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TITULO:” Aplicacion de Achupalla (Puya Glomerifera) en el proceso de cicatrizacion de

heridas post quirurgicas en conejos (Oryctolagus cuniculus)”

Autor/es: José Francisco Esquivel Orrico

El proceso de cicatrizacion es una reaccion natural del cuerpo que depende de una secuencia de

eventos de la dinamica celular del tejido lesionado y circundante.

En los dltimos afios la comunidad cientifica se nutre de los conocimientos ancestrales,
utilizando estos conocimientos en la busqueda de nuevos principios activos, encontrandolos en
innumerables plantas, estos principios son llamados fitofarmacos y posteriormente se

convertiran en invenciones farmacéuticas.

La capa blanquecina generada en las hojas de la achupalla (Puya Glomerifera) ha sido usada en
la medicina ancestral como un método efectivo para la cicatrizacion de heridas de cualquier
indole. Esta planta nativa de la region interandina del Ecuador, es un recurso invaluable para el
estudio de terapias de regeneracion tegumentaria para mejorar el tratamiento médico en los
pacientes. Su utilizacion ayuda a las presentes y futuras generaciones a fortalecer y potencializar
su uso como alternativa a tratamientos convencionales; conservar los conocimientos y saberes
ancestrales cumpliendo con la Constitucién Nacional del Ecuador y el Plan Nacional del Buen

Vivir.

El presente proyecto se desarrolld en la provincia de Cotopaxi, canton Latacunga, en la
parroquia La Matriz, especificamente en el barrio San Agustin, en el lapso de 5 meses, desde
Abril del 2016 hasta Agosto del mismo afio. Esta investigacion planteo la utilizacion de conejos
(Oryctolagus cuniculus), machos, de 3 meses, como sujetos de estudio; debido a las facilidades
de manejo que estos animales representan para este tipo de investigaciones. Ademas esta
especie animal permite el uso de diversas técnicas quirurgicas, para la evaluacion de sus

parametros de cicatrizacion.



Para la identificacion de los principios activos de la planta, se utiliz6 un andlisis de
espectrometria de masas, método mediante el cual se pudo determinar los compuestos quimicos

timol y &cido ladrico; conocidos por sus propiedades antibacteriales.

La técnica quirargica utilizada es la castracién o remocion fisica de las génadas, debido a que
la misma es muy sencillay no genera inconvenientes a largo plazo en el sujeto de estudio.

Para la evaluacion del proceso de cicatrizacion se utilizaron registros diarios del estado de las
heridas postquirurgicas, mediante la realizacion de fichas en las cuales conste los parametros a
estudiar de la herida, tales como la forma, el color, el tamafio, la presencia/ausencia de
secreciones, entre otras caracteristicas de las lesiones. Los bordes de las heridas fueron
marcadas sobre una lamina de acetato trasparente en los dias de evaluacion. Gracias a esto,
obtenemos un seguimiento del area de las lesiones, para identificar la disminucion de area cada

una de estas.

Luego de la aplicacion del modelo experimental, evidenciamos que estos compuestos si ayudan
en el proceso de cicatrizacion, ya que, durante el experimento, los conejos a los cuales fue
aplicado el ungliento presentaron una mejoria notable en lo que respecta a las caracteristicas de
rubor e inflamacion en las heridas. Principalmente obtuvimos excelentes resultados en procesos

de cicatrizacion de 2da intencion en el 30% de los conejos.

Palabras clave: Cicatrizacion, Achupalla, Conocimientos ancestrales



ABSTRACT

TITLE:” Application of Achupalla (Puya Glomerifera) in rabbit’s (Oryctolagus cuniculus)

post-surgical wound healing process”

Author: José Francisco Esquivel Orrico

The wound healing process is a natural body reaction that depends on a series of cellular
dynamic processes of the wounded tissues. In the recent years, the scientific community is
researching the ancient knowledge using it for the discovery a lot of medical products, finding
them in several plants; these products are called phytopharmaceuticals, later it will be called

pharmaceutical inventions.

The white cover of the back part of the Achupalla (Puya glomerifera) leaves was used by the
traditional medicine as an effective method for the healing of any kind of wound. The native
habitats of this plant are the cliffs and the Highlands region in Ecuador. This plant is an
invaluable resource for scientists because it can bring new types of treatments for injuries and
a lot of new treatment options for doctors and owners, those who search for a holistic option in
their animal’s treatment. Its use will help the future generations to strength and popularize its
use with other natural treatments; also it will help to preserve the ancient knowledge of the
native habitants of Ecuador, in order to fulfill the Ecuador National Constitution, and the Plan

Nacional del Buen Vivir law.

This project was developed in the Cotopaxi Province, in Latacunga city, and it lasts five months
duration. The project used three months old rabbits like study subjects because they are easiness
of manipulation and control. Also, these animals provide to the researcher with a lot of chances
for lots surgical techniques that can be applied to them with no further damage for the rabbits.

The surgical technique used was the surgical castration of these rabbits. After the scientifical
research, we can evidence that the chemical compounds of these plant help to the process of
wound healing.

For the cicatrization process evaluation, daily records were used to verify the surgical wound’s

condition. All the specific data taken from the wounds, such as form, color, size, and presence

Xi



or lack of secretions, were described in record cards for the study of them. The wound borders
were marked with a transparent sheet of acetate. With this method, the correct measures of the

wounds were obtained for further investigation.

We can say it due to 30% of the test subjects, which were treated with the achupalla ointment
show signals of better recovery than the other ones which did not receive any treated.

Keywords: Achupalla, surgical wounds, cicatrization,
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2. RESUMEN DEL PROYECTO

El proceso de cicatrizacion es una reaccion natural del cuerpo que depende de una secuencia

de eventos de la dinamica celular del tejido lesionado y circundante.

En los ultimos afios la comunidad cientifica se nutre de los conocimientos ancestrales,
utilizando estos conocimientos en la busqueda de nuevos principios activos, encontrandolos en
innumerables plantas, estos principios son llamados fitofarmacos y posteriormente se

convertiran en invenciones farmacéuticas.

La utilizacion de las plantas como medio alternativo para el tratamiento de cicatrizacién es
utilizada de forma empirica por los pueblos como medio para curar sus heridas, la achupalla ha
sido usada en la medicina ancestral como un método efectivo para la cicatrizacion de heridas
de cualquier indole. Esta planta nativa de la region interandina del Ecuador, es un recurso
invaluable para el estudio de terapias de regeneracion tegumentaria para mejorar el tratamiento
médico en los pacientes. Su utilizacién ayuda a las presentes y futuras generaciones a fortalecer
y potencializar su uso como alternativa a tratamientos convencionales; conservar los
conocimientos y saberes ancestrales cumpliendo con la Constitucion Nacional del Ecuador y el
Plan Nacional del Buen Vivir.

El presente proyecto se desarrolld en la provincia de Cotopaxi, canton Latacunga, en la
parroquia La Matriz, especificamente en el barrio San Agustin, en el lapso de 5 meses, desde
Abril del 2016 hasta Agosto del mismo afio.

Las plantas utilizadas para la elaboracion del proyecto estan ubicadas en la provincia de
Cotopaxi, canton Pujili, sector los Poguios Isinche de Vacas, en las coordenadas 0°58'31.38"S;
78°39'34.94"0. Para la obtencion del polvo del enves de las hojas, procedimos a realizarlo
mediante raspado, esta planta es utilizada de forma empirica por los pueblos en el tratamiento
de heridas por quemaduras; las investigaciones sobre esta planta se limitan a lo botanico por lo
que la informacion fue deficiente para la investigacion; para determinar los compuestos se
sometio a una espectrofotometria de masa y se complement6 con la investigacion bibliogréfica
de cada compuesto para determinar su participacion en el proceso de cicatrizacion. Para los
tratamientos se elabor6 el ungliento con base oleosa con la achupalla, eterol y se monitoreo con

un testigo. Los sujetos de estudio fueron conejos machos



(Oryctolagus cuniculus), de 3 meses, debido al tamafio significativo de la herida con relacién
al tamafio del animal; las facilidades de manejo que estos animales representan para el proceso
de post quirurgico y de cicatrizacion; y la versatilidad de esta especie animal en el uso de
diversas técnicas quirargicas. La técnica quirdrgica que se utilizo fue la castracion o remocion
fisica de las gonadas, debido a que la misma genera una herida significativa versus el tamafio
del animal; es una técnica muy sencilla y no genera inconvenientes a largo plazo en el sujeto

de estudio.

Para la evaluacion del proceso de cicatrizacion se uso registros diarios del estado de las heridas
postquirdrgicas, mediante la realizacion de fichas en las cuales se registrd los pardmetros a
estudiar de la herida, tales como la forma, el color, el tamafio, la presencia/ausencia de
secreciones, entre otras caracteristicas de las lesiones. Los bordes de las heridas fueron
registradas sobre una ldmina de acetato trasparente en los dias de evaluacion. Con esto,
obtuvimos un seguimiento del area de las lesiones, con lo que se identificd la disminucion de

area cada una.

3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El presente proyecto de investigacion marca una pauta a seguir en la investigacion de los
tratamientos holisticos y naturales, siendo esto muy importante debido a que se aplica métodos
alternativos de tratamiento, orientados principalmente al mejoramiento del paciente sin recurrir
al uso excesivo de medicamentos usuales; el presente nos da la opcion de utilizar un tratamiento
que no presenta efectos colaterales al organismo, y se encuentra acorde a la nueva tendencia de
implementar en la medicina los saberes ancestrales y los métodos naturales para mejorar la
salud de los pacientes y consumidores; ya que el uso indiscriminado de farmacos habituales
para el tratamiento de los diversos cuadros patoldgicos en animales, sean estos mascotas, 0
animales de consumo, esta generando un grave problema a la salud de los consumidores; debido
a que los productos derivados de estos presentan en su composicion, pequefias cantidades o
trazas de estas sustancias, incrementando asi la resistencia de diversos agentes patdgenos,

provocando dafos irreparables a largo plazo, en los pacientes y en el consumidor.

Ademaés, mediante la identificacion de sus principios activos, la planta potenciaria su valor

sociocultural y adquiriria un nuevo valor farmacéutico, generando asi nuevos procesos de



conservacion y proteccion de la misma, cumpliendo las distintas directivas y leyes nacionales

con respecto a la conservacion de especies nativas.

Este proyecto esté orientado a presentar una alternativa mas natural; mediante la aplicacion de
un tratamiento en base a la investigacion realizada sobre las propiedades de esta planta para el
tratamiento convencional de pacientes a los cuales se les ha realizado cualquier intervencion
quirdrgica, y se busca coadyuvar de la mejor manera a los procesos naturales de cicatrizacion

y regeneracion de las heridas.

El proyecto esta direccionado a contribuir con el mejoramiento del conocimiento empirico, su
trasferencia y utilizacion de la sociedad a través de la investigacion cientifica; como mecanismo

para contribuir al bienestar.

4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

La presente investigacion esta dirigida a pacientes en etapa post operatoria con resistencias a
farmacos, a los propietarios de mascotas que buscan terapias alternativas a bajos costos sin

contraindicaciones para el organismo del animal.

Beneficiarios directos:

Los beneficiarios directos fueron los pacientes (conejos machos castrados) en el proceso pots
operatorio que fueron sometidos a prueba con el ungiento de achupalla

Beneficiarios indirectos:

Los beneficiarios indirectos son el duefio del paciente que tendra una alternativa natural para el
tratamiento de heridas de sus animales tanto de produccion como de compaiiia y las
comunidades mediante la trasformacién del conocimiento empirico al cientifico haciendo mas

confiable la utilizacion de la Achupalla en el tratamiento de heridas.



5. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

A nivel mundial, uno de los grandes problemas en la clinica y terapéutica, es el poco interés
con respecto a la dosificacion y administracion responsable de farmacos, en el caso de
antibioticos y cicatrizantes, que generan inconvenientes como resistencia bacteriana a largo
plazo, generando dificultades en los procesos de cicatrizacion; por otro lado los tratamientos
naturales son poco utilizados por la falta de investigacién que justifiquen su uso; sin embargo
en comunidades que no pueden acceder a tratamientos tan sofisticados se sigue utilizando la

medicina ancestral de forma empirica con resultados no verificados ni documentados.

En Latinoamérica, existen graves problemas con respecto a la dosificacion irresponsable y uso
indiscriminado de estos farmacos, esto promueve la aparicién de nuevos gérmenes que
presentan resistencia a los fa&rmacos usualmente utilizados en el tratamiento post quirdrgico, la
utilizacion de medicamentos ancestrales se merma con el avance de las farmacéuticas y la falta
de trasferencia de estos conocimientos; obligando a los profesionales a utilizar medicamentos
mas potentes y a perder un conocimiento que podria contribuir a la resiliencia de los pacientes

evitando resistencia microbiana y reacciones adversas a la salud del paciente.

A nivel del Ecuador los conocimientos ancestrales se transmiten y utilizan combinandolos con
tratamientos farmacoldgicos que no siempre estdn bien dosificados; al combinar el
conocimiento ancestral empirico con un deficiente conocimiento técnico se genera otras
complicaciones ya sea porque los principios activos de las fuentes naturales inhibe la accion de
loa farmacos o viceversa. Otro aspecto que se toma en cuenta para combinar tratamientos son
los altos costos de los tratamientos farmacéuticos, estos inducen a los propietarios busquen
distintas opciones en lo que respecta al tratamiento de sus animales, principalmente
tratamientos holisticos y naturales, ya que creen que es una opcion aplicable para sus animales.
En el caso de la achupalla, no existen investigaciones previas al respecto, pero la planta es muy
conocida en la medicina ancestral y se la utiliza para la cicatrizacion rapida de heridas y

laceraciones.

Actualmente, se realizan avances en la implementacion de tratamientos “alternativos™ en la
practica de la medicina veterinaria, debido a la gran demanda de los mismos por parte de los
duefios, pero en nuestro medio siempre se han utilizado, debido a la gran tradicion de la



medicina ancestral, aplicada principalmente a humanos, pero que los mismos duefios aplican

en sus animales en un intento de mejorar su condicion de salud.

6. OBJETIVOS:

6.1. General

Aplicar la Achupalla (Puya Glomerifera) para mejorar el proceso de cicatrizacion de heridas
post quirargicas en conejos (Oryctolagus cuniculus), mediante la aplicacién de un unguento
fabricado a partir de la planta; para asi comprobar de manera cientifica el conocimiento

empirico ancestral sobre la misma.

6.2. Especificos

e Identificar los principios activos presentes en la planta, mediante un analisis por
espectrometria de masas, para asi comprobar si esta posee algun principio activo

relevante para el proceso de cicatrizacion.

e Determinar si existe alguna accién sobre el tiempo de curacién de estas heridas a la
aplicacion del compuesto, mediante la observacion de las caracteristicas macroscépicas

de estas heridas; para asi establecer la posible accion del mismo.

e Enunciar la posible accion benéfica del compuesto, mediante la obtencién de
informacidn bibliografica de los componentes, para asi referenciar su labor en el proceso

de cicatrizacion.



7. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS

PLANTEADOS:

TABLA 1: Actividades y Sistema de Tareas en Relacién a los Objetivos Planteados

Objetivo 1

Actividad

Resultado de la
Actividad

Medios de Verificacion

Identificar los principios
activos presentes en la
planta, mediante un

de masas, para asi
comprobar si esta posee
algln principio activo
relevante para el proceso
de cicatrizacion.

anélisis por espectrometria

Identificar cientificamente

la especie vegetal

de la Achupalla

Clasificacion cientifica

Fotografias

Tomar muestras mediante
raspado del envés de la hoja

de achupalla

10 gramos de muestra
colocados en un frasco

falcon e identificadas

Fotografias

Etiqueta de identificacion

Someter la muestra a

espectrofotometria de masa

Principios activos de la

muestra de Achupalla

Resultados de laboratorio
del CESTA

Objetivo 2

Actividad

Resultado de la
Actividad

Medios de Verificacion

Determinar si existe alguna
accion sobre el tiempo de
curacion de estas heridas a
la aplicacion del
compuesto, mediante la
observacién de las
caracteristicas
macroscopicas de estas
heridas; para asi establecer
la posible accién del
mismo.

Realizacion del Ungtiento
con base oleosa de la

achupalla

Unguento de Achupalla

Fotografias

Caja de unguento

Castracion de los conejos

Conejos castrados con

heridas de 1 pulgada

Fotografias

Aplicacion de los
tratamientos y observacion
de lesiones con posterior

verificacion de accion

Heridas con
diferenciaciones de
tamafio y tipos de

cicatrizacion

Fotografias
Matriz de seguimiento y
verificacion
Acetatos de registro del

tamafo de la herida

Objetivo 3

Actividad

Resultado de la

Actividad

Medios de Verificacion

Enunciar la posible accion
benéfica del compuesto,
mediante la obtencion de

informacién bibliografica

Investigar bibliografia sobre
los compuestos activos
encontrados en la

espectrofotometria de masa

proceso de cicatrizacion

Nombre y accion

benéfica sobre el

Tabla con los nombres de

los compuestos encontrados

de los componentes, para

asi referenciar su labor en

el proceso de cicatrizacion.

Someter los datos obtenidos
a un andlisis de varianza y

pruebas de significancia

Establecer diferencias

entre los tratamientos

Tabla de registro de datos
ADEVA vy prueba de
Duncant INFOSTAT

Graficos comparativos

EXCEL

Elaborado por: José Esquivel Orrico, 2017
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8. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

8.1. Heridas

Desde un punto de vista conceptual, las heridas se definen como traumatismos mecéanicos
abiertos. Es decir, una herida es el efecto producido por un agente externo que actla de manera
brusca sobre una parte de nuestro organismo, superando la resistencia de los tejidos sobre los
que incide, produciendo una rotura de la superficie cutanea 0 mucosa. Desde un punto de vista
mas préctico, una herida es una lesion caracterizada por una discontinuidad en el epitelio de

revestimiento. (Garcia-Alonso, 2010)

8.1.1. Tipos de heridas

Los tipos de heridas atendiendo a la relacion existente entre la direccion o trayecto de la herida
y el eje principal del miembro o zona del cuerpo en el que asienta dicha herida. Asi, podemos
hablar de heridas longitudinales cuando el trayecto de la herida sigue un curso mas o menos
paralelo al eje principal. En el polo opuesto tendremos las heridas transversales, y a un nivel
intermedio aquellas que definiremos como oblicuas. Un caso particular es el de aquellas heridas
cuyo trayecto se prolonga alrededor del miembro o de la zona del cuerpo al que afecta y que

por dicho motivo Illamamos espiroideas. (Enoch S, 2007)

En segundo lugar, a la hora de establecer estas clasificaciones de las heridas, podemos
considerar la profundidad de las mismas. Y asi, cuando la herida afecta exclusivamente a la
epidermis hablamos de arafiazo; ahora bien, si dicha herida conlleva una cierta pérdida de tejido
epitelial, le llamamos desolladura. Cuando la herida interesa los tejidos subepidérmicos se
denomina herida superficial; mientras que cuando se extienden mas alla del tejido celular
subcutaneo, reciben el nombre de heridas profundas. A modo de variedades o subtipos de estas
heridas profundas, se denominan heridas penetrantes aquellas que alcanzan una cavidad natural
del organismo, como puede ser la cavidad peritoneal, el espacio pleural, etc.; y Illamamos
heridas perforantes aquellas que penetran en el interior de una viscera hueca, como puede ser
cualquiera de los diferentes tramos del tubo digestivo. Por sus especiales caracteristicas, y
aunque se sale de este esquema de profundidad en funcion de los diferentes planos tisulares,
tenemos una Ultima variedad de heridas que denominamos heridas por empalamiento. (Garcia-
Alonso, 2010)
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Estas heridas son las producidas por la penetracion de un agente externo a traves de alguno de
los orificios naturales del organismo, provocando diferentes grados de lesiones. (Garcia-
Alonso, 2010)

En tercer lugar, podemos considerar la forma de la herida. Y asi hablaremos de heridas lineales,
curvas, arqueadas, estrelladas, puntiformes, crateriformes; y para aquellas que no se ajustan a
ninguna de estas formas, reservamos el nombre de heridas irregulares. Por sus especiales
connotaciones pronosticas y terapéuticas, distinguimos algunas variedades de heridas dentro de
este epigrafe. Aquellas en las que existe un amplio despegamiento de la piel manteniendo su
vascularizacion a expensas de un puente o pediculo, les denominamos heridas con colgajo. Por
ultimo, hablabamos de heridas con pérdida de sustancia, cuando existe una importante pérdida
de tejidos en el lecho de la herida. (Enoch S, 2007)

Existe un cuarto y Gltimo aspecto a tener en cuenta a la hora de describir las heridas: el
mecanismo por el cual se producen. Esta ultima clasificacidn es quiza la mas relevante desde
un punto de vista prondstico y terapéutico. Cuando la herida se produce por la actuacion de un
cuerpo puntiagudo de forma mas o menos conica, hablamos de heridas punzantes. En estas
heridas predomina la profundidad sobre la extension de la herida, a la vez que sus méargenes
presentan un grado variable de dafio que es debido a la compresion que el agente traumatico

produce durante su penetracion. (Canal y col, 2009)

Por eso, sera frecuente observar en dichos bordes derrames sanguineos, asi como tejidos
contusionados cuya viabilidad puede estar mas 0 menos comprometida. Pero lo mas importante
es que al atravesar diferentes planos tisulares, dotados cada uno de ellos de unas caracteristicas
elasticas y/o contractiles diferentes, el trayecto producido por el agente pierde sus
caracteristicas topogréaficas tras la retirada de éste, convirtiéndose en un trayecto irregular y
anfractuoso en el que con facilidad pueden alma-cenarse liquidos y restos de tejidos que

favorezcan la proliferacién bacteriana. (Canal y col, 2009)

Sin embargo, las heridas mas frecuentes son aquellas en las que claramente predomina la
extension sobre la profundidad de las mismas. Los agentes que provocan este tipo de heridas
pueden actuar mediante un mecanismo de corte o diéresis pura, 0 mediante una compresion tal
que provoque la rotura de la piel o0 mucosas. En el primero de los casos, el dafio producido por

el agente traumatico se limitara a la solucién de continuidad provocada, es decir a la
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herida. En estos casos hablamos de heridas incisas, y, como puede deducirse, estan producidas
por agentes de bordes muy afilados. En cambio, cuando el agente es romo, ademas de la
solucion de continuidad propia de la herida, nos encontraremos con un grado mas o menos
importante de contusion en los tejidos que constituyen los bordes de la herida; por ese motivo
a estas heridas les denominamos contusas. Es facil deducir que en este caso la reparacion de la
herida va a entrafiar mayores dificultades. (Canal y col, 2009)

Por ultimo, no es infrecuente hablar de heridas inciso-contusas para referirnos a aquellas que

no pueden situarse con precision en ninguna de las dos variedades que acabamos de describir.

8.2. Cicatrizacion

La cicatrizacion es un proceso dinamico mediado por proteinas solubles (citosinas y factores
de crecimiento) y células encargadas de la proliferacion celular para el restablecimiento del

tejido lesionado.

Hay dos tipos de cicatrizacion, de primera intencién, que ocurre durante las primeras 12-24
horas después de haber sido cerrada la herida, al aproximar sus bordes con suturas, cintas, o
algun dispositivo mecanico. El segundo tipo, de segunda intencion, el cual se caracteriza porque
no se alcanza a regenerar la arquitectura normal de la piel, debido a la pérdida extensiva de
tejido por un trauma severo o una quemadura, y cuyo tiempo de resolucion dependera de la

extension de la herida. (Fossum, 2009)

Normalmente la cascada de eventos que producen la reparacion del tejido lesionado, se conduce
por factores de crecimiento generados por las células implicadas en el proceso como
queratinocitos, fibroblastos y células inflamatorias. Estos factores de crecimiento regulan la
proliferacion y la diferenciacion celular, y son importantes en el desarrollo embrionario, la
regeneracion tisular (a nivel fetal) y la reparacion. Muchos de estos factores actGan en cada una

de las etapas del proceso de cicatrizacion. (Chiappe, 2013)

En la fase aguda o inflamatoria, se destacan por su actividad el Factor de Crecimiento
Transformante beta (TGF!), Factor de Crecimiento Derivado de las Plaquetas (PDGF), y Factor
Estimulante de Colonias de Granulocitos (G-CSF), junto con interleucinas implicadas en la

inflamacion. Durante la fase de proliferacion celular y formacion del tejido de
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granulacién, sobresalen el Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), Factor de Crecimiento de
los Queratinocitos (KGF), Factor de Crecimiento de los Fibroblastos basico (bFGF), Factor de
Necrosis Tumoral (TNF), Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF), Factor de
Crecimiento Nervioso (NGF) e IGF (Factor de Crecimiento Insulinico). Finalmente, la etapa de
remodelacion es conducida por factores como: Factor de Crecimiento de los Hepatocitos
(HGF), KGF, EGF, bFGF, TGF! y PDGF. (Chiappe, 2013)

8.2.1. Etapas de la cicatrizacion

o 8.2.1.1. Fase temprana

e 8.2.1.1.1. Hemostasis

e 8.2.1.1.2. Inflamacién

o 8.2.1.2. Fase intermedia

e 8.2.1.2.1. Epitelizacion y angiogénesis

o 8.2.1.3. Fase tardia

e 8.2.1.3.1.Sintesis de colageno y matriz
e 8.2.1.3.2.Contraccion

o 8.2.1.4. Fase final
e 8.2.1.4.1. Remodelacién

8.2.1.1. Fase temprana
8.21.1.1 Hemostasis
La formacion del coagulo tapona los vasos lesionados. Este coagulo estd formado

principalmente de una malla de fibrina, con plaquetas y glébulos rojos. La via intrinseca no es

esencial, pero si lo es la extrinseca que necesita del factor tisular, especialmente encontrado
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en los fibroblastos de la adventicia y es liberado cuando hay dafio de éstas células. Cualquiera
que sea la via de iniciacion, ambas llega a la formacion de trombina, que cataliza la conversion

del fibrindgeno en fibrina. La fibrina ademas constituye una matriz provisional. (Fossum, 2009)

Seguidamente es cubierto con fibronectina (derivada de fibroblastos y células epiteliales) y
vitronectina (derivada del suero y las plaquetas), las cuales facilitan la union de las células en
migracion. La trombina también estimula el aumento de la permeabilidad vascular, con lo que

facilita la migracion extravascular de células inflamatorias. (Fossum, 2009)

Las plaguetas se agregan cuando se exponen a colageno extravascular, proceso facilitado,
ademas, por la trombina. La adhesion plaquetaria entre si y con colageno vy fibrina incluye
receptores de integrina en la superficie de las plaguetas y este proceso es mediado por cuatro
glicoproteinas adhesivas: fibrindgeno, fibronectina, trombospondin y factor de von
Willerbrand, todos los anteriores derivados del suero y los granulos alfa de las plaquetas. La
agregacion plaquetaria también lidera la liberacién de citoguinas de los granulos alfa en el
citoplasma de las plaguetas. Estas citoquinas incluyen PDGF, TGF beta y alfa, bFGF, PDEGF
y PDECGF. El TGF beta tiene 5 subtipos, tres de los cuales se encuentran en los mamiferos
(incluyendo al hombre), y se sabe que los subtipos 1y 2 son los implicados en la formacion de
las cicatrices (ausentes en el feto) y el tipo tres favorece la no-formacion de las cicatrices.
(Kunar V, 2004)

Los granulos alfa de las plaquetas son, ademas, fuente de proteinas como la albimina. Ademas
de estos granulos, las plaquetas tienen lisozimas y granulos densos en su citoplasma. Las
lisozimas contienen proteasas (metabolismo celular) y los granulos densos contienen 4acido
araquidénico, calcio, nucledtidos de adenina y serotonina. Los metabolitos del acido
araquiddnico junto con el factor de Hageman (de la via intrinseca) estimulan la bradiquinina y
con esto se inicia la cascada del complemento. La estimulacién de los mecanismos de
hemostasis estd limitada al sitio de la injuria. El proceso de coagulacion y agregacién
plaquetaria terminan cuando el estimulo para la iniciacién del codgulo cesa, y la lisis del mismo

por la plasmina es iniciada. (Junqueira L, 2005)
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8.2.1.1.2. Inflamacién

Los signos clasicos de la inflamacion, son el resultado de cambios que ocurren en la
microcirculacion (microvénulas). Inmediatamente luego de la injuria, hay una intensa
vasoconstriccion que contribuye a la hemostasia. Esta es mediada por catecolaminas circulantes
y el sistema nervioso simpatico y por prostaglandinas liberadas de células lesionadas. Luego de
10- 15 minutos es reemplazada por vasodilatacion, con eritema y calor, ademas. Las
prostaglandinas y la histamina inducen la formacién de espacios entre las células endoteliales
de los capilares, espacios por entre los que se escapa plasma lo que genera el edema. Ahora
Ilegan leucocitos que se juntan con albumina y globulinas para formar la matriz provisional.
(Paladines, 2000)

La vasodilatacion, también esta dirigida por histamina y prostaglandinas ademas de
leucotrienos y productos de células endoteliales. EI aumento de la permeabilidad favorece la
migracion de neutrdfilos y monocitos al sitio de la lesién. La histamina proviene de los
mastocitos y directamente aumenta la permeabilidad vascular e indirectamente causa
vasodilatacion por estimular la sintesis de prostaglandinas, también secretan leucotrienos C4 Y
D4, heparina, enzimas, metabolitos de prostaglandinas y factor de necrosis tumoral. (Paladines,
2000)

Las prostaglandinas que induce vasodilatacion, son la PGE1 y PGE2, las cuales actuan
activando la adenil ciclasa y la subsecuente produccion de cAMP. La actividad de la fosfolipasa
induce la sintesis de las prostaglandinas. Los neutrofilos son las primeras células en llegar para
defender limpiando cuerpos extrafios y digiriéndolo mediante la accion de enzimas hidroliticas
y radicales de oxigeno. Luego de esta fagocitosis los neutrofilos son fagocitados por

macrofagos. (Paladines, 2000)

Las alteraciones en el pH (bacterias), el edema y la disminucion en la oxigenacion tisular,
causan el dolor. Los neutréfilos producen citoquinas proinflamatorias, algunas de las primeras
estimulantes de fibroblastos locales y queratinocitos. Los neutrdfilos se doblan en nimero entre

las 24 y 48 horas luego de la injuria. (Paladines, 2000)

Asi como los monocitos migran al espacio extravascular, también son transformados en

macrofagos por factores séricos y fibronectina. Factores especificos que median la migracion
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de los macréfagos son fragmentos de coldgeno, fibronectina y elastina (derivados de la matriz
lesionada) elementos del complemento, trombina enzimaticamente activa y TGF beta.
(Valencia, 2016)

Los monocitos se van adhiriendo poco a poco a las células endoteliales hasta estar firmemente
adheridos, entonces pasan entre las células endoteliales y migran al sitio de la lesion. (Valencia,
2016)

Una vez en la matriz provisional, los macréfagos son activados por IL2, INF sigma (de
linfocitos T) y PDGF. Los macrofagos son muy importantes en el proceso normal de
cicatrizacion, ya que fagocitan bacterias y tejido muerto, ademas producen elastasas y
colagenasas que rompen la matriz dafiada. Cuando son estimulados por endotoxinas
bacterianas, promueven el reclutamiento de otras células de la inflamacion. Son la primera
fuente de citoquinas que estimulan la proliferacion de fibroblastos, sintesis de colageno y otros
procesos de cicatrizacion. Entre estas se encuentran TNF alfa, PDGF, TGF beta y alfa, IL1, IGF
1y FGF. (Valencia, 2016)

La altima célula de la inflamacidn en aparecer es el linfocito, el cual produce factores esenciales
para la cicatrizacion normal (HBEGF y bFGF), ademas de ser inmunoreguladores mediante
inmunidad celular y humoral. Luego de 5 a 7 dias, s6lo pocas células de la inflamacién estan
presentes en heridas con cicatrizacion normal y los fibroblastos llegan a ser la célula
predominante. Después de la muerte de los neutréfilos, hay liberacidn de enzimas proteoliticas
y radicales libres de O2 que con productos finales del complemento forman el complejo

citotoxico de ataque de membrana, el cual perpetla el dafio tisular. (Valencia, 2016)

8.2.1.2. Fase intermedia

8.2.1.2.1 Epitelizacién y angiogénesis

Los procesos envueltos aqui incluyen la angiogenesis y la epitelizacion y proliferacion de

fibroblastos. Procesos comprendidos entre los 2 a 4 dias; estos tres procesos necesitan de

energia, sintesis proteica y anabolismo.
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e Angiogeénesis: Los bordes de las heridas, son isquémicos y sin la restauracion de los
vasos no hay O2 y nutrientes suficientes. Esta fase empieza en los primeros dias y es
gracias a la liberacion del factor angiogénico por parte de los macréfagos. Inicia con
formacion de cimulos de células endoteliales que forman yemas y poco a poco estas se
van uniendo entre si y con células mesoteliales formando nuevos capilares. (Mustoe and
Gurjala, 2011)

Este proceso se altera si hay exceso de inflamacion, muerte tisular, exudado, mala perfusion

o corticoides.

e Epitelizacion: Con pérdida de la epidermis, las células basales empiezan su
diferenciacion y migracion. Inicialmente forman una sola capa. Los factores de
crecimiento epidérmico liberados por los macrofagos y plaquetas inician éste proceso,
pero dicho proceso es limitado y la muerte tisular lo retarda. (Mustoe and Gurjala, 2011)

La méaxima distancia que viaja la célula desde el borde es de 3 cm y es un proceso que puede
demorar desde 3-5 dias hasta meses o afios. Una vez se forma una sola capa el resto se producen
por mitosis. Esta sola capa se debe proteger de desecacion o destruccion por liberacion de las
proteasas de los neutrofilos en infeccion local u otro proceso inflamatorio. (Mustoe and Gurjala,
2011)

e Proliferaciéon de fibroblastos: Dos dias luego de la herida los primeros fibroblastos
vienen de tejidos adyacentes, posteriormente por factores de crecimiento. Los
fibroblastos se deslizan por filamentos de fibrina del codgulo y de colageno. Este
proceso depende de un buen aporte de O2 y se ve afectado por mala perfusion, pocos
nutrientes, disminucidn en la actividad anabdlica y los corticoides. (Mustoe and Gurjala,
2011)
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8.2.1.3. Fase tardia

8.2.1.3.1 Sintesis de colageno y matriz

Fase caracterizada por la sintesis proteica con formacién de coldgeno y matriz. Los fibroblastos
han sido activados para producir factores de crecimiento. La produccion de colageno es iniciada
por activacion del factor de crecimiento estimulante de fibroblastos. La rata de produccién del
colageno depende de varios factores: aa, hierro ferroso, Vitaminas C y A, Zinc, Cobre y O2.
(Theoret, 2001)

La sintesis se realiza en el fibroblasto y la molécula luego de adquirir su estructura terciaria es
liberada en forma de procolageno. La vitamina A, mantiene y restaura el estimulo inflamatorio
para generar factores de cicatrizaciéon. La rata de produccion de colageno es méxima a las
primeras dos semanas Y el pico de su deposito es de 3- 4 semanas. (Theoret, 2001)

La matriz intersticial es producida por los fibroblastos y otras células. Los proteoglicanos
(principal componente de la matriz) son compuestos de glucosaminoglicanos y proteinas. Esto
da una matriz mas rigida en los estadios iniciales de la cicatriz, con la maduracion de la misma
disminuye su concentracién con la consiguiente pérdida de rigidez; la disminucion en la

irrigacion y malnutricion alteran este proceso. (Theoret, 2001)

8.2.1.3.2 Contraccidn

Es el proceso de cierre por movimiento de los bordes de la herida (no solamente epitelio) hacia
el centro, esto encoge la herida. EI mecanismo es por generacion de fuerzas por parte de
elementos contractiles de los fibroblastos (miofibroblastos) hacia el centro. Con esta
contraccion de fibroblastos, es liberado colageno y proteoglicanos, asegurando un nuevo tejido

en el lugar afectado. (Theoret, 2001)



19

8.2.1.4. Fase final

8.2.1.4.1. Remodelacién

Empieza a las tres semanas y va hasta meses, incluso afos, es el resultado de:

e Aumento de uniones colagenas: da fuerza tensora
e Accidn de colagenasa: rompe exceso de colageno, creando un equilibrio.
e Regresion de red exuberante de capilares en la superficie.

¢ Disminucién de proteoglicanos y por consiguiente disminuye la concentracion de agua.

La disminucion del flujo sanguineo o la infeccion aumentan la pérdida de colageno, con la
consiguiente debilidad de la cicatriz. ElI aumento en la fuerza tensil continua por un afio, sin
embrago la piel y la fascia nunca recuperan la totalidad. EIl exceso en los depdsitos de la cicatriz
lleva a la hipertrofia, la cual impide los movimientos del tejido y produce una cicatriz friable y
dolorosa. El aumento en la produccion del tejido conectivo conlleva a la formacion del queloide.

8.2.3. Factores involucrados en cicatrizacion
8.2.3.1. Hidratacion
La hidratacién mejora los procesos de:
e Epitelizacion: Ayuda a la proliferacion y migracion con diferenciacién de los
queratinocitos.
e Fibroplasia: Ayuda a la proliferacion de fibroblastos y sintesis de matriz y colageno.

e Angiogénesis: Ayuda a la proliferacidn de células endoteliales y la formacion de nuevos

Vvasos.
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8.2.4. Factores que alteran la cicatrizacion:

8.2.4.1. Locales

e Inadecuado aporte nutricional
e Hipoxia tisular

e Desecacion tisular(necrosis)

e Exudados
e Infeccion
e Trauma

8.2.4.2. Sistémicos

e Inadecuado volumen sanguineo

e Pérdida de proteinas corporales

e Inadecuado aporte nutricional

e Infeccion sistémica(aumenta catabolismo)

e Respuesta al estrés no controlada

8.2.5. Fitoterapeutica

Los vegetales forman una verdadera armeria quimica, del cual solo se conoce un tercio,
considerando la variedad de especies a nivel mundial y aquellas inexploradas hasta el dia de

hoy, sin considerar aquellas especies ya extintas (Avello y Cisternas 2010).

La fitoterapia es el uso de plantas con fines terapéuticos, en la cual se puede utilizar la planta
entera, parte de ella (raices, hojas, tallo, etc.) o producto de éstas. En la fitoterapia es comun
utilizar extractos vegetales mas algunos disolventes o medios que concentren los compuestos
afines y facilite su administracion, esto es lo que se conoce como matrices vegetales complejas,
las cuales por lo tanto estan formadas por un gran nimero de compuestos de diferente naturaleza
guimica. Dentro de estas se encuentran sustancias activas, las cuales son un producto secundario

de la fotosintesis y que intervienen en procesos vegetales como la
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defensa frente a patdgenos, proteccion a los rayos ultravioleta, entre otros. (Molgaard y col
2011)

Es asi como podemos encontrar compuestos de la familia fenolica como los flavonoides;
alcaloides como la cafeina; esteroidea como los cardiotonicos y fitohormonas; terpenos como

las saponinas y aceites esenciales y polimeros heterégenos. (Molgaard y col 2011)

A pesar que hay un sin numero de informes en la literatura que hablan de la actividad
antimicrobiana, antiinflamatoria y de la cicatrizacion de heridas de diversas plantas, la gran
mayoria atn no se ha comprobado. Para este propo6sito se pueden utilizar ensayos in vitro, los
cuales son dtiles, rapidos y relativamente baratos, aunque los animales pequefios proporcionan
una gran cantidad de opciones de modelos para diferentes condiciones de heridas (Fischer y col
2011).

Hay un gran nimero de plantas nativas con grandes virtudes medicinales, gran parte de ellas se
utilizan para la cicatrizacion de heridas, debido a que tienen constituyentes importantes que
ayudan en esta tarea. Una de las plantas medicinales con esta propiedad es la achupalla, el cual

es utilizado en heridas externas de todo tipo.

8.2.6. ACHUPALLA (Puya Glomerifera Mez & Sodiro)

FOTOGRAFIA 1: Planta de Puya glomerifera (Achupalla)

Fuente: [Fotografia de José Esquivel], (Latacunga 2016).

Biblioteca personal
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TABLA 2: Clasificacion Taxondmica de la Achupalla

Reino Plantae
Phylum Tracheophyta
Clase Liliopsida
Orden Bromeliates
Familia Bromeliaceae

Género Puya
Especie P.Glomerifera

Fuente. Manzanares J.M (2003)

Una bromelia terrestre endémica de Ecuador donde se encuentra ampliamente distribuida en el
valle interandino. En 1997, la especie fue clasificada como rara; ahora, con mejor informacién
acerca de esta especie, se sugiere la categoria de Preocupacién Menor. La destruccion del

habitat es la Unica conocida amenaza para la especie. (Manzanares, 2003)

Son plantas de 1.50 a 3 metros aproximadamente, ramificadas, de follaje coriaceo con margenes
provistos de espinas antrorsas y retrorsas. Sus hojas son triangulares, con margenes cerrados y
presencia de espinas en ambos margenes. Su inflorescencia es cilindrica, de 50 a 80 cms de
largo, quedando el eje de la misma cubierto por las ramificaciones de la planta; sus flores son

de color verde, con estambres y pistilos visibles. (Manzanares, 2003)

La puya Glomerifera estd ampliamente distribuida en la region interandina del pais; el habitat
de la planta es en los paramos humedos y en el matorral seco, aproximadamente entre 1500-
4500 m.s.n.m., principalmente en las provincias de Azuay, Chimborazo, Cotopaxi, Imbabura,
Loja, Pichincha y Tungurahua. Integra densos grupos de plantas unidas por un tallo ramificado,
quedando relegadas a quebradas y linderos, debido a sus fuertes espinas que impiden el paso de
animales. Es una planta muy resistente a las quemas ocurridas en verano.

(Manzanares, 2003)
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9. PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS:

El presente Proyecto de Investigacion plantea las siguientes hipotesis:

e El uso de la Achupalla (Puya glomerifera) para el tratamiento de heridas post-

quirdrgicas en conejos disminuye el tiempo de recuperacion de dichas lesiones.

e El uso de la Achupalla (Puya glomerifera) para el tratamiento de heridas post-

quirdrgicas en conejos no disminuye el tiempo de recuperacion de dichas lesiones

10. METODOLOGIAS Y DISENO EXPERIMENTAL:

10.1 Disefio metodoldgico

10.1.1 Tipo de investigacion

Experimental: la presente investigacion fue experimental debido a que se avalué la forma en
que la achupalla coadyuvé en el proceso de cicatrizacion y las variantes frente a otros

tratamientos.

Experimental Cuantitativa: La presente estd basada en la investigacion de campo y
fundamentada con la toma, registro y tabulacién de datos concernientes a la planimetria de las
heridas post quirdrgicas en conejos; con estos se establecié una comparacion con la

investigacion bibliografica para comprobar la hipétesis.

Experimental Cualitativa: La investigacion es cualitativa porque se evalUan aspectos
calificables con respecto a la evolucion de la herida en el proceso de cicatrizacion bajo la
influencia de los productos utilizados como tratamientos co ayuantes de la misma; esta esta

basada en la observacion directa y comparada con investigacion bibliogréafica.
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10.2. Metodologia

10.2.1. Método
Método cientifico: se emple6 este método durante toda la investigacion para demostrar los
efectos de co ayuda en el proceso de cicatrizacion de la chupalla en procesos post quirtrgicos

en conejos.

Método experimental e hipotético deductivo. Esté método fue utilizado cuando

estableciamos el ensayo con la finalidad de comprobar la hipotesis.

10.3. Técnica
10.3.1. Observacion cientifica. La observacion cientifica fue utilizada durante todo el
proceso post quirdrgico, debido a que se les aplico los tratamientos para coayudar la
cicatrizacién y evaluar los efectos de los productos en las heridas.
10.3.2. Fichaje: se utilizaron fichas para registrar tanto datos cuantitativos como tamafio
de la herida; como cualitativos como: forma, rubor, presencia de secreciones, olor,

presencia de inflamacién, etc

10.3.3. Registro de datos: Los datos se registraron con una periodicidad de dos dia 'y la

aplicacion de los tratamientos fue diario.

10.3.4. Tabulacion de datos. La tabulacion de los datos se realizd en Excel y el

procesamiento se lo realizo en INFOSTAT.

10.4. Manejo Especifico del experimento

Protocolo de obtencidon de muestras fitoldgicas para analisis de laboratorio

1. Se localiz6 y geo referencié el lugar donde procederan las muestras de achupalla para los
analisis de laboratorio.
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2. Se tomaron 2 gramos de polvo del envés de la hoja de achupalla mediante raspado con bisturi
en un tuvo falcon

3. Se etiquetod y guardo la muestra para su posterior transporte al laboratorio

Protocolo de realizacion del ungiiento

1. Obtencion de las escamas de achupalla mediante raspado del envés
2. Se coloca la lanolina para proceso de fundicion y se afiade el aceite de oliva

3. Se mezcla con la achupalla y se vacia en un contenedor para dejar enfriar

Protocolo de castracion de conejos

Los 12 conejos seran separados en 3 grupos (A, B, C), quedando cada grupo con 4 congjos.
Cada conejo fue colocado en decubito dorsal para poder realizar la tricotomia de la zona del
escroto y el bajo vientre. Una vez rasurada la piel se realizé una antisepsia con clorhexidina al
0,05% o alcohol yodado al 40%. Para sujetar al animal, un ayudante debera sostener las patas
del lado izquierdo, delantera y trasera, con la mano izquierda, y las dos patas del lado derecho,
con la derecha, mientras apoya y ,sujeta firme, pero suavemente el dorso del animal en su
regazo. Se arranca todo el pelo del escroto. Se desinfecta un bisturi aguzado o una navaja de
afeitar. Si no se aplica al conejo ningun desinfectante éste lamera la herida frecuentemente y la

mantendra limpia y blandos los tejidos, cicatrizacion.

Se realiz6 una induccion con xilacina (2 mg/kg IM), posteriormente se mantuvo la anestesia
con ketamina (50mg/kg IM). Durante todo el procedimiento se verifico la profundidad
anestésica a través del reflejo palpebral, en el caso de que el animal se encontrara en una
anestesia superficial se administré més dosis de ketamina (dosis - efecto), una vez que al conejo

se encuentre en anestesia profunda se prosigui6 con el procedimiento.

Se oprime uno de los testiculos hacia dentro del escroto o Se sostiene firmemente en esta
situacion entre el pulgar y el indice de la mano izquierda. Se hace una incision paralela a la
linea media y bien hacia el extremo dorsal del escroto, para permitir que la herida desagiie
facilmente. Para impedir que el testiculo se retraiga en la cavidad abdominal, tan pronto como
aparece a través de la incision se tira de él lo suficiente para poder seccionar el cordédn casi a
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ras de superficie para prevenir la hemorragia, el corddn se seccionara raspando con el bisturi en
lugar de cortarlo. Si se aplica excesiva tension al corddn y se separa demasiado del cuerpo, es

posible causar lesion por hemorragia interna u otra complicacion.

Una vez extirpado el otro testiculo de la misma manera, se levanta el escroto para asegurar que
los extremos del corddn regresen a la cavidad. Se manipulara el animal suavemente. Después

de la operacidn, se le colocara en una jaula limpia, donde se le dejara tranquilo y comodo.

Protocolo de dosificacion de los tratamientos

1. Se divide en tres grupos de cuatro individuos

2. En cada grupo se aplica un tratamiento; en el primer grupo se aplica el ungiiento de basa
oleosa de achupalla, al segundo grupo se aplica eterol como tratamiento convencional y en el
ultimo constituye el grupo testigo. Cada tratamiento de aplica diariamente durante 8 dias.

3. Se tomo los registros de evolucidn de cicatrizacion cada pasando dos dia y se registro tanto

en ldminas de acetato como en la ficha de seguimiento.

Se describi6 la forma, el color, el tamafio, la presencia/ausencia de secreciones, entre otras
caracteristicas de las lesiones, para asi identificar las variables presentes en el proceso de

cicatrizacion.

Los bordes de las heridas fueron marcadas sobre una pelicula de acetato trasparente en los dias
de evaluacién. Con la planimetria obtenemos un seguimiento del area de las lesiones, para

identificar la disminucién de area cada una de estas.

Para la obtencion de los datos, se utilizaran fichas disefiadas para la toma de datos de la
planimetria de las heridas, lo mismo que para la observacion de las caracteristicas cualitativas
de las heridas; para la investigacion, utilizamos el disefio estadistico de bloques completos al

azar.



10.5. Unidad Experimental

TABLA 3: Caracterizacion de la Unidad Experimental
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Unidad experimental

4 unidades por repeticion

Unidad experimental neta 12 conejos

Sexo Machos

Edad 5 meces

Peso 2 — 3 Kilogramos

Elaborado por: José Francisco Esquivel Orrico, 2017

TABLA 4: Caracteristicas del Ensayo

Tratamientos 3
Repeticion 4
Unidad Experimental | 12

Elaborado por: José Francisco Esquivel Orrico, 2017

10.5.1. Factores en estudio

Factor A: productos que co -ayudan al proceso de cicatrizacion

Al: ungiento con base oleosa de achupalla
A2: Eterol
A3: Testigo

Factor B: Tamafio de la herida a través del tiempo de monitoreo

B1: Tamafio inicial
B2: Tamafio a los 3 dias
B3: Tamario a los 6 dias

B4: tamafio a los 9 dias
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Se aplico los dos tratamientos diariamente y se evalud con el testigo a los conejos machos

sometidos a proceso de castracion.

TABLA 5: Fuente de Variacion ADEVA

Fuente de variacion Grados de libertad
Total 47

Tratamientos 2

P (producto) 2

D (Tamafrio de herida/ Tiempo) 3

Pxd 6

Observaciones 3

Repeticion 3

Error Experimental 30

Elaborado por: José Francisco Esquivel Orrico, 2017

10.6. Caracterizacion del sitio Experimental

TABLA 6: Divisién Politica

Provincia: Cotopaxi
Canton: Latacunga

Parroquia: La Matriz
Barrio: San Agustin

Elaborado por: José Francisco Esquivel Orrico, 2017

TABLA 7: Ubicacion Geogréfica

Longitud 0°56°18”* Sur
Latitud 78°36°53” Oeste
Altura 2548 m.s.n.m.

Fuente: Google Earth, 2017
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TABLA 8: Aspectos Climaticos

Temperatura 12,3 °C

promedio

Precipitacion 549 mm

Luminosidad

Elaborado por: José Francisco Esquivel Orrico, 2017
10.7. Disefio experimental
Se realizd en disefio de bloques completos al azar con 3 tratamientos y tres repeticiones en
arreglo factorial AxB; donde A equivale a productos que co -ayudan al proceso de cicatrizacion
y B equivale a Tamafio de la herida a través del tiempo de monitoreo.

10.7.1. Operatividad de Variables

TABLA 9: Operatividad de Variable

Variable Variable )
) _ ) Parametros Unidad
independiente dependiente
Tratamientos usados | Cicatrizacién de la ) ]
i _ Tamario de la herida Milimetros
Tiempo herida

Elaborado por: José Francisco Esquivel Orrico, 2017

10.7.2. Datos a tomar

Los datos cualitativos que se tomaron fueron: forma, rubor, secrecion, inflamacion y olor estos
bajo los parametros de alto, medio y bajo; por otra parte lo datos cuantitativos que se tomaron
para el tamafio de la herida fue el tamafio en milimetros de la herida de los individuos sometidos

a los tratamientos.
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11. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS:

El proposito fundamental de esta investigacion fue la verificacion cientifica de los diversos
conocimientos ancestrales empiricos sobre las cualidades curativas de la achupalla, y sus usos
medicinales en el tratamiento de heridas post-quirdrgicas. A continuacion describiremos los

resultados de la investigacion y los compararemos con investigaciones similares.

11.1 Analisis de Resultados de Espectrometria de Masas.

La Espectrometria de Masas es una técnica micro analitica usada para identificar compuestos
desconocidos, cuantificar compuestos conocidos, y para elucidar la estructura y propiedades quimicas
de las moléculas. Requiere cantidades pequefias de muestra y obtiene informacion caracteristica como

el peso y algunas veces la estructura del compuesto.

La cromatografia de gases es una técnica separativa que permite la separacion de mezclas muy
complejas. Pero una vez separados, detectados, e incluso cuantificados todos los componentes
individuales de una muestra problema, el Unico dato de que disponemos para la identificacion
de cada uno de ellos es el tiempo de retencidn de los correspondientes picos cromatogréaficos.
Este dato no es suficiente para una identificacion inequivoca, sobre todo cuando analizamos

muestras con un ndmero elevado de componentes.

Por otra parte, la espectrometria de masas puede identificar de manera casi inequivoca cualquier
sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar los componentes individuales de
una mezcla sin separar previamente sus componentes, debido a la extrema complejidad del

espectro obtenido por superposicion de los espectros particulares de cada componente.

Por lo tanto, la asociacion de las dos técnicas, GC (Gas Chromatography) y MS (Mass
Spectrometry) da lugar a una técnica combinada GC-MS que permite la separacion e
identificacion de mezclas complejas.

La espectrometria realizada a las muestras obtenidas de la planta de la achupalla arrojaron los

siguientes resultados:
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TABLA10: Resultados de Espectrometria de Masas de Extracto en Hexano

NuUmero Compuesto Tiempo de Area Nombre
(férmula) retencion
1 C9H180 28.33 4310000 Nonanal
2 C14H220 42.91 26100000 Norpatchulenol
3 C13H14N203 48.09 23000000 | \etfenoparbital N-
acetil- L -Trptofano

4 C18H300 51.12 22900000 2,4,6-tri-sec-butilfenol
5 C16H2204 55.56 558000000 Dibutilftalato

Modificado por: José Esquivel Orrico, 2017

TABLA 11: Resultados de Espectrometria de Masas de Extracto en Acetona

Compuesto Tiempo de i
NUmero ) Area Nombre
(férmula) retencion
1 C9H180 28.36 6230000 Nonanal
2 C10H200 32.33 6840000 Decanal
Acido
3 C9H1802 34.19 12500000 .
nonandico
4 C10H140 34.78 6410000 Thymol
5 C14H220 42.95 118000000 Norpatchulenol
6 C12H2402 44.04 9000000 Acido latrico
7 C13H14N203 48.13 93000000 | ettfencbarbital N-
acetil- L -Trptofano
8 C18H300 51.13 82400000 2,4,6-tri-sec-butilfenol
9 C16H2204 55.60 1100000000 Dibutilftalato

Modificado por: José Esquivel Orrico, 2017

Al momento de interpretar los resultados, advertimos varios compuestos con conocidas

propiedades medicinales, como es el caso del timol.

El timol es uno de los agentes antimicrobianos mas activos con respecto a los aceites esenciales,

este tiene un mecanismo de accion semejante al de carvacrol, ya que su estructura quimica es

similar. El timol es capaz de desintegrar la membrana externa de las bacterias
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Gram negativas, permitiendo la salida de lipopolisacaridos e incrementando la permeabilidad
de la membrana citoplasmatica. Es importante sefialar que la accion antimicrobiana y la
sensibilidad al timol es dependiente de ciertos factores como el tipo de microorganismo, pH del
medio, y temperatura de incubacién. En la achupalla, el timol esta presente en sus hojas, y ayuda

a la planta a protegerse de plagas y demas microorganismos.

Ademas del timol, en esta planta existe un compuesto con mayor cantidad de propiedades
medicinales, en este caso es el &cido laurico; este es un acido graso de cadena media, que tiene
la funcion beneficiosa adicional de ser conformada en monolaurina en el cuerpo humano o
animal. Esta destruye la bicapa lipidica de virus, bacterias, protozoos y hongos mediante
diferentes mecanismos: en los virus, evita su ensamble y maduracién y hace mas fluidos los
lipidos y fosfolipidos de la bicapa, mientras que en las bacterias, interfiere con los signos de
transduccion o de formaciéon de toxinas. Algunos de los microorganismos inactivados o
destruidos por estos lipidos son virus como los del VIH, herpes simple, hepatitis C,
citomegalovirus e influenza, bacterias patdogenas como Helicobacter pylori, Listeria
monocytogenes y Staphyloccus aureus, levaduras como Candida albicans, y protozoos como
Giardia lamblia. Muchos de estos microorganismos son reconocidos como causa de

infecciones oportunistas en pacientes inmunodeprimidos.

Algunas de las investigaciones mas prometedoras en los Ultimos afios han sido en el area de la
utilizacion de acido laurico o monolaurina para tratar las bacterias sUper resistentes a

antibioticos o “superbacterias”.

Al igual gue el timol, el acido laurico aparece en el envés de las hojas de la achupalla, y la

protege de las condiciones climaticas y los posibles microorganismos que puedan dafiarla.
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11.2. Analisis de resultados del modelo experimental.

11.2.1. Analisis de resultados cualitativos

Forma

La forma de la herida fue regular para todos los tratamientos por la incision realizada en el
proceso quirurgico; conforme pasaron los dias la herida no sufrié muchos cambios debido a que

cicatrizé por segunda intencion y por aproximacion.

Rubor

El rubor de la herida en individuos de estudio en las que se les aplicé el ungliento oleosos de
achupalla fue medio en el segundo y tercer monitoreo; ya para el cuarto monitoreo fue bajo, en
los individuos a los que se les aplicd eterol fue algo complicado registrar el rubor por la
coloracion que el producto dota a la piel, en las unidades de estudio a las que no se les aplicd
nada fue alto hasta el segundo monitoreo, en el tercer monitoreo el rubor fue medio y para el
cuarto monitoreo fue bajo; evidenciando la baja paulatina del rubor con relacién al tiempo.

Secrecion

La secrecion de la herida en individuos de estudio en las que se les aplicé el ungiiento oleosos
de achupalla fue medio en el primer monitoreo y en los restantes monitoreos fue bajo, en los
individuos a los que se les aplico eterol fue baja durante todos los monitoreos, en las unidades
de estudio a las que no se les aplicd nada fue medio hasta el segundo monitoreo, en el tercer y

cuarto monitoreo la secrecion fue baja.

Infamacion

La inflamacion de la herida en individuos de estudio en las que se les aplico el ungtiento oleosos
de achupalla fue alto en el primer monitoreo, medio en el segundo y tercer monitoreo; ya para
el cuarto monitoreo fue bajo, en los individuos a los que se les aplico eterol fue alto hasta el
segundo monitoreo y medio desde el tercer y cuarto monitoreo, en las
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unidades de estudio a las que no se les aplico nada fue alto hasta el segundo monitoreo, en el

tercer y cuarto monitoreo la inflamacion fue media.

Olor

La presencia de olor se vio camuflada por los aromas de los productos utilizados y en los
individuos a los que no se les aplico nada existidé una presencia baja de olor desagradable por
la mezcla de los fluidos corporales.

11.2.2. Analisis de resultados cualitativos

TABLA 12: Resultados Obtenidos Mediante las Fichas

Herida en cms
TRATAMIENTO i
Conejos Observacion 1 Observacion 2 Observacion 3 | Observacion 4
AlC1 15 14 13 1.3
Tratamiento con AlC2 13 1.2 1.2 1.0
achupa”a Al1C3 1.2 11 11 1.0
AlC4 13 1.2 1.2 11
TiC1 14 14 13 1.2
Tratamiento T1C2 1.3 13 13 1.2
convencional T1C3 14 1.3 1.3 11
T1C4 1.5 14 14 14
TE1C1 1.6 1.5 1.5 14
. TE1C2 1.4 14 13 1.3
Testigo

TE1C3 1.5 14 1.4 1.3
TE1C4 14 14 14 13

Elaborado por: José Esquivel Orrico, 2017

Luego de obtener los datos mediante la utilizacion de fichas, procedemos a correrlos mediante
el programa INFOSTAT, para realiar el analisis estadistico propiamente dicho; el cual nos

arrojo los siguientes reultados:



35

GRAFICO 1: Anélisis de Varianza INFOSTAT

Analisis de la wvarianza

Variakbkle H B= BE= L7 W
Tamano herida 48 0,8 0,71 5,50

Cuadro de Analisis de la VWarianza (5C tipo III)

F.W. SC gl CM F p—valor
Modelo. o,&a8 17 ag,04 7,687 «<0,0001

Tratamiento a,30 2 0,15 28,93 «<0,0001
Conejos o,1la 3 og,05%5 10,01 a,0001
Observaciones a,21 3 a,a7 13,20 <0,0001
Conejos*0bservaciones 0,02 9 1,7E-03 a,32 a,9809
Error O,1&a 30 0,01

Total 0,54 47

Test:Duncan A1fa=0,05

Error: 0,0052 gl: 30f

Tratamiento Medias n E.E

3 1,41 14 0,02 A

2 1,33 14 0,02 B

1 1,21 14 0,02 z

Medias oon una letra oom:in no son sigmnificativaments diferentes o > 0,050

Elaborado por: José Esquivel Orrico, 2017

GRAFICO 2: Pruebas de Duncant INFOSTAT

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 00,0082 gl: 30
Conejos Mediaa n E.E

Cl 1,40 12 0,02 &

C4 1,33 12 0,02 B

C2 1,27 12 4,02 C

C3 1,26 12 0,02 C
Madias ocom una leatra gomin no son sigrnificativamesnts difersantes (o > 0,05)
Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 00,0082 gl: 30

Observaciones Medias n  E.E.

o1 1,40 12 0,02 A

o2 1,33 12 0,02 B

03 1,31 12 0,02 B

o4 1,22 12 4,02 C

Elaborado por: José Esquivel Orrico, 2017
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GRAFICO 3: Prueba de Duncant INFOSTAT

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,002 gl: 30
Conejos Observaciones Medias n E.E.

C1l o1 1,50 3 0,04 A

C1 o2 1,43 3 0,04 2 B

C4 01 1,40 3 0,04 A2 B C

C3 o1 1,37 3 0,04 A B C

C1 o3 1,37 3 0,04 2 B C

C4 03 1,33 3 0,04 B C

C4 02 1,33 3 0,04 B C

C2 o1 1,33 3 0,04 B C

C2 02 1,30 3 0,04 B C D

Cl 04 1,30 3 0,04 B C D

C3 03 1,27 3 0,04 C D E
C2 03 1,27 3 0,04 C D E
C4d 04 1,27 3 0,04 C D E
C3 02 1,27 3 0,04 C D E
C2 04 1,17 3 0,04 D E
C3 D4 1,13 3 0,04 E
Madias oon una letra oomin no son sigrificativamente difersntes (o > 0,05)

Elaborado por: José Esquivel Orrico, 2017

Estos resultados nos indican que no existe significancia estadistica entre los tratamientos
aplicados, al menos en lo que respecta al tamafio de las heridas con el tratamiento de achupalla

versus el tratamiento convencional y el testigo.

En términos cualitativos, podemos decir que el unguento reduce de manera significativa los
demas signos clinicos como rubor, inflamacion, presencia de secreciones y demas; debido a su

accion sobre los patdégenos oportunistas que puedan presentarse.

11.3. Discusion de Resultados

Las conclusiones obtenidas a partir de la investigacion realizada, nos permiten decir que la
hipdtesis planteada es positiva, ya que el tratamiento de heridas post-quirargicas utilizando un
ungliento a base de Achupalla (Puya glomerifera) da buenos resultados dependiendo del tipo
de cicatrizacidon que busquemos; ya que no reduce de manera efectiva el tamafio de las heridas
en una cicatrizacion de 1lra intencion; pero su efectividad es mayor cuando buscamos una

cicatrizacién de 2da intencion.

Este proyecto marca el inicio para posteriores investigaciones sobre esta planta, ya que

determinamos los componentes quimicos presentes en la misma, y determinamos que existen



37

varios compuestos que actian de manera que inhiben la accién microbiana, tal es el caso del
timol y el &cido laurico, siendo este ultimo el que se encuentra en mayor cantidad con respecto
a los 2 dichos anteriormente. Segun Kabara (2001) la accion de los &cidos grasos de cadena
media sobre varios tipos de bacterias y virus se debe a su conformacidn quimica y su accion a
nivel de la membrana lipidica de estos organismos. La actividad real de este compuesto, no
pudo ser descrita en términos de su actividad fisicoquimica, y debe estudiarse de manera méas

exhaustiva.

12. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS):

Este proyecto de investigacion, genera varios impactos a todos los niveles referenciados:

A nivel técnico, el impacto mas importante de este proyecto es la informacién aportada acerca
de los componentes quimicos presentes en esta planta, ya que no existia informacion pertinente
al respecto, debido a que la mayor parte del conocimiento sobre esta es meramente empirico,
ademas de que la planta misma se encontraba dentro del listado de especies en peligro con el
estatus de “en peligro” ; hecho que frenaba la mayoria de investigaciones referentes; luego del
cambio de estatus de la planta a “preocupacion menor’”; se pudo realizar el presente trabajo.

Ademaés de marcar la pauta para posibles investigaciones posteriores.

Desde el punto de vista social, esta investigacion contribuyd a rescatar varios saberes
ancestrales, transmitidos de manera oral y mediante experiencia; ayudando de esta manera a
preservarlos para las posteriores generaciones, y dandole sustentacion cientifica a los

conocimientos empiricos anteriores.

El impacto ambiental mas importante generado por esta investigacion es el de aportar varias
razones tecnicas para la conservacion de esta planta, ya que nos demostrd que esta presenta
varias propiedades que pueden ser utilizadas en medicina, y por ende son beneficiosas para la
comunidad; generando asi conciencia acerca de la destruccion de su habitat y las repercusiones

al no protegerla.

El impacto econdmico que tiene la presente investigacion es que constituye una alternativa muy
barata para ayudar en la cicatrizacion haciendo de este tratamiento una alternativa para animales

de produccion.



13. PRESUPUESTO DEL PROYECTO:

TABLA 13: Presupuesto del Proyecto.

Resultados/Actividades
ler 2do 3er 4to 5to
Mes mes mes mes mes
Muestreo de las plantas $25.00| 0.00 0.00 0.00 0.00
Ex&menes de laboratorio 0.00 [$250.00| 0.00 0.00 0.00
Materiales y reactivos para la elaboracion del farmaco | 0.00 | $50.00 | $20.00 | 0.00 0.00
Farmacos para comparacion 0.00 0.00 | $30.00 [ 0.00 0.00
Material de cirugia y laboratorio 0.00 0.00 | $30.00 | $30.00 [ 0.00
Sujetos de estudio (conejos) 0.00 0.00 | $30.00 | $10.00 | $10.00
Alimentacion de los sujetos de estudio 0.00 0.00 | $40.00 | $40.00 | $40.00
Transporte $10.00 | $20.00 | $5.00 | $5.00 | $5.00
Gastos de oficina y tramites varios $35.00 | $10.00 | $20.00 | $20.00 | $30.00
Imprevistos $20.00 [ $30.00 | $30.00 | $30.00 | $20.00
Subtotal $90.00 | $360.00 | $205.00 | $135.00 | $105.00
TOTAL USD $895.00

Elaborado por: José Esquivel Orrico, 2017
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14. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

14.1. Conclusiones

Al finalizar este proyecto concluyo que si existen varios compuestos quimicos en la Achupalla
(Puya glomerifera) que presentan una funcion sobre el proceso de cicatrizacion, mediante la
inhibicidn de posibles infecciones que pueden presentarse en el periodo de recuperacién post-

quirdrgica en ese tipo de heridas.

Los compuestos hallados mediante la espectrometria de masas mas relevantes para el proceso
de cicatrizacién son el timol y el acido ladrico, en un porcentaje de 5% el primero y 15% el
segundo, el mecanismo de accion de estos es la inhibicion de bacterias, hongos y algunos virus;
evitando asi la utilizacion de terapia de antibioticos en este tipo de pacientes. Debido a esta
accion, se disminuyen los tiempos de convalecencia y curacion de los mismos, gracias al efecto

antimicrobiano de estos compuestos y no presentan efectos adversos.

Estos compuestos demostraron ser efectivos para contrarrestar las infecciones oportunistas en
los sujetos de prueba, ya que disminuyeron los sintomas secundarios de las lesiones, como
rubor, presencia de exudados, inflamacién local, y ayudaron en el proceso de cicatrizacion de
2da intencién, ya que no se demostro estadisticamente la relevancia de los compuestos en el

tamafo de las heridas cicatrizadas por 1ra intencién.

En el transcurso de este proyecto, mediante la investigacion bibliografica realizada, hemos
encontrado varios trabajos que hablan sobre la utilizacién del timol y el acido laurico en el
control de patogenos, incluyendo aquellos resistentes a los antibioticos. El principal uso del
timol, es el control de bacterias garm -, y gram +. En cambio el &cido laurico posee propiedades

sobre la capa lipidica de bacterias gram +, ciertos tipos de virus y hongos.

Debido a esto, puedo concluir que esta planta presenta varios efectos benéficos sobre el
organismo del paciente, sin presentar riesgo al mismo; ademas de controlar los

microorganismos resistentes a la terapia convencional con antibidticos.
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14.2. Recomendaciones

Se recomienda seguir investigando los principios activos de la Puya glomerifera (Achupalla)
con la finalidad de contribuir al conocimiento cientifico, la conservacion del conocimiento

ancestral preexistente.

Al momento del desarrollo del experimento, se recomienda la utilizacion de otras técnicas

quirdrgicas, que permitirian una observacion mas detallada de las heridas.

Se recomienda la utilizacion de la achupalla en heridas abierta o en laceraciones extensas para
promover la cicatrizacién de segunda intencién en animales de produccion debido a que son
medicinas naturales que no generan efectos adversos; por lo que el consumo de los derivados y

productos directos es seguro.
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Anexo 2: Permiso de Investigacion del Ministerio del Ambiente Ecuatoriano
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SE AUTORIZA LA COLECCION DE MUESTRAS DE FLORA CON EL PROPOSITO DE:
a. Aplicar la Achupalla en el proceso de cicatrizacion de heridas post quirdrgicas en Conejos.
b. Identificar los principios activos presentes en la planta, mediante un analisis fitoquimico, para asi comprobar si esta
planta posee algin pnncnplo activo relevante para el proceso de cicatrizacion.
SE AUTORIZA LA UTILIZACION DE LOS SIGUIENTES MATERIALES Y/O EQUIPOS PARA LA REALIZACION DE ESTA
INVESTIGACION:

EQUIPO MATERIALES
Camara digital Guantes de latex
GPS Bandejas plasticas

Computadora
Pen Drive

Bisturi para raspado
Tubos de ensayo
Etiquetas plasticas
Fichas de campo
Lanolina

Mecheros

Cajas de envasado
Aceite de Oliva
Ketamina

Equipo de cirugia
Jeringas, gasas, suturas
Alcohol yodado, alcohol, sablén

. LAS MUESTRAS PRODUCTO DE ESTA INVESTIGACION DEBERAN SER CATALOGADAS POR INDIVIDUO. FLORA:

DESDE EL NUMERO 01-03-17 IC- FAU-FLO-DPAC/MA HASTA 04-17 IC-FAU-FLO-DPAC/MA. BASADO EN LA SOLICITUD
DE INVESTIGACION.

. LOS INVESTIGADORES DEBERAN REALIZAR SUS INTERVENCIONES EN CAMPO BAJO UN MANEJO RESPONSABLE Y

ETICO CON LOS ESPECIMENES ASI COMO CON LOS EQUIPOS Y MATERIALES UTILIZADOS DURANTE LA
INVESTIGACION

EN EL CASO DE ENCONTRARSE NUEVAS ESPECIES, DEBERA NOTIFICARSE A LA DIRECCION PROVINCIAL DE
COTOPAXI LA DESCRIPCION DE LA ESPECIE ADJUNTANDO LA RESPECTIVA PUBLICACION. DE ACUERDO A LO
ESPECIFICADO EN EL NUMERAL 12 DE ESTA AUTORIZACION.

NO SE AUTORIZA LA UTILIZACION DE ARMAS DE FUEGO, EXPLOSIVOS O SUBSTANCIAS VENENOSAS COMO
METODOLOGIA DE ESTA INVESTIGACION.

LOS RESULTADOS DE ESTA INVESTIGACION DEBERAN SER ENTREGADOS AL MINISTERIO DEL AMBIENTE
CONFORME LO ESTABLECE LA LEGISLACION AMBIENTAL VIGENTE.

NINGUN ESPECIMEN PRODUCTO DE ESTA INVESTIGACION PODRA SER UTILIZADO PARA USO COMERCIAL O
COMO MATERIAL PARA MANEJO INSITU / EXSITU, SIN LA CORRESPONDIENTE AUTORIZACION DEL MINISTERIO
DEL AMBIENTE.

. ESTAS MUESTRAS NO PODRAN SER UTILIZADAS EN CUALQUIER ACTIVIDAD DE BIOPROSPECCION NI ACCESO

GENETICO SIN LA CORRESPONDIENTE AUTORIZACION DEL MINISTERIO DEL AMBIENTE.

PARA EL INGRESO A AREAS DE PROPIEDAD PRIVADA LOS INVESTIGADORES DEBERAN CONTAR CON LA
AUTORIZACION DEL RESPECTIVO PROPIETARIO.

. PARA LA MOVILIZACION DE TODOS LOS EJEMPLARES COLECTADOS EN ESTA AUTORIZACION EL INVESTIGADOR,

DEBERA CONTAR CON LA RESPECTIVA ORDEN DE MOVILIZACION EMITIDA POR LA DIRECCION PROVINCIAL DEL
AMBIENTE DE COTOPAXI.

. ESTA AUTORIZACION DE INVESTIGACION CIENTIFICA PODRA SER RENOVADA ANUALMENTE PREVIO AL

CUMPLIMIENTO DE LAS OBLIGACIONES CONTRAIDAS POR EL INVESTIGADOR, ENTREGA Y APROBACION DE
INFORMES PARCIALES O FINALES EN LAS FECHAS INDICADAS.

SE SOLICITARA PRORROGA QUINCE DIAS ANTES DE LA FECHA
DOCUMENTO.

EL REGISTRO DE LA LOCALIZACION EXACTA DE LOS ESPECIMENES COLECTADOS U OBSERVADOS ASi COMO
FOTOGRAFIAS, INFORME PARCIAL O FINAL DEBERA SER ENTREGADO EN FORMATO DIGITAL PDF, PARA SU
INGRESO AL SISTEMA DE INFORMACION DEL MINISTERIO DEL AMBIENTE (INCLUYENDO INFORMACION SOBRE
LAS COORDENADAS GEOGRAFICAS) Y PARA LA PAGINA WEB DEL MINISTERIO DEL AMBIENTE.

TODO USO INDEBIDO DE ESTA AUTORIZACION, ASi COMO EL INCUMPLIMIENTO DE ASPECTOS LEGALES,
ADMINISTRATIVOS O TECNICOS ESTABLECIDOS EN LA MISMA, SERAN SANCIONADOS DE ACUERDO A LA
CODIFICAGION A LA LEY FORESTAL Y DE CONSERVACION DE AREAS NATURALES Y VIDA SILVESTRE Y AL TEXTO
UNIFICADO DE LA LEGISLACION AMBIENTAL SECUNDARIA DEL MINISTERIO DEL AMBIENTE. Y DEMAS NORMATIVA
PERTINENTE.

TASA POR AUTORIZACION: 20 VEINTE DOLARES DEP,
DEL 2017 EN BANECUADOR CUENTA 0010000785.

DE VENCIMIENTO QUE INDICA ESTE

No0.942818548 DEL 27 DE JUNIO

DEL AMBIENTE

Eomoran
DIRECCION

Ing. Daniela Isabel Culqui Pesantez
DIRECTORA PROVINCIAL DEL AMBIENTE DE COTOPAXI

rimonio Natural

La faltz de entrega de los resultados finales en los formatos indicados sera causa suficiente para que el investigador no pueda
continuar con las actividades de investigacion en el pais.
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Anexo 3: Toma de Muertas Fitologicas

Seleccidn de las hojas
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Anexo 4: Resultados de Laboratorio

INFORME DE ANALISIS CUALITATIVO POR GC-MS
EQUIPO
Espectrofotometro de Masas Thermo SCIENTIFIC DSQII
CONDICIONES DE TRABAJO
Horno:
Temperatura inicial 50 °C por 4 minutos
Rampa de 4 °C hasta 310 °C
Temperatura final 310 °C por 36 minutos
Tiempo total de analisis 105 minutos
Inyector:
Temperatura de inyector 300 °C
Carrier:
Helio 0,8 mL/min
Detector Masas:
Modo FullScan. Rango de masas 40 — 600
lon Source 250 °C
DATOS DE LA MUESTRA
Muestra de tejido vegetal (Achupalla). Cédigo de laboratorio TV-15
EXTRACCION DE LA MUESTRA
La cantidad de muestra dejada por el cliente fue de 2,1012 gramos.
Se dividio la muestra en dos porciones de 1 gramo cada una.

Se realizaron dos extractos el primero con un solvente de baja polaridad (Hexano) y el segundo
con un solvente de mediana polaridad (Acetona).

Los dos extractos fueron concentrados, filtrados e inyectados en el sistema cromatografico.
RESULTADOS

Extracto en hexano

Los compuestos detectados en el extracto de hexano con una probabilidad superior al 70% son

los siguientes:
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Nimero | Compuesto (Formula) | Tiempo de retencién Area
1 CgHy50 28,33 4310000
2 Cy4H,,0 42,91 26100000
3 Cy3H1N;0;5 48,09 23900000
4 CigH300 51,12 22900000
5 C1sH2,04 55,56 558000000

De acuerdo a las areas obtenidas el compuesto mayoritario en el extracto de hexano es el # 5
(C16H,,04) representando més del 60% de la composicion de la muestra.

NOTA: el nombre, posible estructura y espectro de cada compuesto ver en el Anexo 1.

Extracto en acetona

Los compuestos detectados en el extracto de acetona con una probabilidad superior al 70%
son los siguientes:

Ntmero | Compuesto (Formula) | Tiempo de retencién Area
1 CgH,50 28,36 6230000
2 CioH200 32,33 6840000
3 CqH130, 34,19 12500000
4 CioH10 34,78 6410000
5 CyqH20 42,95 118000000
6 CipH20, 44,04 9000000
7 Cy3H14N,03 48,13 93000000
8 CigH300 51,13 82400000
9 Ci6H2,04 55,60 1100000000

De acuerdo a las dreas obtenidas el compuesto mayoritario en el extracto de hexano es el # 9
(C16H2,04) representando mas del 60% de la composicién de la muestra.

NOTA: el nombre, posible estructura y espectro de cada compuesto ver en el Anexo 2.

Atentamente:

e
RESPONSABLE TECNICO
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ANEXO 1
EXTRACTO EN HEXANO

48
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1004
41
43 O\/\/\/\/\
A
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O T oy t 7 T . T T T TZS T
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150

(wileyregistry8e) NONANAL

Name: NONANAL

Formula: CgH{g0

MW: 142 CAS#: 124-19-8 NIST#: N/A ID#: 28013 DB: wileyregistry8e

Other DBs: None

Comment: ORIGINALNO: 2_31564; WILEYID: 170455; QI=205, Source=MG-26-0-0, WLN=VH8; Database
Compilation Copyright (C) 2006 John Wiley & Sons, Inc. All Rights Reserved

10 largest peaks:
57999| 41766| 43646| 56597| 44556| 55468 7T0336| 69261| 82244] 98 225
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50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

(wileyregistry8e) PHENOL, 2,4-BIS(1,1-DIMETHYLETHYL)-

Name: PHENOL, 2,4-BIS(1,1-DIMETHYLETHYL)-

Formula: C44H220
MW: 206 CAS#: 96-76-4 NIST#: N/A ID#: 91544 DB: wileyregistry8e

Other DBs: None
Comment: ORIGINALNO: 2_103340; WILEYID: 242231; QI=400, Source=JZ-1992-672-0; Database Compilation

Copyright (C) 2006 John Wiley & Sons, Inc. All Rights Reserved

10 largest peaks:
191999| 57320 206153 | 192149| 163 63| 74 57| 91 49| 107 42| 175 40| 88 39|

231
100

C43H14N203

50+
246

232

233 2‘:7
0 =——y T T T T T & t T T T T T
230 232 234 236 238 240 242 244 246 248 250 252 254 256 258
(wileyregistry8e) 2.beta.,8.beta.-DICYANO-4,6-DIMETHYL-3,5,7-TRIOXATETRACYCLO[7.2.1.0(4,11).0(6, 10)] DODECANE

260

Name: 2.beta.,8.beta.-DICYANO-4,6-DIMETHYL-3,5,7-TRIOXATETRACYCLO[7.2.1.0(4,11).0(6,10)] DODECANE
Formula: C13H{14N203
MW: 246 CAS#: N/A NIST#: NJA ID#: 135433 DB: wileyregistry8e

Other DBs: None
Comment: ORIGINALNO: 2_152022; WILEYID: 290913; QI=0, Source=J-62-3212-6; Database Compilation

Copyright (C) 2006 John Wiley & Sons, Inc. All Rights Reserved

7 largest peaks:
231999 | 246319| 232 144 | 247 50| 233 15| 248 5| 234 1]
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57
29 “ 175 247 262
glse] || . I |

20 40 60 80 100 130 140 160 180 200 220 240 260
(wileyregistrye) 2-TERT-BUTYL-4-(1,1,3,3-TETRAMETHYLBUTYL)PHENOL

S OH

Name: 2-TERT-BUTYL-4-(1,1,3,3-TETRAMETHYLBUTYL)PHENOL
Formula: C1gH300
MW: 262 CASH#: 5806-73-5 NIST#: N/A ID#: 153043 DB: wileyregistry8e
Other DBs: None
Comment: ORIGINALNO: 2_171281; WILEYID: 310172; QI=103, Source=IC-735-0-0; Database Compilation
Copyright (C) 2006 John Wiley & Sons, Inc. All Rights Reserved
10 largest peaks:
191999| 57249| 192139| 41 80| 29 50| 247 50| 262 40| 175 30| 248 9| 263 8|

149
1004
O\/\/
0

501 o

4

| 5|f 65 76 104 205 223
P PO Ml L ol

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
(wileyregistryBe) 1,2-BENZENEDICARBOXYLIC ACID, DIBUTYL ESTER

Xy

O T

Name: 1,2-BENZENEDICARBOXYLIC ACID, DIBUTYL ESTER
Formula: C1gH2204
MW: 278 CASH: 84-74-2 NIST#: N/A ID#: 168604 DB: wileyregistry8e
Other DBs: None
Comment: ORIGINALNO: 2_188476; WILEYID: 327367; QI=202, Source=TE-1992-1745-0; Database Compilation
Copyright (C) 2006 John Wiley & Sons, Inc. All Rights Reserved
10 largest peaks:
149999| 41105 150 85| 56 70| 57 60| 76 40| 104 40| 223 40| 205 35| 44 30|



ANEXO 2
EXTRACTO EN ACETONA
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(wileyregistryBe) NONANAL

Name: NONANAL
Formula: CgH180
MW: 142 CAS#: 124-19-6 NIST#: N/A ID#: 28013 DB: wileyregistry8e
Other DBs: None
Comment: ORIGINALNO: 2_31564; WILEYID: 170455; QI=205, Source=MG-26-0-0, WLN=VH8; Database
Compilation Copyright (C) 2006 John Wiley & Sons, Inc. All Rights Reserved
10 largest peaks:
57999 | A41766| 43646| 56597| 44556| 55468| 70336| 69261| 82244 | 98225|
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(wileyregistryae) DECANAL 4 50 &0 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
(wileyregistryBe) NONANOIC ACID
HO.
Q;
o]
Name: DECANAL Name: NONANGIC
Formula: C1gH200 ame" -CN':N u ACID
MW: 156 CAS#: 112-31-2 NIST#: N/A ID#: 40607 DB: wileyregisiryBe Formula: CgH1802 ) ‘
Other DBs: None MW: 158 CAS#: 112-05-0 NIST#: N/A ID#: 41943 DB: wileyregisiry8e
Comment: ORIGINALNO: 2_45968; WILEYID: 184859; Ql=154, Source=IC-269-0-0, WLN=VHY; Database g“‘e‘ Dan-:glg:glNALNo-z 57 WILEYID. 186385: QI=352, Sourcem7-1099-1365.0; Database Compial
Compilation Copyright (C) 2006 John Wiley & Sons, Inc. All Rights Reserved SR F2 ; : 18638%; Q1=362, Sourco=JZ-1992-1365-0; Database Compilation
. Copyright (C) 2006 John Wiley & Sons, Inc. All Rights Reserved
8 largest peaks:
10 largest peaks:

44 42
57999| 43839| 41669| 556599| 70509| 71489] 469| 82429] G0999| 73854| 57575] 55540] 41485| 43462| 69186| 115182| 9B165| 42157
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(wileyregistry8e) PHENOL, 2-(1,1-DIMETHYLETHYL)-

OH

Name: PHENOL, 2-(1,1-DIMETHYLETHYL)-

Formula: C1gH140
MW: 150 CAS#: 88-18-6 NIST#: N/A ID#: 33871 DB: wileyregistry8e

Other DBs: None
Comment: ORIGINALNO: 2_38207; WILEYID: 177098; QI=166, Source=IC-235-0-0, WLN=QR BX; Database

Compilation Copyright (C) 2006 John Wiley & Sons, Inc. All Rights Reserved

10 largest peaks:
135999 | 107489| 41229| 39169] 150159| 77139 95139| 91129| 136103| 151 18|
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(wileyregistry8e) PHENOL, 2,4-BIS(1,1-DIMETHYLETHYL)-

74 91 07115 28435 47 (00 175 I I
1, 1 s, 1

Name: PHENOL, 2,4-BIS(1,1-DIMETHYLETHYL)-
Formula: C14H220
MW: 206 CAS#: 96-76-4 NIST#: N/A ID#: 91544 DB: wileyregistry8e

Other DBs: None
Comment: ORIGINALNO: 2_103340; WILEYID: 242231; QI=400, Source=JZ-1992-672-0; Database Compilation

Copyright (C) 2006 John Wiley & Sons, Inc. All Rights Reserved

10 largest peaks:
191999| 57320| 206153| 192149 163 63| 74 57| 91 49| 107 42| 175 40| 88 39|
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100+

C13H14N203
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230 232 234 236 238 240 242 244 246 248 250 252 254 256 258 260
(wileyregistry8e) 2.beta.,8.beta.-DICYANO-4,6-DIMETHYL-3,5,7-TRIOXATETRACYCLO[7.2.1.0(4,11).0(6,10)j DODECANL

Name: 2.beta.,8.beta.-DICYANO-4,6-DIMETHYL-3,5,7-TRIOXATETRACYCLO[7.2.1.0(4,1 1).0(6,10)]DODECANE
Formula: C43H14N203
MW: 246 CAS#t: N/A NIST#: N/A ID#: 135433 DB: wileyregistry8e

Other DBs: None
Comment: ORIGINALNO: 2_152022; WILEYID: 290913; QI=0, Source=J-62-3212-6; Database Compilation

Copyright (C) 2006 John Wiley & Sons, Inc. All Rights Reserved

7 largest peaks:
231999 | 246319| 232 144| 247 50| 233 15| 248 5| 234 1|
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(wileyregistryBe) DODECANOIC ACID

HOW

Name: DODECANQIC ACID
Formula: C2H2402
MW: 200 CAS#: 143-07-7 NIST#: N/A ID#: 84523 DB: wileyregistry8e

Other DBs: None
Comment: ORIGINALNO: 2_95575; WILEYID: 234466; QI=179, Source=LQ-1992-3137-0; Database Compilation

Copyright (C) 2006 John Wiley & Sons, Inc. All Rights Reserved

10 largest peaks:
73999| 60769| 43619] 129509| 55489| 85309 157289| 115209| 101169| 200169 |
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(wileyregistry8e) 2-TERT-BUTYL-4-(1,1,3,3-TETRAMETHYLBUTYL)PHENOL

\

S OH

Name: 2-TERT-BUTYL-4-(1,1,3,3-TETRAMETHYLBUTYL)PHENOL
Formula: C1gH300
MW: 262 CASH: 5806-73-5 NIST#: N/A ID#: 153043 DB: wileyregistry8e
Other DBs: None
Comment: ORIGINALNO: 2_171281; WILEYID: 310172; QI=103, -735-0-0; Database C
Copyright (C) 2006 John Wiley & Sons, Inc. All Rights Reserved
10 largest peaks:
191999 | 57249| 192139| 41 80| 29 50| 247 50| 262 40| 175 30| 248 9| 263 8|

o 149
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o
50 o
#
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ol L 2 I E- P

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Name: 1,2-BENZENEDICARBOXYLIC ACID, DIBUTYL ESTER
Formula: C1gH2204
MW: 278 CASHi: 84-74-2 NIST#: N/A IDjt: 168604 DB: wileyregistry8e
Other DBs: None
Comment: ORIGINALNO: 2_188476; WILEYID: 327367; QI=202, Source=TE-1992-1745-0; Database Compilation
Copyright (C) 2006 John Wiley & Sons, Inc. All Rights Reserved
10 largest peaks:
149999| 41105| 150 85| 56 70| 57 60| 76 40| 104 40| 223 40| 205 35| 44 30|



Anexo 5: Proceso de Realizacion del Ungiento

Pesaje los materiales
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Anexo 6: Proceso Quirurgico de Castracion

Preparacion del paciente
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Proceso de recuperacion del paciente
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Modelo de ficha de registro

FICHA DE REGISTRO DE DATOS

FICHA DE REGISTRO DE DATOS

FECHA:

LUGAR:

SUJETO DE ESTUDIO N°

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE HERIDA

1.- FORMA:
2.- RUBOR ALTO MEDIO BAJO
3.- SECRECIONES MUCHO POCO NADA
4.- INFLAMACION ALTO MEDIO BAJO
5.-OLOR ALTO MEDIO BAJO
6.- OTROS

PLANIMETRIA DE LA HERIDA

TAMARNO ANTERIOR

TAMARNO ACTUAL

e Enelrecuadro FORMA, colocar su apreciacion de la herida.
e En el recuadro OTROS, anotar si existe algin cambio que no se encuentre en los
recuadros anteriores.



