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2 Titulo

Efecto cicatrizante de una crema a base del extracto etandlico de las flores de

Caléndula officinalis L. “caléndula” en Rattus Rattus Var albinus



3 Resumen

La presente investigacion buscé determinar la actividad cicatrizante de una crema
elaborada con el extracto etanolico de las flores de Caléndula officinalis L.
“caléndula”. El tipo de investigacion se ubica en el nivel de investigacion cuasi
experimental, ademas de presentar un disefio con grupo control. El extracto etanolico
se obtuvo por percolacion y la crema se elaboré en base a una formula base que
figura en el texto de elaboraciones magistrales. La evaluacion del efecto cicatrizante
se realiz6 mediante el método tensiométrico. Una vez concluida la investigacion se
obtuvieron los siguientes resultados: Se obtuvo un extracto etanolico amarillo oscuro,
amargo, ligeramente turbio, de olor caracteristico, de 0.978 g/mL de densidad, IR,
pH de 5.6 y 2.5 % de concentracién. Se elaboraron cremas al 1 %y 2 % p/p. La
crema al 2 % mostro un mayor afecto cicatrizante (9.25 dias) y la crema al 1 %
(12.25 dias) en el modelo de Rattus rattus var. Albinus. La crema al 2 % mostro un
mayor afecto cicatrizante que la crema control positivo Bepanthen (10.25 dias). El
grupo control negativo demoro 14 dias en cicatrizar sus heridas. En conclusion, se

demostro6 que la crema al 2 % fue la mas efectiva.

Palabras clave: Cicatrizacion, Caléndula officinalis, Bephantene, extracto
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4 Abstract

The present investigation sought to determine the healing activity of a cream made
with the ethanolic extract of the flowers of Calendula officinalis L. (calendula). The
type of research is located at the level of quasi-experimental research, in addition to
presenting a design with a control group. The ethanolic extract was obtained by
percolation and the cream was elaborated based on a base formula that appears in the
text of magisterial elaborations. The evaluation of the healing effect was carried out
using the tensiometric method. Once the investigation was completed, the following
results were obtained: A dark yellow, bitter, slightly cloudy ethanolic extract with a
characteristic odor, 0.978 g/mL density, IR, pH 5.6 and 2.5% concentration was
obtained. Creams were made at 1% and 2% w/w. The 2% cream showed greater
healing effect (9.25 days) and the 1% cream (12.25 days) in the Rattus rattus var.
Albinus. The 2% cream showed greater healing effect than the Bepanthen positive
control cream (10.25 days). The negative control group took 14 days to heal their

wounds. In conclusion, it was shown that the 2% cream was the most effective.

Keywords: Healing, Caléndula officinalis, Bephantene, extract
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5 Introduccion

Antecedentes y fundamentacion cientifica

Lopez & Paltas (2022), evaluaron histolégicamente el efecto cicatrizante de la miel
de abeja asociado a un colutorio de Caléndula officinalis 2% de Caléndula
Officinalis sobre la mucosa en cuyes. como mediante la prueba en la mucosa de
cobayos. La investigacion fue experimental in vivo, empledndose una muestra no
probabilistica por conveniencia en 24 cobayos divididos aleatoriamente en 3 grupos:
el primer grupo recibi6 la miel de abeja, el segundo grupo recibidé un extracto de las
hojas de Caléndula Officinalis y el tercer grupo recibié suero fisiologico. Se
evidencio que el grupo que recibié como tratamiento con colutorio de Caléndula
officinalis 2% demostré mejor actividad cicatrizante. Por lo tanto, la caléndula

officinalis en forma de colutorio, posee actividad cicatrizante en cuyes.

Soto et al., (2021), en Veracruz realizaron la formulacién y determinacion del efecto
cicatrizante y antimicrobiano de un gel elaborado en base a Verbesina persicifolia y
Calendula officinalis. Primero se determinaron los pardmetros fisicoquimicos y
organolépticos de los geles elaborados. El efecto antimicrobiano se evalu6é con P.
aeruginosa, S. saprophyticus y S. aureus ATCC 6538. Ademas, el efecto cicatrizante
se probo en rats normoglicémicas e hiperglucémicas usandose la técnica de cortes en
piel. El gel de C. officinalis y V. persicifolia fue elaborado teniendo en cuenta el
control de calidad de las formulaciones farmacéuticas topicas, los mismos que no
presentaron efecto antimicrobiano, ademas se observo que la preparacion a mayor

concentracion presentd mayor actividad cicatrizante.

Cortés, (2020). en Puebla-México, realizo el estudio del efecto cicatrizante del
extracto de las flores de caléndula cuando se utiliza junto con las membranas de
alcohol polivinilico y acido polilactico sobre heridas posteriores a intervenciones
quirurgicas en ratas Wistar. En su proyecto utilizaron nanofibras obtenidas por

electrohilado en forma conjunta con los extractos de la flor de C. officinalis L. de



caléndula. El analisis estadistico, histoldgico y morfologico mostré que los extractos
EEAM, EAAM y EAMC brindaron un buen efecto cicatrizante en relacion con el
control. De igual manera con las combinaciones entre los extractos hubo un
incremento de la proliferacion celular y una adecuada remodelacion de la piel,

aumento la angiogénesis. De este modo los tratamientos optimizaron la cicatrizacion.

Mota et al., (2020), en Brazil, realizdé la evaluacion del uso del extracto de las
inflorescencias de Calendula officinalis L. en ulcera géastrica. Calendula officinalis L.
una Asteraceae, conocida como Marigold and “Caléndula” en Brazil es una planta
medicinal de uso popular por siglos para una gran variedad de dolencias, entre ellas
las Ulceras gastricas. La cicatrizacion de Ulceras gastrointestinales por accion de las
flores de C. officinalis se determin6 en el modelo de Ulceras gastricas inducidas con
acido acético en ratas Wistar. Los grupos fueron tratados por via oral con vehiculo
(agua mas Tween 80 al 0,5%, 1 mL/100 g), omeprazol (20 mg/kg), o HECO (10, 30
y 100 mg/kg), cada 12 horas por 7 dias. Demostraron que el extracto es rico en
polifenoles y tiene actividad curativa de Ulceras gastricas crénicas. Sugieren que la
eficacia puede estar relacionada con la capacidad del extracto de aumentar la

produccién de moco, antioxidantes, y la sintesis de colageno.

Madrid & Paltas, (2022), investigaron la evolucién de una herida inducida en las
mucosas de los cobayos, evaluando parametros clinicos después de utilizar caléndula
y miel. Las caracteristicas clinicas evaluadas fueron el sangrado, el edema, los
eritemas, el tejido cicatrizal, el cierre de las heridas, ademés de la presencia de
secreciones purulentas en las lesiones provocadas. Realizaron un estudio de
experimental, comparativo y longitudinal en 24 cobayos. El grupo Caléndula
presentd una eficacia del 100 %, mientras que el de miel fue 62,5% al sexto dia. Se
concluy6é que el tratamiento con Caléndula mejord la curacion de las heridas,
inclusive mejor que con la miel de abeja. Por otro lado, no se presentaron diferencias

frente a los pardmetros como los eritemas, tejido cicatrizal y sangrado.



En el Peru, Ciprian & Tomairo, (2021), buscaron determinar el efecto gastroprotector
del extracto etandlico de las hojas de Caléndula officinalis L. El extracto se obtuvo
por maceracion. El extracto se administré por sonda nasogastrica a 21 ratas albinas,
distribuidas en distintos grupos. Reportan haber encontrado presencia de flavonoides,
alcaloides, compuestos fendlicos, entre otros. Concluyen que con una concentracion
de 1000mg/kpc, la eficacia es del 80% Yy se pudo determinar que dosis de 250, 500 y

1000 mg/kpc presenta actividad gastroprotectora, con eficacia similar al omeprazol.

Zapata, (2017), realizd un estudio técnico para desarrollar apositos con micro-
capsulas de aceite de caléndula y nanoparticulas de plata para tratar heridas abiertas.
En el fondo la investigadora selecciond un sustrato textil y lo impregnd con las
microcapsulas y las nanoparticulas, luego se realizd la caracterizacion de
nanoparticulas de Ag (plata) y microcapsulas; por el método de microscopia
electronica de Barrido SEM se demostro la sintesis de las nanoparticulas de Ag entre
80-400 nm, y microcapsulas del aceite de la caléndula entre 1-15 um presentes en las

fibras del apdsito propuesto.

Medina & Santillan, (2019), determinaron la actividad antibacteriana de C. officinalis
frente a E. coli cepa ATCC 35218, S. aureus cepa ATCC 25923. Utilizaron extractos
etanolicos al 70 % de Caléndula officinalis obtenidos por maceracion. La actividad
antibacteriana se evalué por el método de pozo en placa. Se reportaron que el
extracto contenia quinonas, flavonoides y compuestos fenolicos. En conclusion, el
extracto en concentraciones del 70 % presenta actividad antibacteriana frente a E.
coli ATCC 35218 y S. aureus ATCC 25923.

Marco teorico

Caléndula officinalis L. es una planta medicinal muy utilizada en la India, China,
Europa y Estados Unidos. El nombre caléndula deriva de asociar la palabra gold
(oro) con la Virgen Maria y la Reina Maria, y por eso se llama Marigold. EI nombre

caléndula de esta planta proviene de la palabra latina '‘Calend' que alude el primer dia



del mes, porque la floracion la planta es larga. La caléndula es una planta anual que
alcanza los 80 cm de altura, su tallo es corimboso ramificado; tiene una larga raiz
pivotante y con muchas raices secundarias, es una planta de hojas alternas, agudas,
oblanceoladas, y sésiles; es una inflorescencia rodeada por dos filas de bracteas. Las
flores de la planta van de amarillo a anaranjado, las flores radiales son femeninas y
las flores de disco son hermafroditas, tubulares, tridentadas; y sus aguenios son

curvos, en forma de hoz y anillados. (John & Jan, 2017).

Caléndula officinalis (caléndula), de la familia Asteraceae, es una hierba aromética
utilizada en medicina tradicional para tratar problemas dérmicos (heridas, ulceras,
herpes, etc.) y purificacion de la sangre. También se le atribuye actividad analgeésica,
antidiabética, antiinflamatorias. Se recomienda en enfermedades gastrointestinales,
ginecoldgicas, oculares, lesiones en la piel (quemaduras). En estudios
farmacoldgicos se han establecido propiedades antivirales y antigenotoxicas in vitro.
En fitoterapia, la tintura se usa tépicamente para el acné y antinflamatorio. La
infusion de Caléndula officinalis se usa para picaduras de abejas, inflamaciones
oculares, furinculos y abscesos, venas varicosas, eczemas y como gargaras para las
Ilagas en la boca o para aliviar el dolor de muelas. En la caléndula encontramos
carotenoides, flavonoides, esteroides y esteroles, quininas, aceite esencial vy
aminoacidos. También se ha reportado que tanto el extracto como el compuesto puro
aislado de ella, tienen actividad anticitotoxica, hepatoprotectora y espasmolitica,
entre otras. Los estudios de toxicidad demuestran que el extracto es ligeramente
toxico (minima irritacion de la piel y ninguna sensibilizacién o fototoxicidad). En un
estudio de irritacion ocular con varias formulaciones, se demostré irritacion ocular
solo con una dosis, ademas de demostrarse que las saponinas del extracto no
presentaron estar ausentes de mutagénosidad, ademas que en infusion la caléndula no
es genotoxico. Las pruebas clinicas de preparados cosméticas con extracto de
caléndula provocaron poca irritacion o sensibilizacion. (Ashwlayan et al., 2018)

El extracto etandlico de las flores de caléndula aplicado en quemaduras térmicas
inducidas experimentalmente en ratas, en dosis de 200 mg/kg mostré eficacia

significativa en la cicatrizaciéon de heridas. Esto se evidencia por aumento en el de



colageno, hidroxiprolina y hexosamina; pero, hay diminucion en las proteinas
durante la fase aguda (heptaglobina, orosomicida) y las enzimas marcadoras del dafio
histolégico (fosfatasa alcalina, alanina y aspartato transaminasa. También disminuye
la peroxidacion lipidica por su propiedad antioxidante. El gel de caléndula al 2%
aplicado diarimante possee mayor actividad cicatrizante debido a sus propiedades

ntimicrobianas y antioxidantes (Khalid & Teixeira, 2012).

Las heridas se definen como la pérdida de las funciones de los tejidos sean estos
superficiales, profundos o ambos al mismo tiempo, ocasionados por un agente
traumatico externo o interno. Las heridas se clasifican de acuerdo a diferentes
orientaciones; asi tenemos que segin mecanismo cOmo Se generan pueden ser
Abrasivas, Netas. En bisel. Con pérdida de tejidos. A colgajo. Mutilantes y
Complejas. Pueden ser agudas y crénicas dependiendo el tiempo de curacién y segun
el compromiso de tejidos pueden ser simples y complejas. (Ramirez Sneberger et al.,
2016).

Conociendo que el proceso de cicatrizacion, que puede ser normal o patoldgico, es
fundamental para todas las profesiones médicas que interactian en el tratamiento de
las heridas agudas y también las cronicas. Existen mecanismos distribuidos en los
6rganos y tejidos los que se encargan de regular las funciones y la homeostasis de las
celulas. Durante la cicatrizacion, se desencadenan unos procesos y se desarrollan
factores celulares y sefializaciones quimicas. Una adecuada cicatrizacion es la que
deja una cicatriz externa muy tenue, o se restaura de manera normal, dandole la
funcionalidad a los tejidos, ademas s pueden presentar ciertas variantes producidas
por situaciones patoldgicas, para la cual hay muchos tratamientos especificos y
coadyuvantes para cada uno de ellos (Altamirano Arcos et al., 2019).

La cicatrizacibn como proceso depende de factores intrinsecos y extrinsecos.
Independientemente del tipo, estos factores son facilmente alterables, lo cual obliga a
comprender lo mejor que se pueda el comportamiento de la piel cuando se lesiona, la
cual puede ser aguda o cronica. Cuando existen lesiones crénicas, como es el caso de
las escaras, se debe de conocer la etiopatologia que permitiran conocer los diversos

factores asociados s la lesion y de alli seleccionar las condiciones terapéuticas, de



acuerdo al o a los procesos alterados; el resultado se vera en el acortamiento del

tiempo en que la lesion se resolvera (Guarin-Corredor et al., 2013).

La piel es la estructura que aisla y protege al organismo del medio que lo rodea. Una
vez producida la herida, en la cicatrizacion de dicha herida se activa un mecanismo
complejo donde intervienen muchos elementos celulares interrelacionados y
regulados por citocinas, la matriz extracelular y metaloproteinasas. Actualmente, el
conocimiento sobre este proceso es abundante y se sabe mucho mas el papel de las
células durante el proceso de cicatrizacion como son la proliferacion, la migracion
celular, la sintesis de la matriz y la contraccion). Se debe resaltar la funcion de las
citocinas y ciertas proteinas ubicadas en la matriz, ademas las heridas cutaneas,
reconstitucion de la dermis y epidermis ademas de la union dermo-epidérmica y su
vascularizacion. Cualquier alteracion funcional durante la cicatrizacion origina un
retraso que puede causar heridas cronicas o una cicatrizacion patolégica denominada
queloide (Senet, 2008).

Los modelos animales de cicatrizacion permiten evaluar la eficacia y seguridad de
sustancias, antes de ser usadas en seres humanos. Existen varios modelos animales
donde se puede realizar estudios de heridas agudas, heridas cronicas y heridas
cronicas con cicatrizacion anormal. Existen varios modelos animales de cicatrizacion
de heridas agudas, estas heridas se pueden hacer en diferentes sitios anatomicos y
que pueden ser generadas por objetos punzocortantes, incision/escisién quirdrgica,
injertos y quemaduras. Los modelos animales de mayor uso estan relacionados con la
evaluacion del proceso de cicatrizacion de heridas en el lomo del ratén, utilizandose
un dinamoémetro para evaluar la fuerza de cicatrizacion, analisis histopatoldgicos y e
inmunohistolégico. En las heridas de espesor parcial se remueve la epidermis y la
capa papilar de la dermis. En las heridas de espesor total existe la remocién desde la
dermis hasta la grasa subcutanea debajo de la fascia o cartilago. En cuanto a las
heridas por quemadura los modelos permiten evaluar la utilidad en el tratamiento del
cubrimiento, evolucion de la infeccion, el tiempo de desbridamiento y los injertos de
piel. Las heridas por quemadura se pueden inducir con una fuente de calor como la

flama de un mechero, o un objeto caliente o congelado. (Zuluaga, 2013).



Justificacion de la investigacion

El presente trabajo se justifica tedricamente ya que conseguird brindar
informacidn nueva e importante sobre la utilizacion de una crema de caléndula con
efecto cicatrizante similar o mejor que el medicamento patrén, permite inferir que
tenemos entre manos una propuesta o alternativa para el tratamiento de las heridas
agudas 0 que la planta caléndula puede ser fuente de algin principio activo con

actividad cicatrizante.

Tambien se justifica metodoldgicamente ya que ofrecera un instrumento para
el levantamiento de informacion, disponible para futuras investigaciones relacionada
al uso de la caléndula como cicatrizante natural, como una alternativa practica
dermatolégica, ademas los datos servirdn para el procesamiento estadistico e

interpretacion de resultados.

Finalmente se justifica socialmente, debido al estudio y la confirmacién que
una crema a base del extracto etandlico de Caléndula officinalis L. “caléndula”
tienen efecto cicatrizante similar o mejor que el medicamento patron deja abierta la
posibilidad de su potencial utilidad y asi permitir el beneficio de las personas que

sufren heridas.

Problema
¢ Tendra efecto cicatrizante una crema a base del extracto etandlico de Caléndula
officinalis L. “caléndula” en el modelo de herida por incisién en Rattus rattus var

albinus?



Conceptuacion y operacionalizacion de las variables

Definicion conceptual de la variable | Dimension | Indicador Escala de
medicion

Crema a base del extracto etandlico de Lote 1 Cremaal 1 %

flores de Caléndula officinalis L.

“caléndula”. Es una forma farmacéutica Lote 2 Cremaal 2% Ordinal

topica destinada a favorecer la

cicatrizacion de una herida. El objetivo

es la reparacién y regeneracion de la

piel en la parte afectada por accion del

extracto de Caléndula officinalis L.

“caléndula” (Da Costa Ferreira, 2022).

Efecto cicatrizante. La cicatriz es el N° de dias que

resultado de la reparacion celular de demora en cerrar

una(as) herida(s). En nuestro caso es la | Cierre de la herida por Ordinal

formacion de la cicatriz o cierre de la | la herida incision

herida por accion de la crema
cicatrizante base de extracto etandlico
de Caléndula officinalis L. “caléndula”
en Rattus rattus var. albinus
(Prezzavento et al., 2017).




Hipdtesis

H1: La crema, en cuya formula se han incluido los principios activos presentes en las
flores de Caléndula officinalis L. tiene un efecto cicatrizante significativo.

HO: La crema, en cuya formula se han incluido los principios activos presentes en las

flores de Caléndula officinalis L. no tiene un efecto cicatrizante significativo.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto cicatrizante de una crema a base del extracto de Caléndula

officinalis L. “caléndula” en heridas inducidas por corte en Rattus rattus var. albinus.

Objetivos especificos

1) Determinar las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas del extracto
alcohdlico de Caléndula officinalis L. “caléndula”.

2) Elaborar 3 lotes de crema a base de extracto etandlico de Caléndula
officinalis L. “caléndula”, con concentraciones de 1, 2 y 5 %.

3) Evaluar la actividad cicatrizante de la crema a base de extracto etandlico de
Caléndula officinalis L. “caléndula en Rattus rattus var. albinus y determinar

el lote de crema que tiene mejor efecto cicatrizante.



6  Metodologia

a) Tipoy disefio de investigacion

Tipo de investigacion:

Es bésica porque nuestra investigacion tiene como propoésito incrementar los

conocimientos cientificos sobre la potencial actividad favorecedora del proceso

de cicatrizacion del conjunto de sustancias presentes en los pétalos de la flor de

Caléndula officinalis L. “caléndula” pero sin realizar la corroboracion en ninguna

persona (Muntané, 2020).

Disefio de la investigacion:

Este estudio tendra un disefio experimental puro, el cual se realizara repeticiones

multiples, con post prueba Unicamente y se considerard un control positivo y un

control negativo. (Herndndez, Ferndndez y Baptista, 2014)

RG:
RG2
RGs
RG4

En donde:

X1

X2

X3

X4

O:
(O]
O3

O4

RG1.4: Grupos de Rattus rattus.

X1: Control negativo (Crema base)
X2: Crema al 1%

Xo: Cremaal 2 %

Xa3: Control Positivo (cicatrin)

O1.4: Actividad cicatrizante.
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b) Poblacion, muestra y muestreo

Poblacién

La poblacion se cataloga como un conjunto de juicios, documentos, personas,
maquinas, aseveraciones los mimos que tienen caracteristicas afines que llaman la
atencion del investigador y son indispensables en su estudio, dependiendo de la
conveniencia del investigador (Arias, et al., 2016).

Al ser una investigacion experimental y trabajar con animales de laboratorio no es

necesario consignar una poblacion.

Criterios de inclusion:

Todos los ejemplares sanos de Rattus rattus.
Criterios de exclusion:

Todos los ejemplares enfermos de Rattus rattus.

Muestra

La muestra esta representada por un grupo de unidades de una poblacidn, los que
cumplen ciertos criterios de exclusion e inclusion, deben estar en una cantidad
representativa y es factible de precisar sus caracteristicas durante la elaboracion del
plan de investigacion (Hernandez, et al., 2014).

Estara constituida por el total de todos los grupos de Rattus rattus

Técnica de muestreo

Muestreo no probabilistico por conveniencia
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c) Técnicas e instrumentos de investigacion

Obtencion del extracto etanolico de Caléndula officinalis L. “caléndula”:

El extracto etanolico se obtuvo mediante reflujo, utilizando 100 g de polvo grueso de

pétalos de flores de Caléndula officinalis L. “caléndula”, asi como 500 mL de

alcohol etilico de 96 ° GL. El reflujo se mantuvo durante unos 15 minutos a la

temperatura aproximadamente de 80 °C. (Cabello Navas & Belloso Morales, 2009).

Preparacion de la crema cicatrizante

Formula de la crema

FASE | COMPONENTES CREMA [PORCENTAJE P/P
Miristato de isopropilo 2a8
Emulgin B2 05a35
FASE —
OLEOSA Alcohol cetilico 05a35
Vaselina la7
Acido estedrico 05a4
Glicerina 05a4
Nipagin lab6
FASE _
ACUOSA | Extracto etandlico de
, laz2
caléndula
Agua c.s.p 100

Tomado de (Cardenas & Rojas, 2007)
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Actividad cicatrizante

Administracion de la crema y evaluacion de la actividad cicatrizante (Obando,
2015).

A los especimenes se les aplic6 50 mg/kg una solucién de pentobarbital sodico, se les
depil6 el lomo y se les realizé un corte de 2 cm, posteriormente se les aplicaron los
tratamientos cada 12 horas x 4 cuatro dias. Se realiz6 una argolla con seda negra a 5
mm de los bordes del corte, luego se colocé el animal boca abajo sobre el
dinamometro, Se evaluo el peso de arena gque abre la herida. Finalmente se calcula la
tension se realizaron con siguiente férmula de % de actividad cicatrizante utilizando
la formula:  %Actividad cicatrizante = [WbSt — WbSc) / WbSc] x 100. Dénde:
WhbSc = Fuerza promedio para abrir la herida del grupo control positivo, WbSt =

Fuerza promedio para abrir la herida del grupo tratado.

d) Procesamientoy analisis de la informacion

La data de las medidas de las zonas de inhibicion sera ingresada en una hoja de
calculo de Microsoft Excel 2016. Posteriormente, se procesaran con el software
estadistico SPSS version 25. Los datos seran analizados con pruebas paramétricas,
aplicando el andlisis de varianza ANOVA vy, asumiendo medias diferenciadas, se

realizard la prueba post hoc HSD Tukey. (Guerra, 2014).
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7 Resultados

Tabla 1
Control de calidad de la materia vegetal seca de los pétalos de flores de Caléndula

officinalis L. “caléndula”

Resultado Valores
Parametro
(Promedio) Referenciales

Humedad 13.60% 8-14%*
Cenizas totales 5.80% 12 9% **

Cenizas solubles en agua 3.90% 7% **

Cenizas insolubles en
0.80% 2% *

HCI

(*) Farmacopea espafiola  (**) USP N° 28

Interpretacion:
La tabla 1 nos muestra los resultados obtenidos al realizar el control de calidad de la
droga vegetal (pétalos de las flores), el cual tiene una humedad del 13.6 %, 5.8 % de

cenizas totales, 3.90 % de cenizas solubles en agua y 0.80 % de cenizas solubles en

acido clorhidrico
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Tabla 2

Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de los pétalos de flores de Caléndula

officinalis L. “caléndula”

Metabolito Ensayo Resultado
Saponina Espuma (-)
Resinas Resinas (-)
Azucares reductores Fehling (+++)
Catequinas Catequinas (++)
Flavonoides Shinoda (++)
Antocianidinas (++)
Taninos/Fenoles FeClI3 (++)
Quinonas Borntrager (+)
Mucilagos Mucilagos (-)
T e
Dragendorf
Alcaloides Mayer (++)
Wagner

Interpretacion:

Como se puede evidenciar en la Tabla 2. Mediante el tamizaje fitoquimico se

identificO en el extracto etandlico alcaloides y flavonoides, taninos/fenoles y

quinonas, principalmente
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Tabla 3
Analisis organoléptico del extracto etandlico de los pétalos de las flores de

Caléndula officinalis L. “caléndula”

Caracteristica

organoléptica Resultado
Color Amarillo oscuro
Olor Caracteristico
Sabor Amargo
Aspecto No transparente

Interpretacion:
En la tabla 3 se observa los resultados del andlisis organoléptico del extracto

etandlico de los pétalos de las flores de Caléndula officinalis L. “caléndula”, el cual

es amarillo oscuro, de olor caracteristico a la flor, de sabor amargo y no es

transparente.
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Tabla 4

Parametros fisicoquimicos del extracto etanolico de los pétalos de flores de

Caléndula officinalis L. “caléndula”

Parametro Resultado

Densidad 0.978 g/mL
indice de refraccion 1.38
pH 5.6

Solidos totales 2.5g% p/v

Fuente: Elaborado por el autor

Interpretacion:

En la tabla 4 se muestran los parametros fisicoquimicos del extracto etanélico de los

pétalos de flores de Caléndula officinalis L. “caléndula”, el cual tiene una densidad
menor que la del agua pura, un IR de 1.38. un pH ligeramente &cido de 5.6 y una

buena concentracion (2.5 %) de solidos extraidos de los pétalos de la flor en estudio.
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Tabla 5

Actividad cicatrizante del extracto de etanolico de los pétalos de flores de Caléndula

officinalis L. “caléndula” en ratones segun los dias de cicatrizacion.

GRUPOS Repe![\ilziones Prorr}g?;(sa; °°
Control negativo 3 13.75 + 0.95742711
Control positivo 3 10.25 + 0.95742711

Crema 1 % 3 1225+ 0.5

Crema 2 % 3 9.25+0.5

Fuente: Elaborado por el autor

Interpretacion:

En la tabla 5 presentamos los resultados de la prueba de actividad cicatrizante, en ella
podemos observar que se hicieron 4 repeticiones por grupo y que las cremasal ly 2

% fueron mas efectivas que el control negativo; pero solo la crema al 2 % fue mas

efectiva que la crema usada como control positivo.
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Tabla 6
Analisis de ANOVA de los resultados de los dias de cicatrizacion de los grupos en

estudio.
Cicatrizacion (dias)
Grados ]
o Suma de Promedio de
Variaciones de F p-valor
cuadrados cuadrados
libertad
Entre grupos 102.752 4 15.675 50.572 0
Dentro de 6.45 14 0.41235
grupos
Total 109.202 18

Interpretacion:
En la tabla 6 se muestra el valor de F, obtenido mediante el analisis de ANOVA, el

cual es de 50.572. al hacer las comparaciones entre grupos y dentro de los mismos
grupos. Como se puede observar el valor p es menor que el nivel de significancia de

0.05, lo que indica que no todos los promedios poblacionales son iguales.

19



Tabla 7
Analisis estadistico (test de Tukey) para los dias de cicatrizacion de los grupos

experimentales.

Subconjunto para alfa = 0.05

Grupos N
1 2 3
Cremaal 1 % 3 6252
Cremaal 2 % 3 8750 8750
Grupo control 3 9800 9800
positivo

Interpretacion:
En la tabla 7 se observan los resultados de la aplicacion de la prueba de Tukey. En
esta tabla se observa que la muestra en estudio estd constituida por grupos que muy

diferentes entre si. Esta tabla muestra la comparacién de cada media con la media de

los demés grupos.
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8 Andlisis y discusion

En la presente investigacion hemos demostrado que la crema a base del
extracto etandlico de Caléndula officinalis L. “caléndula”, posee actividad
cicatrizante. La realizacion del tamizaje fitoquimico del extracto nos permitio
establecer que contiene azucares reductores, catequinas, alcaloides, flavonoides,
taninos, quinonas, etc. tal y como se aprecia en la tabla 2, los resultados son similares
a los datos reportados para la misma especie por Cafiada et al., (2018). La presencia
de alcaloides y flavonoides, sobre los cuales Condori L. (2018) nos dice que la
efectividad de los alcaloides en la cicatrizacion de heridas posiblemente se deba a
que estas sustancias estimulan la quimiotaxis de los fibroblastos, ocasionando una
aceleracion del de la cicatrizacion de las heridas. Sobre los flavonoides y basado en
estudios previos afirma que, entre la diversidad sustancias presentes en las plantas
medicinales, favorecen la cicatrizacion promoviendo la formacién de fibras
colagenas y el crecimiento de células epiteliales; ademés por su actividad
antioxidante, estas sustancias inhiben la peroxidacion lipidica con lo que se aumenta
la viabilidad del colageno vy el resultado final es prevenir el dafio celular. También
expresan que los polifenoles, entre ellos, los taninos ayudan a la curacion de heridas
y quemaduras al formar una capa de proteinas y polisacaridos asociados a
polifenoles. También se afirma que los flavonoides evitan que las prostaglandinas y
la histamina sean liberadas, con lo cual inhiben la migracion de neutrofilos y otras
células inmunes, ocasionando un ambiente favorable para la cicatrizacion. Por
altimo, los flavonoides trabajan estabilizando las membranas celulares, logrando la
neutralizacion de radicales libres, impidiendo su desintegracion y activando el

sistema bioldgico de regeneracion tisular.

En la tabla 3 se muestran los caracteres organolépticos del extracto etandlico de
los pétalos de las flores de Caléndula officinalis L. “caléndula”, el cual es de color
amarillo oscuro con sabor amargo, de olor caracteristico a la flor y ligeramente
turbio. Estos resultados, basicamente son los que se esperan pues se trata de un

extracto de los pétalos de la flor de la planta en estudio. Referente esta flor se sabe
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que en el jardin donde se cultiven se presentan como grandes y ‘vivas’ manchas de
color que destaca entre las demas plantas. Los colores de la flor segun la variedad no
son muy grandes si lo comparamos con otras plantas y se presenta de color amarillo,
naranja, albaricoque y mezcla de distinta tonalidad (Floresyplantas.net, 2022). En
cuanto a olor, este es caracteristico porque cada flor tiene un aroma particular y
propio que lo distingue. El sabor amargo es propio de las plantas y el aspecto turbio

se debe a la cantidad de sustancias extraidas por el alcohol.

En la tabla 4, se observan los resultados obtenidos al procesar el extracto para
establecer los parametros fisicoquimicos del extracto obtenido, el cual presenté una
densidad de 0,978 g/mL, con un valor del indice de refraccion de 1.38, un potencial
de hidrégeno pH de 5.6 y una concentracion de solidos totales de 2.5 g%. Como
producto de nuestra investigacion, se proponen estos resultados como valores
preliminares al implementar y proponer la metodologia para elaborar la crema. Estos
valores, son similares a los reportados por Cafiada Rodriguez et al, (2018), con la
diferencia que los valores que reporta este autor son para el extracto blando y hay
una diferencia en cuanto a la densidad y a la concentracion (solidos extraidos), en el
aspecto que nuestros resultados son mayores, lo cual aparentemente se deberia al
poder del solvente en la extraccion o a que hemos trabajado solo con pétalos y el
autor al que estamos haciendo referencia trabajo con la flor completa.

Para la evaluacion del efecto cicatrizante se emplearon en ratas de laboratorio
Rattus rattus var albinus, asignados en 4 grupos, 1 de los cuales es el grupo control
positivo, el otro es el grupo control negativo y los grupos experimentales: Grupo
problema 1 (crema al 1 %) y grupo problema 2 (crema al 2 %). El control positivo
recibié crema regeneradora Bepanthen, especialidad farmacéutica del Laboratorio
Bayer, que describe su producto (crema) contiene Provitamina B5 y Lanolina, con
propiedades regeneradoras e hidratantes para la piel, A todos los grupos se les
determino el tiempo de cicatrizacion. Analizando los datos de la Tabla 5. El

tratamiento con mayor actividad cicatrizante fue el Grupo problema 2 (crema al 2
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%), que demoro en promedio 9.25 dias para sanar la herida inducida, al contrario del
grupo problema 1 (crema al 1 %) que tardo 12.25 vy el control positivo que demoré
10.25 dias respectivamente, por deduccion, su efecto estad determinado por el menor
tiempo que llevd para la completa cicatrizacion de la herida, a diferencia de los
demas tratamientos que tuvieron un tiempo superior para cumplir con su efecto
farmacoldgico. Cabe hacer énfasis en que no todos los tratamientos aplicados para
evaluar la actividad cicatrizante producen el mismo efecto, es decir, el nivel de
cicatrizacion depende de la concentracion de los productos aplicados, la fisiologia

del animal que en este caso son roedores y su afinidad hacia el tratamiento.

En concordancia con Cafiada et al., (2018) y Condori L. (2018), consideramos
que los resultados obtenidos en la presente investigacion, se puede explicar que la
cicatrizacion de las heridas inducidas y tratadas con la crema en estudio, se debe a la
presencia de flavonoides y alcaloides presentes en los pétalos de las flores de
Caléndula officinalis L., sustancias que tienen la capacidad potencial de inhibir
enzimas proteoliticas con lo cual se formaria una capa de coagulacion sobre la
herida; ademas de su efecto antinflamatorio. Algo adicional que se pudo observar es
que a partir del dia 4 la herida se reduce de tamafio, para los grupos problemaly 2y
para el grupo tratado con la crema bephanten; esto indica buena reepitelizacion y la
aceleracion de la cicatrizacion. Coincidimos con otros autores, que refieren un
incremento en la epitelizacion y la contraccion de heridas dérmicas en los
especimenes utilizados. Los resultados indican que el tratamiento con la crema al 2%
de extracto de caléndula tiene un efecto cicatrizante en ratas. Ademas, debemos

hacer notar que la aplicacion de la crema resulto no irritante en piel.

Finalmente, en forma somera, actualmente se sabe que Calendula officinalis se
viene utilizando durante muchisimos afios. Popularmente tiene muchos nombres,
entre ellos novia del sol, caléndula inglesa, flor de toro, caléndula y butterwort. Se
han reportado flavonoides, acidos fenolicos, carotenoides, saponinas, esteroles,
lipidos y otros bioactivos en alguna de las partes de la planta (hojas y flores). Entre

sus acciones farmacologicas se le ha atribuido propiedades antiinflamatorias,
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analgésico, diaforéticas y antisépticas; por lo que se le usa en el tratamiento de
problemas gastrointestinales, ginecoldgicos, problemas orales, enfermedades de los
o0jos, enfermedades dérmicas y quemaduras. 15 aminoacidos en estado libre se han
encontrado en hojas, tallos y flores. Las flores se han usado como materia prima para
elaborar tinturas, extractos y balsamos topicos para el tratamiento de inflamaciones,
heridas abiertas, laceradas y sangrantes en la piel. Caléndula officinalis se encuentra
en los sistemas ayurvédico y unani. La pomada carofilénica (carotenoides de las
flores) y la tintura de caléndula son 2 productos recientes a base de Calendula
officinalis. En la prueba de peroxidacion lipidica de liposomas ocasionada por acido
ascorbico y Fe?*, se mostré actividad antioxidante de sus extractos de flores de
Caléndula obtenidos con solventes de distinta polaridad. La enzima lipoxigenasa es
inhibida por la isorhamnetina 3-glucésidos que se encuentra en las flores de
caléndula. Sobre los productos a base de esta planta no se reportan
contraindicaciones ni interacciones medicamentosas; pero las personas con
sensibilidad conocida a las compuestas pueden presentar respuestas alérgicas. Se ha
reportado que el enjuague bucal de caléndula es antiinflamatorio en las encias
inflamadas e irritadas, es un antibacteriano que combate los microrganismos
periodontopaticos. También, se han aislado isorhamnetina, la rutina y quercetina,
cuyo empleo bioldgico en diversos fines esta documentada, utilizando técnicas
analiticas avanzadas (Patil et al., 2022).
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9

Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

1)

2)

3)

4)

5)

El extracto etandlico de Caléndula officinalis L. “caléndula” es de color
amarillo oscuro, de sabor amargo, ligeramente turbio, con olor
caracteristico a la planta, con densidad de 0.978 g7mL, 1.38 de indice
de refraccion, 5.6 de pH y 2.5 % p/v de concentracion en sélidos

solubles.

Se elaboraron 2 lotes de crema a base de extracto etandlico de
Caléndula officinalis L. “caléndula”, con concentraciones de 1 %y 2 %
p/p

La crema al 2 % de extracto etandlico de las flores de Caléndula
officinalis L. “caléndula” mostro un mayor afecto cicatrizante (demoro
9.25 dias) que la crema al 1 % (demor6 12.25 dias) en el modelo de

Rattus rattus var. albinus.

La crema al 2 % de extracto etandlico de las flores de Caléndula
officinalis L. “caléndula” mostro un mayor afecto cicatrizante (demoro
9.25 dias) que la crema usada como control positivo Bepanthen

(demor6 10.25 dias) en el modelo de Rattus rattus var. albinus.

El grupo control negativo demoro 14 dias en cicatrizar sus heridas.

Recomendaciones

1)

2)

La universidad deberia fomentar la investigacion en este tipo de
productos, porque ello demostraria la razén de estudiar Farmacia y

Bioquimica.

Realizar una investigacion de mayor profundidad sobre el tema tratado.
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12 Anexos

Anexo 1

Autorizacion de la institucion donde se va a realizar la recoleccién de los datos
SOLICIONES NATIRALES

Sol—n al AL NATURAL S_E_E._.

JR. JOSE SABOGAI. NRO 313 URB. PALERMO — TRILIJILLO

-.; é:“ ¥ i % TRUJILLO- LA LIBERTAD
= £ & RUC 20601408288 - TELEFONO 360453
g -

Trujillo, 20 Agosto 2022

AUTORIZACION DE USO DE AMBIENTE Y EQUIPO PARA
REALIZACION DE TESIS
Srta. MIGDALY RODRIGUEZ ESPINOLA

Alumna de la Universidad San Pedro

De mi consideracion:

Evaluada la solicitud verbal sobre el permiso para usar nuestros ambientes y algun
equipo de laboratorio para la realizacién de las actividades inherentes a su trabajo de
investigacion o Tesis:

Efecto cicatrizante de una crema a base del extracto etandlico de las flores de
Caléndula officinalis L. “caléndula” en Rattus Rattus Var albinus.

Como en que en algin momento he dictado clases en las aulas de la USP-Filial
Trujillo, tengo el agrado de dirigirme a Ud. a efectos de informarle que es nuestra
voluntad otorgarle de manera gratuita, la autorizacién para la libre disponibilidad de
las areas del local de nuestra empresa, para que pueda realizar su tesis y asi poder
optar el Grado de Quimico Farmacéutico. También me permito indicarle que Ud.
esta bajo la direccién de su asesor el Q.F. Mg. Felipe Rubén Rubio Ldpez y que Ud
debe proveerse de los reactivos y otros insumos que sean necesarios para la
realizacion de las actividades inherentes a su tesis.

Deseandole el éxito debido.

\

Atentamente \\
& \
’ ) |
/Z : \\\
Carlos Naval Sopan Benaute
Gerente
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Anexo 2
Ficha de recoleccién de datos (instrumento)

PRUEBAS FiSICAS MATERIA PRIMA:

Ensayo Muestra Inicio Muestra final Agua
Humedad 2 gramos 1.7267 0.2733
2 gramos 1.7064 0.2936
2 gramos 1.7493 0.2507
Cenizas totales 1 gramo 58.8 mg
1gramo 57.5mg
1 gramo 57.7 mg
Cenizas solubles en agua 1 gramo 3.97 mg
1gramo 3.98 mg
1 gramo 3.75mg
Cenizas insolubles en
HCI 1 gramo 10 mg
1 gramo 7mg
1 gramo 7mg
R
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Anexo 3

Matriz de consistencia

Problema

Variables

Obijetivos

Hipotesis

Metodologia

¢Tendra efecto
cicatrizante una
crema a base del
extracto
etanolico de
“caléndula”
(Caléndula
officinalis L) en
heridas
inducidas  por
corte en Rattus
rattus var?
albinus?

VI:

Crema a base del extracto
de flores de “caléndula”
(Caléndula officinalis L)

VD:
Efecto cicatrizante

Objetivo general:
Evaluar el efecto cicatrizante de una crema a base del
extracto de “caléndula” (Caléndula officinalis L) ) en
heridas inducidas por corte en Rattus rattus var.
albinus.

Obijetivos especificos:
1. Determinar las caracteristicas organolépticas y
fisicoquimicas del extracto alcoholico de caléndula
(Caléndula officinalis L)
2. Elaborar 3 lotes de crema a base de extracto
etanolico de caléndula (Caléndula officinalis L), con
concentraciones de 1, 2y 5 % P/P
3. Evaluar la actividad cicatrizante de la crema a
base de extracto etandlico de caléndula (Caléndula
officinalis L) “caléndula” en Rattus rattus var. albinus
y determinar el lote de crema que tiene mejor efecto
cicatrizante

La crema, en cuya
formula se han
incluido los principios
activos presentes en
las flores de caléndula
officinalis L. tiene un
efecto cicatrizante
significativo

Tipo de Investigacion:
Basica

Disefio de investigacion:
Cuasi experimental
Muestra:

Muestra bioldgica 1:
Flores de caléndula
Muestra bioldgica 2:
Rattus rattus var. albinus
Metodologia:

1. Obtener el extracto
de flores de caléndula

2. Elaborar la crema
cicatrizante

3. Evaluacion de la
cicatrizacion
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Anexo 4
Base de datos
Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto

Ensayo Resultado
Espuma Negativo
Resinas Negativo
Fehling Positivo (+ + +)
Catequinas Positivo (+ +)
Shinoda Positivo (+ +)

Antocianinas

Positivo (+ +)

FeCI3 Positivo ( ++)
Borntrager Positivo
Mucilagos Negativo
Lieberman Negativo
Dragendorf Positivo (+ +)

Mayer Positivo (+ +)

Wagner Positivo (+ +)
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Resultados pruebas fisicas de la crema

Parametro Muestra Resultado
M1 0.983 g/mL
Densidad M2 0.975 g/mL
M3 0.976 g/mL
M1 1.4
indice de refraccion M2 1.36
M3 1.38
M1 5.5
pH M2 5.5
M3 5.8
M1 2.5518 % p/v
Solidos totales M2 2.3322g % p/v
M3 2.6511g % p/v

Resultados para el tiempo de cicatrizacion

GRUPOS REPETICIONES (DIAS DE CICATRIZACION)
CONTROL NEGATIVO 13 14 13 15
CONTROL POSITIVO 10 11 11 9
CREMA 1% 12 12 13 12
CREMA 2 % 9 9 9 10

36



Anexo 5

Formato de publicacion en repositorio.

- USP

UNIVERSIDAD SAN PEDRO

REPOSITORIO ENSTETUCIONAL DEGIETAI

FORMULARIO DE AUTORIZACION PARA LA PUBLICACION DE DOCUMENTOS DE INVESTIGACION

RODRIGUEZ ESPINOLA MIGDALY 46811266 migdalyespinola@gmail.com
Apellidos y | DNI T Correo Electrénico
Nombres |
Tipo de Documento de Investigacion
X | Tesis Trabajo de Suficiencia Profesional Trabajo Académico | Trabajo de Investigacion

Grado Académico o
Bachiller X Titulo Profesional Titulo Segunda Especialidad

| Maestria Doctorado

Titulo del Documento de Investigacion

Efecto cicatrizante de una crema a base del extracto etandlico de

Caléndula officinalis L. “caléndula” en Rattus Rattus Var albinus

5. Programa Acadéemico

FARMACIA Y BIOQUIMICA [
6. Tipo de Acceso al Documento
X | Abierto o Publico  info:eu-repofsemanticsiopenAccess) © | Acceso * finfo: restric “ |

(*) En caso de restringido sustentar motivo

A. Originalidad del Archivo Digital
Por el presente dejo constancia que el archivo digital que entrego a la Universidad, es la version final del trabajo de
investigacion sustentado y aprobado por el Jurado Evaluador y forma parte del proceso que conduce a obtener el grado
académico o titulo profesional.
B. Otorgami de unali ia CREATIVE COMMONS 5
El autor, por medio de este documento, autoriza a la Universidad, publicar su trabajo de investigacion en formato digital
en el Repositorio Institucional Digital, al cual se podra acceder, preservar y difundir de forma libre y gratuita, de manera
integra a todo el documento. ¢
Lugar Dia Mes Ano
Chimbote 28 09 23
©
=
&
o
5
T
=
£
“Firma
Importante
Conseo Di N 033-2016-SUNEDU-CD Reg nal de Trabos de pamopm( Grodos Acad y Tiulos Profesicnates Art & Inciso 82
I LeyN 30035 Leyque reg; 9 CGiencio. Tecnologia de Acceso Abiertoy DS
1 Siel autor zng-o el npo de acceso abierto o publico otorge o lo Universidad San Pedro unc licencic no exclusiva pare que se pueda hacer arreglos de forma en la obro y difundir en el Repositorio
Derechos de Autory y i Marce de la Ley 822
¢ Encascde a.retl 1 on. unicamente se dc del y de acuerdo 004-2016-CONCYTEC -DEGC (Numerates 52y 67 que norma el

funcionamiento del Repositorio Nacional Digital
Les licencios Creative Commons (CC) es una organizacion internacionol sin fines de lucro que pone a disposicion de los outores un conjunto de ficencias flexibles y de herramientos tecnologicos que
faciton lc ¢fusion de informacin recursos educatvos obras artsticas y cientificas entre otros Estas ficencos también garantzan que el autor obtenga el crédito por suobra

& Segin el Inciso 12 2. del articuic 12° del Reglamento del Registro Nacional de Trobaros de parc optar grados acadt v ttulos RENAT! *Las
escuelos de educacién superor tenen como obligacion registrar todos los trabaios de Investigacion y proyectos. Incluye ndo los metodatos en sus repositorios insttuciondles precisando si son de
gido los cuales porel RENAT! o troves 0

Note - Encoso de falsedod enlos dotes se procederd de acuerdo G ley iLey 2744%, ort 37 num 3231

UNIVERSIDAD SAN PEDRO | Repositorio Institucional Digital
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ANexo 6

Reporte de similitud

Efecto cicatrizante de una crema a base del extracto etandlico

de Caléndula officinalis L. “caléndula” en Rattus Rattus Var

albinus

INFORME DE ORIGINALIDAD

16 144 14 3

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE INTERNET ~ PUBLICACIONES TRABAJOS DEL
ESTUDIANTE

FUENTES PRIMARIAS

.

hdl.handle.net

Fuente de Internet

4y

=]

repositorio.usanpedro.edu.pe

Fuente de Internet

2%

Submitted to Universidad Cesar Vallejo 1
3 Trabaj i %
rabajo del estudiante 0
repositorio.uma.edu.pe /
Fuente de Internet %
dspace.espoch.edu.ec 1
Fuente de Internet %
H publicaciones.usanpedro.edu.pe i
Fuente de Internet %
docs.bvsalud.org 1
Fuente de Internet %
E Gloria Holguin Martinez. "Memorias del Xl 1 "
0

Congreso Colombiano de Fitoquimica", Vitae,
2011
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Publicacion

repositorio.upads.edu.pe
n Fuenpte de Internet p p <1 %
P, S’enet. Fisiologia de la C|czj1tr|zaC|on <1 -
cutanea", EMC - Dermatologia, 2008
Publicacion
repositorio.upla.edu.pe '
Fuenpte de Internet p p < %
repositorio.ucv.edu.pe 1
Fuenpte de Internet p < %
Submitted to Universidad Catdlica de Santa 4
13 : <l%
Maria
Trabajo del estudiante
www.alies.pt 1
Fuente de Internetp < %
1library.co 1
Fuente derl}wlternet < %
Submitted to Universidad San Francisco de '
16 : <%
Quito
Trabajo del estudiante
aunarcali.edu.co
Fuente de Internet <1 %
docplayer.es
Fuente%el}l/ternet <1 %

—_
O

renati.sunedu.gob.pe
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Fuente de Internet

%
www.dspace.uce.edu.ec
Fuente de Internet %
repositorioinstitucional.buap.mx
21 [ %
uente de Internet 0
colposdigital.colpos.mx:8080
Fuente de Internet %
repositorio.ug.edu.ec
Fuente de Internet %
www.efdeportes.com
Fuente de Internet %
www.jove.com
Fuente de Internet %
www.researchgate.net
Fuente de Internet %

Excluir citas Apagado Excluir coincidencias

Excluir bibliografia Activo

< 10 words
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