth.

Mediante el estudio de restauracion de
heridas provocadas a ratones (Mus mus-
culus), el extracto etandlico de al 80% de
hierba mosquera presenté una diferencia
significativa al ser comparados con la cre-
ma base de acetato de prednisolona/sulfato
de neomicina, el eterol, y el control, corro-
borandose con el respectivo estudio histo-
légico, en el que se presentd una reconsti-
tucion del tejido mas rapida. Se evidencié
con bases cientificas la actividad cicatri-
zante de Croton elegans Kunth.
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