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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue evaluar la actividad cicatrizante in vitro del geranio
(Pelargonium x domesticum L.H. Bailey) mediante inhibicion de hialuronidasa. Una muestra
seca y prensada de la planta se identificO taxonémicamente en el Herbario Nacional del
Ecuador, se realizé la recoleccion y secado de la materia vegetal, después se efectud el control
de calidad de las hojas y flores previamente pulverizadas, se desarrollé el tamizaje fitoquimico
de los extractos hidroetandlicos, se obtuvo los extractos hidrometandlicos mediante un proceso
de extraccion por soxhlet y se efectud la cuantificacién de fenoles y flavonoides totales
mediante espectrofotometria UV, se obtuvo la fraccion flavonica y se realizo la cromatografia
en capa fina (TLC) de hojas y de flores. Se utilizd distintos tratamientos para la fraccion
flavonica de las hojas y de flores, los cuales fueron (0.625; 1.5; 2.5; 5; 10 y 20 mg/mL) para los
ensayos de inhibicién de hialuronidasa; se empled un blanco negativo y un control de actividad
méaxima de la enzima. Los resultados obtenidos en la inhibicion de hialuronidasa bovina fueron
satisfactorios en los tratamientos de hojas y de flores a la dosis de 0,625mg/mL con un 90,89%
y 92,49% de inhibicidn respectivamente; los resultados alcanzados para la inhibiciéon de
hialuronidasa del veneno de cobra Naja naja fueron representativos en dosis mas diluidas
0,000000009 mg/mL de hojas y de flores con méas de un 50% de inhibicion. Se concluy6 que a
menor dosis de fraccién flavonica de hojas y de flores de Pelargonium x domesticum L.H.
Bailey se obtuvo mayor porcentaje de inhibicion de hialuronidasa y por ende ofrece un mejor
efecto cicatrizante en heridas. Se recomienda realizar un estudio mas exhaustivo sobre los
constituyentes flavonicos presentes en las hojas y flores del Pelargonium x domesticum L.H.

Bailey, para de este modo determinar que compuesto es causante de la actividad cicatrizante.

Palabras Clave: <ACTIVIDAD CICATRIZANTE>, <GERANIO [Pelargonium x domesticum
L.H. Bailey]>, <INHIBICION DE HIALURONIDASA [enzima]>, <EXTRACTOS
HIDROETANOLICO>, <TAMIZAJE FITOQUIMICO>, <EXTRACTOS
HIDROMETANOLICO>, <FRACCION FLAVONICA>, <CROMATOGRAFIA EN CAPA
FINA [TLC]>, <VENENO DE COBRA [Naja naja]>, <EFECTO CICATRIZANTE>,
<FARMACIA>.
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SUMMARY

The objective of this research was to evaluate the wound healing activity in vitro of geranium
(Pelargonium x domesticum L.H. Bailey) through hyaluronidase inhibition. A dry and pressed
sample was taxonomically identified in the Ecuadorian National Herbarium. After the sample
was collected, the plant material was dried and pulverized. After that, the quality of leaves and
flowers were supervised and subject to the phytochemical screening of the hydro-ethanol
extracts. The hydro-methanol extracts were obtained through an extraction process called
Soxhlet. The quantification of total phenols and flavonoids was done with the
spectrophotometry UV. The flavonic fraction was obtained, and the thin layer chromatography
(TLC) of leaves and flowers was also performed. Different treatments for the flavonic fraction
of leaves and flowers were used, and were as follows (0.625; 1.5; 2.5; 5; 10 and 20 mg/mL) for
the essay of hyaluronidase inhibition. A negative white and some control of the maximum
enzyme activity. The results obtained in bovine hyaluronidase inhibition were satisfactory for
the treatments with leaves and flowers at 0.625 mg/mL dose with a 90.89% and 92.49% of
inhibition respectively. The results reached for the cobra poison Naja naja hyaluronidase
inhibition were representative in more diluted doses 0.000000009 mg/mL of leaves and flowers
with more than 50% of inhibition. It was concluded that with lower doses of flavonic fraction of
leaves and flowers of Pelargonium x domesticum L.H. Bailey a higher percentage of
hyaluronidase inhibition was obtained; therefore, it offers a better wound healing effect. It is
recommend to do a further study about the flavonic constituents present in leaves and flowers of
Pelargonium x domesticum L.H. Bailey so that the agent that causes the wound healing can be

determined.

Key words: <WOUND HEALING>, <GERANIUM [Pelargonium x domesticum L.H.
Bailey]>, <HYALURONIDASE INHIBITION [enzyme]>, <HYDRO-ETHANOL
EXTRACTS>, <PHYTOCHEMICAL SCREENING>, <HYDRO-METHANOL
EXTRACTS>, <FLAVONIC FRACTION>, <THIN LAYER CHROMATOGRAPHY [TLC]>,
<COBRA POISON [Naja naja]>, <HEALING EFFECT>, <PHARMACY>.
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INTRODUCCION

El 80% de la poblacion mundial cuidan su salud por medio de medicinas basadas en plantas
medicinales y sus productos derivados, utilizados milenariamente en la medicina tradicional y
son cada vez méas valiosos como materia prima en la preparacion de medicamentos modernos
(occidentales) para la industria farmacéutica y herbal, cuyo mercado sigue una tendencia hacia
un aumento significativo. Mas de las dos terceras partes de las especies de plantas del mundo,

de las cuales al menos 35.000 tienen valor medicinal, se originan en los paises en desarrollo.
(Vallejo, 1998, pp.4-8)

En el Ecuador muchas de las plantas més utilizadas fueron introducidas por los espafioles como
el Geranio (Pelargonium spp.), la Manzanilla (Matricaria chamomilla), la Hierba Luisa
(Cymbopogon citratus), pero hay otras también utilizadas que son nativas o son naturalizadas o
domesticadas como la Sabila (Aloe vera) y la Chilca (Bacharis spp.); todas estas plantas crecen

también en los jardines de las casas y se utilizan ornamentalmente o para consumo doméstico.
(Buitrén, 1999, pp. 1-5)

Todas las personas somos propensos a sufrir una herida en la piel debido a accidentes laborales
por ejemplo al manipular un cuchillo, una tijera, vidrios, al tropezar y tener una caida o un golpe
fuerte. Las personas con mayor riesgo de sufrir infecciones de las heridas son aquellos cuyo
sistema inmunolégico dista de ser 6ptimo. Un factor importante es la edad, los nifios recién
nacidos y los ancianos corren un riesgo especial de infeccion uno de los problemas mas
relacionados con ellos es la diabetes mellitus mal controlada que interviene desfavorablemente

tanto en el desarrollo de infecciones como en la cicatrizacion de la heridas. (Calne, 2005, pp.2-3).

El sindrome de pie diabético es una de las complicaciones cronicas que suscitan mayor
morbimortalidad y discapacidad en individuos diabéticos; aproximadamente un 15% de los
pacientes con Diabetes Mellitus tienden a desarrollar Ulcera en cierto instante de su vida y que

de estos, un 10 al 30% progresan a la amputacion. (zambrano, 2014, p. 4).

El gran nimero de pacientes con heridas crénicas graves es actualmente una preocupacion
mundial. A nivel mundial aproximadamente 6 millones de pacientes tienen heridas cronicas
como Uulceras del pie diabético, Ulceras de decubito, Ulceras por estasis venosa, y las heridas

quirdrgicas que no sanan. (Farzaei, Abbasabadi, & Shams, 2014, pp.26-30).



Los estudios sobre plantas medicinales a base de hierbas confirmaron que estos exhiben menos

efectos secundarios en comparacién con los agentes quimicos, y son menos costosos. (Farzaei,
Abbasabadi, & Shams, 2014, pp.26-30).

Todas estas razones impulsan a la busqueda de bases tedricas por medio de la investigacion del
uso de la medicina natural con accién terapéutica en la cicatrizacion de heridas leves o

complicadas.

El geranio género Pelargonium es utilizado por la sabiduria popular (etnoboténica) como
remedio casero para las hemorragias externas porque las cesa, para afecciones pulmonares,
inflamacion de encias y otras padecimientos periodontales, también como analgésico,
cicatrizante, antibacteriano, etc; su accion farmacoldgica depende de principios activos como
los compuestos flavonicos ejercen el efecto cicatrizante, existiendo sinergismos y acciones

coadyuvantes entre ellos. (Karolina, Huaman, & Laime, 2008, pp. 85-97).

Este estudio busca contribuir de manera directa con el Plan Nacional del Buen Vivir,
impulsando el interés de manejo de recursos naturales en este caso de una planta que tiene mas
uso ornamental como es el geranio rey blanco (Pelargonium x domesticum L.H. Bailey), planta
introducida cuyos fitoconstituyentes como los flavonoides ayudan a la regeneracion celular y a
la vez la inhibicién de la enzima hialuronidasa, permite desarrollar un método mas confiable sin
utilizar modelos experimentales in vivo, por medio del uso de modelos in vitro se puede

comprender la respuesta de curacion de las heridas. (Subalakshmi, y otros, 2014,pp. 127-131)

Esta investigacion proporciona evidencia cientifica para su divulgado en cuanto a la
cicatrizacion de heridas impulsando el interés de manejo de especies vegetales con fines
terapéuticos en este caso de una planta que tiene uso ornamental, y permite un tratamiento de
bajo costo siendo una opcion accesible para los pacientes que sufren alguna alteracion en la
cicatrizacion de heridas evitando llegar a la necrosis o0 en la amputamiento lo que permitira

contribuir a una mejor estilo de vida.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la actividad cicatrizante in vitro del geranio (Pelargonium x domesticum L.H. Bailey)

mediante inhibicion de hialuronidasa.



Obijetivos Especificos

1. Realizar el tamizaje fitoquimico de los extractos hidroetandlicos de las hojas y flores del
Pelargonium x domesticum L.H. Bailey.

2. Obtener la fraccion flavonica de los extractos hidrometandlicos y cuantificar fenoles y

flavonoides totales de hojas y flores del Pelargonium x domesticum L.H. Bailey.

3. ldentificar cualitativamente los compuestos presentes en la fraccion flavonica de hojas y

flores del Pelargonium x domesticum L.H. Bailey mediante cromatografia en capa fina.

4. Determinar la actividad inhibitoria de la fraccion flavénica de hojas y flores del

Pelargonium x domesticum L.H. Bailey en hialuronidasa.



CAPITULO |

1 MARCO TEORICO

1.1 Fitoterapia

Actualmente la fitoterapia es definida como la ciencia que realiza el estudio sobre la utilizacion
de plantas con propiedades terapéuticas o sus derivados para tener un efecto farmacol6gico en

un estado patol6gico. (Hernandez, 2004, http://www.redalyc.org/pdf/856/85640404.pdf).

1.1.1 Obijetivos de la fitoterapia:

e Deshinchar la herida,
e Ayudar a la cicatrizacion aumentando la regeneracion celular,

« Impedir las infecciones bacterianas en lesionadas provocadas por quemaduras, cortes, acné.
(Hernéndez, 2004, http://www.redalyc.org/pdf/856/85640404.pdf).

1.2 Fitomedicina

Segun la OMS, Organizacion Mundial de la Salud define a la Fitomedicina como la utilizacién
de principios activos de plantas y vegetales medicinales en terapéutica, sustentados en el
conocimiento cientifico actual base al actual en farmacodinamia, farmacologia, farmacocinética,

estudios pre-clinicos, clinicos; estos son divulgados mediante comunidades cientificas. (Morales
& Morales, 2009, pp.1-3).

1.3 Planta Medicinal

Es cualquier planta que en uno o varios érganos contiene sustancias que son utilizadas

terapéuticamente o que son precursores para la hemisintesis quimico-farmacéutica. (Morales &
Morales, 2009, pp.1-3).

Las plantas medicinales son valiosos no solo para la investigacion farmacol6gica y el desarrollo
de medicamentos, sino también como materiales de base o como modelos para elaborar
compuestos farmacoldgicamente activos, gracias a los principios activos que contiene cada una
de las partes u 6rganos de las plantas; éstas sustancias alteran o modifican el funcionamiento de

Organos y sistemas del cuerpo humano y animal. (Morales & Morales, 2009, pp.1-3).



La investigacion cientifica ha permitido descubrir una variada gama de principios activos, de los
cuales los mas importantes desde el punto de vista de la salud, son los aceites esenciales, los

alcaloides, los glucosidos o heterdsidos, los mucilagos y gomas, y los taninos. (Morales & Morales,
2009, pp.1-3).

1.4 Generalidades de la planta

1.4.1 Geranio

Cuando hablamos del geranio nos referimos a varias especies y dos géneros diferentes:
Pelargonium y Geranium. Es decir, que se confunde los nombres de estos géneros debido a que
el término ‘geranio’ es el nombre habitual de ciertas especies de Pelargonium. La diferencia
entre ambos géneros fue descrita por L Héritier, la caracteristica principal que los distinguen
son: presencia de un tubo nectario en el género Pelargonium y la diferencia en el nimero de

estambres. (Alonso, 2002, p.8).

Los nombres vienen del griego y se refieren a las formas semejantes a picos de aves que
obtienen sus frutos. Asi la palabra “Geranium” deriva de geranos que significa grulla y

“Pelargonium” procede de pelargos, que significa cigiefia. (Alonso, 2002, p.9).

1.4.2 Género Pelargonium

El género Pelargonium contiene alrededor de 280 especies y contiene una matriz de variacion
en la morfologia y las formas de vida florales. Son un grupo de plantas anuales o perennes,
arbustivas o arbustos que estan caracteristicamente erguidos o decumbentes, ramificadas o muy

ramificadas. (Yvette, 2005, pp.28-29).

Su floracion es corta pero a la vez abundante alcanza su florecimiento entre mayo y junio y
prosigue hasta septiembre. Suele necesitar vernalizacion, para desarrollarse necesita abundante
luz solar (doce horas al dia) aunque soporta la semisombra. (Alonso, 2002, pp.5-6), ESte genero es

mas conocido en cuanto a plantas de jardines.

Las flores de Pelargonium varian en color desde el blanco, tonos crema (amarillos), rosa,
salmon, naranja, rojo y malva a morado, muchos poseen en el interior del pétalo una mancha
coloreada intensamente. Faltan colores notables incluyen un verdadero amarillo y azul. Se
encuentran flavonoides de acompafiamiento en un rango de 3-O-mono-y-3-O-diglucésidos de

kaempferol y quercetina y el 7-O-glucésido de kaempferol. (Mitchell, Markham, & Boase, 1998, p.355).



El color de la flor se deriva predominantemente a partir de derivados de antocianidina y
flavonol. Las antocianidinas mas comunes que se encuentran en pétalos con zonas interiores
manchadas con un nivel de pigmentacion de 5-10 veces mayores que la de la porcién exterior
son: delfinidina, petunidina y malvidina. (Mitchell, Markham, & Boase, 1998, p.356).

1.4.2.1 Distribucion de especies Pelargonium

La mayoria de Pelargonium se encuentra en el hemisferio sur, donde casi el género entero
(alrededor de 200 especies) se encuentra en Africa del Sur. Gran cantidad de las especies crecen
en el amplio litoral que se extiende desde el desierto de Namib (norte) al cabo (sur) y a lo largo
de la costa hacia el Mar Oriental, se presentan como grupos irregulares, aislados distribuidos
dentro de la franja costera occidental. Se especula que la amplia distribucion del género es el

resultado de la deriva continental. (Yvette, 2005, p.30).

1.4.3 Pelargonium x domesticum. L. H. Bailey

Es un cultivo de origen hibrido complejo, generalmente de P. cucullatum y P. grandiflorum,
con nombre de fantasia, utilizado principalmente por los floricultores. Conocido como geranio
de pensamiento o pelargonio suelen tener porte rastrero y forma de mata. (Alonso, 2002, p.5).

Su floracién es corta pero abundante alcanza su apogeo entre mayo Yy junio y prosigue hasta
septiembre. Suele necesitar vernalizacion. Las flores son grandes semejantes a las de la azalea
de muchos colores brillantes y normalmente con manchas en los pétalos en forma de pluma.
Necesita abundante luz solar (doce horas al dia) aunque soporta la semisombra y sus hojas son

profundamente dentadas. (Alonso, 2002, p.6).

g Ny :
Figura 1-1: Geranio rey blanco Pelargonium x domesticum L.H. Bailey
Realizado por: Ana Sanchez, 2015




1.4.3.1 Clasificacién taxonémica

Tabla 1-1: Taxonomia del Pelargonium x domesticum L.H. Bailey

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase Rosidae

Orden: Geraniales

Familia: Geraniaceae

Género: Pelargonium.

Especie: Pelargonium x domesticum LH Bailey —Pelargonium regio.

Fuente: (Center for Invasive Species and Ecosystem Health, 2010, http://www.invasive.org/browse/subinfo.cfm?sub=55925)
Realizado por: Ana Sanchez, 2015

1.4.3.2 Composiciodn quimica del género Pelargonium.

En las fracciones volatiles de Pelargonium predominan los monoterpenos oxigenados, seguido
de los sesquiterpenos oxigenados. Diversos estudios han mostrado que el aceite de geranio
contiene como constituyentes mayoritarios citronelol y geraniol. Hay una significante variacion
en la composicion del aceite esencial del Pelargonium depende de los culivares y las
condiciones de cultivo.(Mendivelso, Olivares, Martinez, & Stashenko, 2007,pp.183-184)

En un estudio realizado con hojas de 58 taxones de Pelargonium (Geraniaceae) se evidencié que
la quercetina esta universalmente presente, los taninos son los componentes mayoritarios, es
decir proantocianidinas y elagitaninos y el acido galico libre. Los constituyentes que usualmente

se encuentran son miricetina, flavona C-glucosidos y luteolina. (wWilliams, Newman, & Gibby, 2000,pp.
119-132).

1.4.3.3 Propiedades medicinales

Tiene potente accién antiinflamatoria, corta las hemorragias, desinfecta y cicatriza (Acosta,
1992. p.136). De ahi sus propiedades benéficas en problemas dermatol6gicos como en heridas,
abscesos, fiebre, colicos, nefritis y supresion de orina, los catarros y dolores de garganta,
hemorroides, gonorrea y también se utilizan para las infecciones antihelminticas, como

insecticida, enfermedades periodontales. Todas las partes de la planta son astringentes. (Karolina,
Huaman, & Laime, 2008, pp.87-88)



1.5 Cicatrizacién

La cicatrizacion de heridas es un proceso complejo y dindmico de reemplazar estructuras
celulares y capas de tejido desvitalizado y desaparecido donde ocurre una respuesta restauradora

natural a la lesidn tisular. (Simon, 2014,p.1).

Ocurre una interaccion de una compleja cascada de eventos celulares que genera
repavimentacién, reconstruccion y restauracion de la resistencia a la traccion de la piel

lesionada. (Simon, 2014,p.1).

1.5.1 Las fases de cicatrizacion de heridas
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Figura 2-1: Fase de la cicatrizacion de heridas
Fuente: Simon, 2014,p.2

1.5.1.1 Hemostasia

Inicia dentro de los primeros momentos de la lesion, las plaquetas desempefian un papel

mediante la agregacion, asi como por la liberacion de citocinas, quimiocinas, y hormonas.
(Simon, 2014,p.2).

La vasoconstriccion ocurre para limitar la pérdida de sangre bajo los efectos de mediadores
vasoactivos (adrenalina, noradrenalina, prostaglandinas, serotonina y tromboxano), causando
escaldado temporal de la herida. El subendotelio expuesto, incluyendo el colageno y el factor

tisular, activa la agregacion de plaquetas y conduce a la formacién de coagulos. (Simon, 2014,p.2).

La agregacion y el apego a las superficies de colageno expuestas activa las plaquetas para la
degranulacién y la liberacién quimiotacticos y factores de crecimiento, como el factor de

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), proteasas, y agentes vasoactivos (por ejemplo,



serotonina, histamina). Las quimiocinas liberadas por la activacion plaquetaria atraen células

inflamatorias a la zona, lo que lleva a la siguiente fase en el proceso de curacion. (Simon, 2014,p.2).

1.5.1.2 Fase inflamatoria

Ademaés de la activacion de la fibrina, la trombina activada por las cascadas de coagulacion
facilita la migraciéon de células inflamatorias al sitio de la lesion mediante el aumento de la
permeabilidad vascular. Los factores y las células necesarias para la curacion de flujo desde el
espacio intravascular y en el espacio extravascular. En este momento, la formacién del codgulo
se disipa como sus estimulos se disipan. El plasmindgeno se convierte en plasmina, una enzima

potente que ayuda en la lisis celular. (Mercandetti, 2015,p.5).

El periodo de vasoconstriccion inicial, tipicamente s6lo 10-15 minutos de duracién, es seguido
por un periodo mas persistente de la vasodilatacion mediada por la histamina, prostaglandinas,

quininas y leucotrienos. (Mercandetti, 2015,p.5).

La vasodilatacion es un medio importante por el cual la herida puede estar expuesta a un mayor
flujo de sangre, acompafiado de las células inflamatorias y factores que combaten las
infecciones y desbridar la herida de tejido desvitalizado. Las alteraciones en el pH (secundarias
al tejido y la degradacion bacteriana) hipoxemia tisular, inflamacion y en el sitio de la lesion
contribuyen a la sensacion de dolor de la herida. (Mercandetti, 2015,p.5).

Los neutrofilos son el tipo celular predominante durante las primeras 48 horas después de la
lesion, estas células limpian el sitio de la herida de las bacterias y el material necrético y liberan

los mediadores inflamatorios y radicales libres de oxigeno bactericidas. (Mercandetti, 2015,p.5).

Los macréfagos son esenciales para la cicatrizacién de heridas y son las células mas importantes
en la fase temprana de la cicatrizacién de heridas, fagocitan desechos y bacterias, segregan
colagenasa y elastasa, rompen el tejido y la liberacion de citoquinas lesionados; ademas liberan
PDGF, una citocina importante que estimula la quimiotaxis y la proliferacion de los fibroblastos
y las células musculares lisas. Estos secretan sustancias que atraen a las células endoteliales a la

herida y estimulan su proliferacién para promover la angiogénesis. (Mercandetti, 2015,p.5).

Factores de crecimiento derivados de macréfagos juegan un papel fundamental en la formacién
de nuevo tejido, como se evidencia por el hecho de que la nueva formacion de tejido en las

heridas de los animales de macrofagos dafiados demuestra reparacion defectuosa. (Mercandetti,
2015,p.5)



Los linfocitos T migran en la herida durante la fase inflamatoria, aproximadamente 72 horas
después de la lesion. Son atraidos a la herida por la liberacion celular de la interleucina 1,
contribuyen a la regulacion de la colagenasa. Los linfocitos secretan linfoquinas tales como el
factor de crecimiento epidérmico de unién a heparina y el factor de crecimiento de fibroblastos
bésico. Los linfocitos también juegan un papel en la inmunidad celular y la produccién de

anticuerpos. (Mercandetti, 2015,p.5)

1.5.1.3 Fase proliferativa

La formacion de tejido de granulacién es un evento central durante la fase proliferativa. Su
formacion se produce 3-5 dias después de la lesion y se solapa con la fase inflamatoria anterior.
El tejido de granulacién incluye células inflamatorias, fibroblastos y neovasculatura en una

matriz de colageno, fibronectina, glicosaminoglicanos, y proteoglicanos (Mercandetti, 2015,p.5).

Epitelizacion: Formacién de epitelio, las células migran a los bordes de la herida a una
distancia de 1 mm, de un lado de la incision a la otra. El proceso de epitelizacion de la herida
ocurre alrededor de 24-48 horas después de la lesion. Esta capa epitelial proporciona un sello
entre la herida subyacente y el medio ambiente. (Mercandetti, 2015,p.5).

Las celulas epidérmicas en los bordes de la herida se someten a cambios estructurales, lo que les
permite separar de sus conexiones con otras células epidérmicas y a su membrana basal. Se
forman microfilamentos de actina intracelular, permitiendo que las células de la epidermis

avancen a través de la superficie de la herida. (Mercandetti, 2015,p.5).

Las células epidérmicas secretan colagenasas que descomponen el colageno y el activador del
plasmindgeno, que estimula la produccion de plasmina. La plasmina promueve la disolucién de
coagulos en el camino de la migracion de las células epiteliales, estas células interactian con
una matriz provisional de la fibrina reticulada a la fibronectina y colageno. En particular, la
fibronectina promueve la adhesion de los queratinocitos para guiar a estas células a través de la

base de la herida. (Mercandetti, 2015,p.5).

Fibroplasia: El fibroblasto es un componente critico de tejido de granulacion. Los fibroblastos
son responsables de la produccion de colégeno, elastina, fibronectina, glicosaminoglicanos, y

proteasas en la herida como el nimero de células a disminuir la inflamacion. (Coursin, Connery, &
Ketzler, 2004, p.30).
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Inicia de 3-5 dias después de la lesion y puede durar hasta 14 dias. Los fibroblastos migran y
proliferan en respuesta a la fibronectina, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
factor de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento transformante, y C5a. Sirve como

un ancla para el miofibroblastos ya que migra dentro de la herida. (Coursin, Connery, & Ketzler, 2004,
p.30).

El colageno es secretada al espacio extracelular en forma de procolageno. Esta forma es
escindida de sus segmentos terminales y llamada tropocoldgeno que puede agregarse con otras

moléculas de tropocoldgeno para formar filamentos de col&dgeno. (Coursin, Connery, & Ketzler, 2004,
p.30).

Filamento, fibrillas, y la formacion de fibras se producen dentro de una matriz de gel de
glicosaminoglicanos, el &cido hialurénico, sulfato de condroitina, sulfato de dermatansulfato de
heparina son producidos por los fibroblastos. (Coursin, Connery, & Ketzler, 2004, p.30)

Los enlaces intermoleculares cruzados dentro de la fibra de colageno se estabilizan, por lo que
es resistente a la destruccion. La sintesis de coldgeno comienza aproximadamente 3 dias
después de la lesion y puede continuar a un ritmo rapido aproximadamente de 2-4 semanas. La
sintesis de colageno se controla por la presencia de colagenasas y otros factores que destruyen el

colageno se forma nuevo colageno. (Coursin, Connery, & Ketzler, 2004, p.30).

Aproximadamente el 80% del colageno en la piel normal es colageno de tipo I; el restante es
principalmente de tipo Ill. En contraste, el colageno tipo Ill es el componente principal del
tejido de granulacién temprano y es abundante en el tejido embrionario. Las fibras de colageno

se depositan en un marco de fibronectina. (Coursin, Connery, & Ketzler, 2004, p.30).

Angiogénesis: Un rico suministro de sangre es vital para sostener el tejido recién formado y se
aprecia en el eritema de una cicatriz recién formado. El macréfago es esencial para la
estimulacién de la angiogénesis y produce factor angiogénico, los cuales se derivan en respuesta
a baja oxigenacion de los tejidos. Este proceso cesa con la demanda de nuevos vasos sanguineos

que llegan a ser innecesarios desaparecen por apoptosis.(Coursin, Connery, & Ketzler, 2004, p.30).

Contraccién: La contraccion de la herida inicia casi simultdneamente con la sintesis de
colageno, se define como el movimiento centripeto de bordes de la herida que facilita el cierre
de un defecto de la herida, aproximadamente de 5-15 dias después de la lesion. Como resultados

se tiene una disminucion del tamafio de la herida. La contraccion de la herida depende de la
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miofibroblastos situado en la periferia de la herida, su conexion a los componentes de la matriz

extracelular, y la proliferacion de miofibroblastos. (Coursin, Connery, & Ketzler, 2004, p.30).

15.1.4 Fase de Maduracién

La remodelacion del coldgeno mientras continla la sintesis de colageno en presencia de la
destruccion del colageno. Las colagenasas y metaloproteinasas de la matriz ayudan a eliminar el
exceso de colageno mientras que la sintesis de nuevo colageno persiste y los inhibidores
tisulares de las metaloproteinasas limitan estas enzimas colagenoliticas, de modo que existe un

equilibrio entre la formacién de nuevo colageno y la eliminacion de coladgeno viejo. (Coursin,
Connery, & Ketzler, 2004, p.30).

Durante la remodelacion, el colageno se organiza cada vez mas. La fibronectina desaparece
gradualmente, y el acido hialurénico y glicosaminoglicanos se sustituyen por proteoglicanos. El
colageno tipo Il se sustituye por colageno tipo I. El agua de la cicatriz se reabsorbe, asi las
fibras de colageno se encuentran mas juntos, facilitando el entrecruzamiento del colageno v,

finalmente, la disminucién del espesor de la cicatriz. (Coursin, Connery, & Ketzler, 2004, p.30)

Los enlaces cruzados del coldgeno intramolecular e intermolecular aumentan la fuerza de la
herida a reventar. La remodelacion inicia aproximadamente 21 dias después de la lesion, cuando
el contenido neto de colageno de la herida es estable y este proceso puede continuar

indefinidamente. (Coursin, Connery, & Ketzler, 2004, p.30)

La resistencia a la traccion de la herida es la fuerza requerida para romper una herida, formando

el tejido cicatricial. Una herida cicatrizada es sélo el 80% tan fuerte como el tejido original.
(Coursin, Connery, & Ketzler, 2004, p.30)

Las heridas cronicas se estancan entre las fases inflamatorias y proliferativas, pueden estar
presentes desde semanas hasta afios. Las heridas crénicas son a menudo en peligro debido a la
insuficiente vascularizacion. Esto provoca isquemia tisular y la hipoxia, que conducen a la
pérdida de integridad de la membrana vascular, resulta un edema tisular, puede causar mas

insuficiencia vascular. (Coursin, Connery, & Ketzler, 2004, p.30)

1.5.2 Efectos de la diabetes en la cicatrizacion de heridas

La neuropatia periférica predispone a trauma del tejido y un mayor riesgo de infeccion.

Ademas, la disminucién de la funcién inmune, es mas lenta la sintesis de colageno y la
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acumulacidn, la disminucidn de la angiogénesis, y menos resistencia a la traccion de las heridas,

esto conduce a un alto riesgo de abertura de la herida. (Coursin, Connery, & Ketzler, 2004, p.30).

El control adecuado de los niveles de glucosa en la sangre juega un papel crucial en la curacion
de la herida diabética. Aunque los parametros definitivos no han sido definidos, los niveles de

glucosa superiores a 200 mg / dL se asocian con peores resultados. (Coursin, Connery, & Ketzler,
2004, p.30).

1.5.3 Efectos del tabaco en la cicatrizacién de heridas.

El fumar tiene un efecto negativo en la cicatrizacion de heridas debido a un efecto toxico directo
y la vasoconstriccion inducida por la nicotina. La tasa de infeccion de la herida en los
fumadores es de 12%, comparado con el 2% en los no fumadores. La abstinencia de fumar
durante 4 semanas antes de la herida permite una disminucién dramatica en la infeccién, pero
ningln cambio en la abertura de la herida. Curiosamente, las usuarias del parche de nicotina no

tenian efectos adversos. (Sorense, Karlsmark, & Gottrup, 2003, p.3).

El fumar también disminuye la funcion de los neutréfilos, inhiben la sintesis de colageno, y
aumentar los niveles de carboxihemoglobina, debido a los efectos de mondéxido de carbono y

cianuro de hidrdgeno. (Sorense, Karlsmark, & Gottrup, 2003, p.4).

Otros factores que contribuyen a la mala cicatrizacion de heridas incluyen la deficiencia

nutricional, la radioterapia previa, infeccion de la herida, y la hipoxia tisular. (Sorense, Karlsmark,
& Gottrup, 2003, p.4).

1.5.4 Fitocompuestos esenciales en la cicatrizacién acelerada de heridas

e Taninos: Promueve la cicatrizacion de heridas a través de varios mecanismos celulares,
guelante de los radicales libres y especies reactivas del oxigeno, la promocion de la

contraccion de la herida y el aumento de la formacion de vasos capilares y fibroblastos.
(Ponrasu & Suguna, 2012, pp.100-105)

o Triterpenoides y flavonoides: Promueve la cicatrizacion por sus propiedades astringentes y
antimicrobianas. Los flavonoides son potente antioxidante, mejoras el nivel de enzimas

antioxidantes en el tejido del granuloma y el efecto de captacion de radicales libres. (Ponrasu
& Suguna, 2012, pp.100-105)
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« Saponinas: Responsable de la cicatrizacion de la herida y eleva la tasa de reepitelizacion,

actividad antioxidante y antimicrobiana. (Ponrasu & Suguna, 2012, pp.100-105)

1.6 Los flavonoides

Los flavonoides son uno de los grupos méas importantes de los compuestos que se generan del
metabolismo secundario de las plantas a través de la ruta del acido shikimico y policétidos y se

distribuyen ampliamente sobre todo en las partes aéreas: hojas, flores, frutos. (Biesaga,
2011,pp.2505-2512).

Los flavonoides de importancia en la dieta exhiben una amplia gama de efectos bioldgicos:
accion antibacterial, antiinflamatoria, antialérgica y antitromboética. Estos compuestos se
comportan como antioxidantes que capturan directamente las especies reactivas de oxigeno,
inhibe las enzimas responsables de la produccion del anién superdxido, quelacién de los metales
de transicion que participan en los procesos de formacion de radicales y prevencién de la

peroxidacién por reduccién de los radicales alcoxil y peroxil. (Biesaga, 2011,pp.2505-2512).

1.6.1 Estructura quimica

Quimicamente los flavonoides estan construidos sobre un esqueleto flavona Cs-C5-Cq en el cual
la cadena de tres carbonos entre los grupos fenilos forman un puente ciclado con oxigeno (anillo
pirano glucdésidos o en el estado libre como agliconas con grupos hidroxilo o metoxilo presentes
en la aglicona). Segun la insaturacion y el grado de oxidacion del segmento Cj varias familias
de flavonoides pueden ser distinguidas como: flavonoles, flavanonas, flavonas, antocianinas e

isoflavonas. (Ambiga, Narayanan, Durga, Sukumar, & Madhavan, 2007,pp.45-51).

Figura 3-1: Estructura bésica de los flavonoides

Ccon su respectiva numeracion
Fuente:( Biesaga, 2011,pp.2505-2512)

La posicion en el anillo benzeno B es la base para la categorizacion de la clase de flavonoides

(posicién 2) y la clase de isoflavonoides (posicion 3). Adicionalmente una amplia variedad de
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derivados que estan presentes en cada familia de acuerdo a el nimero y naturaleza de los grupos

sustituyentes unidos al grupo flavonico. (Biesaga, 2011,pp.2505-2512).

Los flavonoides que habitualmente estan en las plantas son los flavonoides o-glicésidos, donde
uno o mas grupos hidroxilos del nucleo del flavonoide se encuentra unido a azlcares. La
glicosilacion de los flavonoides permite que estos sean menos reactivos y mas solubles en agua.
El azlOcar presente en los flavonoides es la glucosa, pero también pueden estar galactosa,

ramnosa y Xilosa, y el disacarido rutinosa. (Cartaya & Reynaldo, 2001,pp.5-11)

Flavonols R, R, Aglycone

OH H Quercetin
H H Kaempferol
OH OH Myricetin

OCH, H [sorhamnetin

Figura 4-1: Ejemplos de flavonoides agliconas
Fuente: Wagner & Bladt, 2001, p. 204

Flavones Aglycone  Glycoside

Apigenin  A-B-C-glucoside (vitexin)

R=H A-6-C-glucoside (isovitexin)
A-7-O-apiosyl-glucoside (apiin)
A-6-at-L-arabinopyranoside-8-
C-glucoside (schaftoside)

Luteolin L-5-0-glucoside (galuteolin)

R = OH L-8-C-glucoside (orientin)
L-6-C-glucoside (iso-orientin)

Figura 5-1: Ejemplos de flavonoides glicésidos
Fuente: Wagner & Bladt, 2001, p. 205

1.6.2 Propiedades terapéuticas de los flavonoides

1.6.2.1 Actividad antioxidante

Es por la combinacién de las propiedades quelantes que posee de hierro y a la vez el secuestro
de radicales libres. Ademas inhiben enzimas como las oxidasas, la lipoxigenasa, la NADPH

oxidasa, la xantina oxidasa, la ciclooxigenasa y la mieloperoxidasa impidiendo que se de la
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generacion de especies reactivas del oxigeno (ERO) in vivo, y los hidroperdxidos organicos.
Estimulan otras enzimas con propiedades antioxidante y son la catalasa (CAT) y la superdxido
dismutasa (SOD) (Pérez, 2003, pp.1-3).

1.6.2.2 Actividad cicatrizante

Algunos flavonoides frente a la vitamina C, aumenta la sintesis de fibronectina extracelular y
colageno, por la propagacion de fibroblastos normales de la piel. Las antocianidinas benefician
la angiogénesis en el lastimado y en la cicatrizacion acelerando la contraccion de la herida con
su subsiguiente cierre. Conjuntamente aumentando la expresion del factor de crecimiento

endotelial del borde de la herida (Cartaya & Reynaldo, 2001, pp.5-11).

1.7 Actividad cicatrizante in vitro.

1.7.1  Acido Hialurénico

El acido hialurénico (HA) es un glicosaminoglicano de alto peso molecular, uno de los
principales constituyentes de la matriz extracelular, tiene una estructura de disacérido repetida
que estd completamente conservado durante un gran lapso de evolucién, lo que indica una

importancia bioldgica fundamental (Chen & Abatangelo, 2002, pp.149-150).

Tiene propiedades higroscopicas, reoldgicas y viscoelasticas Unicas, se une a muchas otras
moléculas de la matriz extracelular, a las células del cuerpo a través de receptores de la
superficie celular, y tiene un modo Unico de sintesis en la que la molécula se extruye
inmediatamente en el espacio extracelular tras la formacién. Se distribuye ampliamente en los

tejidos conectivos y epiteliales (Chen & Abatangelo, 2002, pp.149-150).

El 4cido hialurénico favorece a una matriz extracelular viable para la migracion y diferenciacién

celular, siendo un elemento indispensable en la cicatrizacion de heridas, contribuye en:

o Hidratacién y proteccion tisular.

e Difusion molecular.

e Movilidad celular.

e Control de la comunicacion celular

e Proliferacion celular y la migracion (Stern, 2004, p.318).

16



Crece desde la base de una herida y promueve la migracion de los fibroblastos y las células
endoteliales en el sitio de la herida, es decir, facilita la movilidad celular, la proliferacion celular

y la regeneracion (Chen & Abatangelo, 2002, p.150).

El &cido hialurénico es muy hidrofilo, mantiene la piel suave y lubricante debido a sus
propiedades reoldgicas y viscoelasticas Unicas. La dermis también contiene una hialuronidasa
que despolimeriza el acido hialurénico, la reduccidén de la viscoelasticidad de la dermis, lo que
resulta en la pérdida de tension, secado y formacion de arrugas de la piel, dando lugar a
envejecimiento de la piel. Existen fuertes asociaciones entre la degradacién o alteracion de

acido hialuroénico y envejecimiento de la piel (Wanigasekera, Walimuni, & Chatura, 2014,p.960).

El deterioro de la actividad hialuronidasa es considerado como uno de los principales
mecanismos de la piel contra el envejecimiento. Alrededor de 15 g de acido hialurénico estan
presentes en un individuo de 70 kg. Desempefia un papel vital en el mantenimiento de la
integridad estructural y funcional y ayuda a preservar la apariencia suave y juvenil de la piel

humana (Wanigasekera, Walimuni, & Chatura, 2014, p.960).

1.7.1.1 El Acido Hialurénico en la matriz extracelular

La matriz extracelular contiene grandes concentraciones de &cido hialurdnico, un disacarido
glicosaminoglicano de alto peso molecular, compuesto de D-acido glucurénico (GIcCUA) y N-
acetil-D-glucosamina (GIcNAC), las que forman largas cadenas lineales que a diferencia de
otras moléculas similares, no contienen grupos sulfato. Esta molécula presenta una alta densidad
de carga negativa lo cual le permite capturar cationes osmaticamente activos tales como el sodio

y el potasio (Stern, 2004, p.319).

En el tejido conectivo el acido hialurénico cumple la funciéon de “cemento gelatinoso”
garantizando la integridad estructural del tejido. Cuando este es hidrolizado por accion
enzimatica, se generan preferentemente, una gran cantidad de unidades tetraméricas consistentes

en dos residuos de &cido L-glucordnico y dos residuos de N-acetilD-glucosamina (Stern, 2004,
p.319).

1.7.2  Utilidad terapéutica del acido hialuronico.

e En otorrinolaringologia, lo han utilizado para modular la cicatrizacion después de cirugia de

la mucosa nasal y en el tratamiento de la perforacion de la membrana timpanica (Ramirez,
Quiroz, Baez, & Martinez, 2006, p.42).
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e Enreumatologia, dermatologia y ortopedia (Ramirez, Quiroz, Béez, & Martinez, 2006, p.42).

1.8 Modelos in vitro

1.8.1 Enzima Hialuronidasa

Las hialuronidasas son enzimas hidroliticas (hidrolasas) que estan presentes en los fluidos de
variedad de organismos tales como mamiferos, lagartos, abejas y serpientes siendo la mas
abundante y estudiada, la de origen testicular bovino; esta enzima cataliza la ruptura de los
enlaces internos glicosidicos de ciertos mucopolisacéridos acidos de tejidos conectivos animales
tales como el &cido hialurénico y el condroitin sulfato. Enzima considerada como factor difusor

debido porque facilita la penetracién de componentes de mediano y alto peso molecular (Lerma,
2006, p.9)

En otras palabras las hialuronidasas son enzimas que degradan al &cido hialurénico (AH), posee
una elevada actividad en procesos inflamatorios crénicos tales como artritis reumatoidea, donde
la degradacion de &cido hialurénico esta implicada en la progresion de la enfermedad. Por lo
tanto, los agentes con actividad antihialuronidasa podrian contribuir cicatrizacion de la herida

(Sgariglia, Soberén, Sampietro, Quiroga, & Vattuone, 2007, pp.274-275).

La hialuronidasa juega un papel crucial en las reacciones alérgicas (mediante la estimulacion de
la expresion de genes anti-inflamatorias, la granulacion de los mastocitos y la liberacion de
mediadores quimicos) y envenenamiento de serpiente, abeja de la miel, avispa, escorpion, peces

piedra o lagarto toxinas (Wanigasekera, Walimuni, & Chatura, 2014, p.960).

Ademas, los inhibidores de hialuronidasa potentes poseen efectos antialérgicas fuertes y el uso
de ellos se propone como agentes de primeros auxilios en la terapia de mordedura de serpiente
para aumentar el tiempo de supervivencia de las victimas. Dado que el &cido hialurénico forma
la columna vertebral de la matriz del cartilago, su degradacion por hialuronidasa es el enlace

con la patogénesis de enfermedades de las articulaciones tales como, la artritis, la osteoartritis
(Wanigasekera, Walimuni, & Chatura, 2014, pp. 959-963).

Se considera que esta alta concentracion de &cido hialuronico se debe a la presencia de una
glicoproteina llamada actividad estimuladora de &cido hialurénico (AEAH), dicho factor esta
presente en la herida fetal por periodos prolongados, lo cual resulta en una respuesta prolongada
rica en &cido hialurénico de la herida fetal, mecanismo completamente ausente en la herida del

adulto (DePalma, y otros, 1989,p.225).
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1.8.1.1 Clasificacion de las hialuronidasas segun analisis bioquimico

1. Las hialuronato-4-glicanohidrolasas (EC. 3.2.1.35) acta como una endo-R-N-acetil-
hexosaminidasas que degradan tanto el &cido hialurénico como los condroitin sulfato Ay C,
la condroitina y el sulfato de dermatano, hasta fragmentos menores, en primer lugar un
tretrasacarido con el resto de hexosamina en el extremo reductor libre; este es el caso de la

hialuronidasa testicular bovina. (Lerma, 2006, p.10).

2. Las hialuronato-3-glicanohidrolasas (EC. 3.2.1.36) o endo-3-glucoronidasas, esta enzima es
absolutamente especifica para el acido hialurénico capaces de generar tetrasacaridos con el
acido glucuronico en el extremo reductor libre; como ejemplo tenemos a las hialuronidasas

de las glandulas salivales de las sanguijuelas. (Lerma, 2006, p.10).

3. Las hialuronato liasas (EC. 4.2.99.1) o endo-B- N-acetil hexosaminidasas cuya accion
hidrolitica degrada al sustrato hasta generar disacaridos A-4,5-insaturados siendo el caso

tipico el de las hialuronidasas bacterianas (EC 4.2.2.1), microbianas. (Lerma, 2006, p.10).

1.8.1.2 Hialuronidasas de las bacterias gram-positivas

Las bacterias gram-positivas no tienen endotoxinas, pero la presencia de esas bacterias la piel o

mucosas provoca una respuesta inflamatoria

Las hialuronidasas bacterianas son enzimas capaces de hidrolizar el acido hialurénico (cemento
intercelular). Esto facilita la diseminacion de los microorganismos en el hospedero y se le llama
también "factor de diseminacion”. Se originan por una serie de bacterias Gram-positivas
patégenas que inician las infecciones en la piel o las superficies mucosas; el término
hialuronidasa ha sido sindbnimo de factores de propagacidn. (Wanigasekera, Walimuni, & Chatura, 2014,
pp.959-963).

Esta enzima hidrolitica también provee a la bacteria de fuentes de carbono y energia
fragmentando los polimeros del hospedero en azlcares y aminoacidos de bajo peso molecular.
A pesar de que las enzimas hidroliticas producidas por bacterias causan dafio a los tejidos,
dichas enzimas no son clasificadas como toxinas porque habitualmente no matan a las células

del hospedero o no causan un dafio metabdlico identificable (wWanigasekera, Walimuni, & Chatura,
2014, pp.959-963).
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1.8.1.3 Metabolitos secundarios inhibidores de la hialuronidasa.

Flavonoides tales como catequinas, quercetina, EGCG, galotaninos, taninos, apigenina,
kaempferol, &cido ascoOrbico y algunos alcaloides de son inhibidores potentes de la
hialuronidasa. Ademas, los polifenoles de alto peso molecular voluminosos son reclamados para

actuar como inhibidores de hialuronidasa. (Wanigasekera, Walimuni, & Chatura, 2014, pp.959-963).

1.8.2 Hialuronato

El hialuronato es un polimero glicosaminoglicano no sulfatado lineal, con una masa molecular
media superior a 10 000. El polimero se compone de N-acetil-glucosamina y residuos de acido
glucurénico unidos por enlaces glicosidicos alternados. Pero a diferencia de otros

glicosaminoglicanos, carece de un péptido unido covalentemente (Chen & Abatangelo, 2002, pp.149-
150).

Este polimero se encuentra en muchos tejidos del cuerpo y fluidos de los organismos superiores,
tales como el cordon umbilical, liquido sinovial, cartilago, cerebro, mdsculo, y es un

componente principal de la matriz extracelular, especialmente en el tejido conectivo blando
(Chen & Abatangelo, 2002, pp.149-150).

Un 50% del hialuronato en el cuerpo se encuentra en la piel. También esta presente en altas
concentraciones en crestas de gallo y es producida por ciertas bacterias tales como los
estreptococos. El hialuronato aislado de todas estas diversas fuentes posee una estructura

guimica idéntica (Chen & Abatangelo, 2002, pp.149-150).

Glucuronic acid

N-acetylglucosamine

COOH CH20H

COOM CH2OH cooH CHz0H
o S o\]

oH

Figura 6-1: Estructura de hialuronato y los productos después de la escision eliminativa

realizada por un hialuronidasa bacteriana
Fuente: (Pérez, Solis, Ruiz, & Cerezo, 2008,pp.100-104)
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1.8.3 Composicidn del veneno de cobra Naja naja.

El veneno de cobra Naja naja contienen polipéptidos que incluyen enzimas, toxinas y pequefios
péptidos capaces de modificar la fisiologia de los animales envenenados, es decir estad formado
por una compleja mezcla de proteinas. Estas proteinas contienen componentes toxicos y no
toxicos. Entre todos los componentes toxicos las neurotoxinas y las cardiotoxinas las mas
letales, pero ademas estan las citotoxinas, toxinas hemorragicas y miotoxinas, las cuales son

componentes menos tdxicos. (Sierra & Pérez, 2001,pp.66-74)

Se han identificado mas de 20 enzimas diferentes de las cuales, 12 se encuentran en la mayoria
de los venenos pero la hialuronidasa (factor difusor) en todos los venenos; la funcion de esta
enzima es facilitar la distribucién del veneno (toxinas) por los distintos tejidos de las victimas.

La forma pura no ha sido aislada (Pérez, Solis, Ruiz, & Cerezo, 2008,pp.100-104).

Entre las muchas serpientes venenosas en estos paises, la cobra (Naja sp.) es uno de los
mordedores mas comunes capaces de transportar gran cantidad de veneno letal - por lo que se

clasifica como Categoria | una serpiente médicamente peligrosa segun la OMS. (Yi, Hock, Yee, &
Hong, 2015, pp.106-122)

El envenenamiento puede causar un rapido inicio de la paralisis neuromuscular en sus victimas,
y un tratamiento inadecuado puede conducir a insuficiencia respiratoria y la muerte. La necrosis
tisular extensa provoca una incapacidad invalidante o paralizante, afiadiendo a la cifra de los

sufrimientos por la familia de las victimas. (Yi, Hock, Yee, & Hong, 2015, pp.106-122)
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CAPITULO II

2 MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de recoleccion del material vegetal

El geranio rey blanco (Pelargonium x domesticum L.H. Bailey), se recolecto en Ecuador,
provincia Tungurahua, canton Ambato, parroquia Izamba, sector la Victoria, avenida Rodrigo

Pachano y Batalla de Jambeli en el Vivero “El trébol”.

2.2 Lugar de identificacion taxonémica del geranio rey blanco

Recoleccion dela |~ Lavado —— | Secado |———=| Prensado |——>
planta y w
i 7-10 di
Ague [ e e

T Funda plastica

Identificacién y Archivo | €—— | Montaje planta seca

Herbario Nacional
del Ecuador
Figura 7-2: Diagrama de identificacion taxondmica del geranio rey blanco realizado en el

Herbario Nacional del Ecuador
Realizado por: Ana Sanchez, 2015

2.3 Lugar de investigacion

La presente investigacion se realizé en el laboratorio de Productos Naturales y en el laboratorio
de Andlisis Instrumental de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH, localizado en la provincia
Chimborazo, cantén Riobamba.

2.4  Materiales, equipos y reactivos

2.4.1 Material vegetal

Las partes que se utilizé de la planta (Pelargonium x domesticum) son las flores y las hojas que

se secaron a temperatura ambiente bajo sombra y se trituraron en el molino marca Arthur H.

Thomas C.O para los diferentes andlisis fisicos quimicos
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2.4.2 Materiales

Tabla 2-2: Lista de materiales empleados en los diferentes ensayos

MATERIAL CANTIDAD
CONTROL DE CALIDAD DE MATERIA PRIMA
Cépsulas de porcelana 2
Pisceta 1
Reverbero 1
Pinzas para capsulas 2
TAMIZAJE FITOQUIMICO
Refrigerante de bolas 2
Balones esmerilados de 250mL 2
Pinzas universales 4
Mangueras 3
Reverbero 2
Embudos simples 2
Tripodes 2
Vasos de precipitacion de 250mL 2
Tubos de ensayo 10
Gradilla 1
Pipeta de 5mL 1
Pipeta de 1mL 1
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC)
Cuba cromatogréfica 1
Capilares 4
Aspersor 1

EXTRACCION Y CUANTIFICACION (ESPECTRO UV)

Frasco de vidrio &mbar de 250mL 5
Vaso de 30mL 2
Balones aforados de 10mL 5
Balones aforados de 50mL 2
Balones aforados de 100mL 2
Probeta de 50mL 1
Micropipeta automética de 1000uL 1
Micropipeta automatica de 100uL 1
Tubos de vidrio de 10mL 10
Puntas azules de 1000uL 20
Puntas amarillas de 100uL 20
Paquete de papel aluminio 1
DETERMINACION DE INHIBICION DE LA HIALURONIDASA
Micropipeta automatica de 1000uL 1
Micropipeta automatica de 100uL 1
Embudo de separacion de 250mL 2
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Embudo buchner 1
Kitasato de 250mL 1
Puntas azules de 1000uL 30
Puntas amarillas de 100uL 30
Gradilla 1
Frasco de vidrio &mbar de 100mL 2
Frasco de vidrio &mbar de 250mL 4
Frasco de vidrio &mbar de 50mL 4
Espatula pequefia 1
Reverbero 1
Termdmetro 1

Realizado por: Ana Sanchez, 2015

2.4.3 Equipos

Tabla 3-2: Lista de equipos empleados en las diferentes determinaciones

ANALISIS

EQUIPOS

Control de calidad materia primay

Tamizaje Fitoquimico

Molino

Sonicador

Estufa

Mufla

Desecador

Balanza analitica

Cromatografia en capa fina (TLC)

Agitador magnético

Camara UV

Extraccién y cuantificacion de fenoles y
flavonoides totales (espectro UV) y
determinacion de inhibicion de

hialuronidasa

Balanza analitica

Refrigerador

Espectrofotometro

Estufa

Cronémetro

pH-chimetro

Realizado por: Ana Sanchez, 2015

2.4.4 Reactivos

Tabla 4-2: Lista de reactivos empleados en la investigacion

ANALISIS

REACTIVOS

Tamizaje fitoquimico

= Reactivo de Dragendorff

=  Reactivo de Mayer
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Reactivo de Wagner
Reactivo de Baljet
Reactivo de Lieberman Buchard
Reactivo para Catequinas
Reactivo para resinas
Reactivo de Fehling
Reactivo de FeCI3
Reactivo de Borntrager
Reactivo de Shinoda
Reactivo de Antocianidinas
Cloruro férrico

Magnesio metalico

Cloruro de sodio (polvo)

Cromatografia en capa fina (TLC)

Papel cromatografico
Acetato de etilo
Acido acético glacial
Acido férmico

Metil isobutil cetona
Agua destilada
Amoniaco

Extraccion y cuantificacion de fenoles y flavonoides
totales (espectro UV)

Soluciones de 4cido gélico
Metanol 98%

Etanol 96%

Agua destilada

Nitrito de Sodio 5%
Tricloruro de aluminio 10%
Hidréxido de sodio 1M
Soluciones de quercetina
Carbonato de sodio saturado

Reactivo de Folin-Ciocalteu 20%

Determinacion de inhibicion de hialuronidasa

Agua bidestilada

Buffer acetato 0.1M

Solucidn de hialuronidasa bovina
Di metil sulfoxido 5%
Cloruro de calcio 12.5mM
Hialuronato de sodio
Hidroxido de sodio 0.4M
Borato de sodio 0.2M
p-dimetil amino benzaldehido
Acido clorhidrico 10N

Acido acético glacial

Determinacién de inhibicion de hialuronidasa del

veneno de cobra Naja naja

Agua bidestilada
Solucién salina

Solucion de veneno de cobra Naja naja
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= Acido hialurénico

= Buffer acetato

= Cloruro de sodio 0.15N
= Dimetilsulfoxido 5%

Realizado por: Ana Sanchez, 2015

2.5 Técnicasy Métodos

2.5.1 Determinacion de los parametros de calidad de la droga vegetal

2.5.1.1 Determinacion del contenido de humedad

El contenido de humedad se efectud por un método gravimétrico, en el cual se pesaron 2g de la
especie vegetal con desviacion permitida de 0.5mg y se trasladan a una capsula de porcelana
previamente tarada y se coloco en la estufa a 105°C por 3 horas para desecar la muestra. La
capsula se coloco en el desecador donde se deja enfriar a temperatura ambiente y se pesa,
seguidamente se coloca en la estufa durante 1 hora, y después de pesa, hasta obtener una masa
constante. (Miranda, 2006, pp. 32-62).

Expresion de los resultados:

M, - My
ngixloo
M, - M

Hg = pérdida en peso por desecacion (%).

M, = masa de la capsula con la muestra de ensayos (g)

M; = masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g)
M = masa de la capsula vacia.

100 = factor matematico.

2.5.1.2 Determinacion de cenizas totales.

El ensayo para determinar cenizas totales se realiz por un método gravimétrico, se fija la masa
de una fraccion de muestras pulverizada y tamizada entre 2.0g a 3.0g con una desviacion
permitida de 0.5mg en un crisol de porcelana anteriormente tarado. En un reverbero
primeramente se carboniza la muestra para eliminar el residuo orgénico, subsiguientemente se

incinere en un horno mufla a una temperatura de 700 a 750°C, durante 2 horas hasta obtener
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como resultado un polvo blanco. El crisol con las cenizas se colocé en el desecadora hasta que
se enfrie después se pesa hasta obtener un valor constante donde dos pesadas sucesivas no
difieran en méas de 0.5mg por gramo. (Miranda, 2006, pp. 32-62).

Expresion de los resultados:

M, - M
X100
My - M

C = porcentaje de cenizas totales en base hidratada.
M = masa del crisol vacio ()

M;= masa del crisol con la porcién de ensayo (Q)
M,= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico para los calculos.

2.5.1.3 Determinacion de cenizas solubles en agua

La determinacion de cenizas solubles en agua se realizd por un método gravimétrico. a las
cenizas totales obtenidas en el ensayo anterior, se le afiaden de 15 a 20 mL de agua. Al crisol se
tapd y se calent6 en un bafio de agua hirviente durante 5min. La solucién obtenida se filtr6 a
través del papel de filtro libre de cenizas. El filtro con el residuo se colocoé en el crisol inicial, se
carbonizé en un reverbero y luego se incineré en un horno mufla de 700-750°C, durante 2h.
Ulteriormente se colocé en el desecador hasta que se enfrie y se peso. Se repite el procedimiento

hasta alcanzar peso constante. (Miranda, 20086, pp. 32-62).

Expresion de los resultados:

M, - Ma
Ca=———x100
My - M

Ca = porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
M, = masa del crisol con las cenizas totales (g).

Ma =masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)

M; = masa del crisol con la muestra de ensayo (Q)

M = masa del crisol vacio.

100 = factor matematico.
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2.5.1.4 Determinacion de cenizas insolubles en &cido clorhidrico

La determinacién de las cenizas insolubles en &cido clorhidrico se realiz6 por un método
gravimétrico, a las cenizas totales obtenidas segin la técnica, se le afiadié 3mL de acido
clorhidrico al 10%. El crisol se tapé con un vidrio reloj y se calentdé en un bafio de agua
hirviente por 10min. Se lavo el vidrio reloj con 5mL de agua caliente y se une al contenido del
crisol. La solucién se filtrd a través de un papel de filtro libre de cenizas; el residuo se lavo con
agua caliente hasta que el filtrado acidulado con acido nitrico p.a se le afiadi6 una o dos gotas de
solucion de nitrato de plata 0.1mol/L, es decir, no muestre presencia de cloruros. El filtrado con
el residuo se deseco a 105°C, y se transfirié al crisol inicial y se incineré en un horno mufla a
una temperatura de 750°C durante 2 horas. Posteriormente se colocé en el desecador hasta que

se enfrie y luego se pes6. Se repitid el procedimiento hasta obtener masa constante. (Miranda,
2006, pp. 32-62).

Expresion de los resultados:

M, - M
B = - x100
My - M

B= porcentaje de cenizas insolubles en acido clorhidrico en base hidratada.
M;= masa del crisol con la muestra de ensayo (g)

M = masa del crisol vacio (g)

M,= masa del crisol con las cenizas acido clorhidrico (g)

100= factor matematico.

2.5.2 Tamizaje fitoquimico

La planta fresca, seca o el residuo de una extraccion; se sometié a una extraccion segun el
esquema de la Figura 8-2, se obtuvo el extracto de las hojas y flores por separado y se midio el

volumen obtenido y se calculd la concentracion, esto es, gramos de sustancias extraidas por mL

de extracto.
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30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

EXTRAER CON 90 -150 mL DE ETER ETILICO POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE

|
FILTRAR
|

EXTRACTO ETEREO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO

Secary pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO
EN VOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

EXTRACTO ALCOHOLICO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO

Secary pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO .
EN VOLUMEN CON AGUA DESTILADA POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

EXTRACTO ACUOSO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

Figura 8-2: Obtencion de metabolitos secundarios para realizar el
tamizaje fitoquimico.
Fuente: (Miranda, 2006, pp. 32-62).

2.5.2.1 Ensayo de Dragendorff

Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides, para ello, si la alicuota del extracto
esta disuelta en un solvente organico, se evapora en bafio de agua y el residuo se redisuelve en
1mL de acido clorhidrico al 1% en agua. Si el extracto es acuoso, a la alicuota se le afiade 1gota
de &cido clorhidrico concentrado. Con la solucién acuosa &cida se realiza el ensayo, se afiade
3 gotas del reactivo de Dragendorff, si hay opalescencia se considera (+), turbidez definida (++),

precipitado (+++).

2.5.2.2 Ensayo de Mayer

Se procede de la forma descrita anteriormente, hasta que se obtiene la solucién acida. Se afiada
una pizca de cloruro de sodio en polvo, se agitay se filtra. Se aflade 2 6 3 gotas del

reactivo de Mayer, si se observa opalescencia (+), turbidez definida (++), precipitado coposo

(+++).
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2.5.2.3 Ensayo de Wagner

Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucion &cida, se afiade 2 6 3 gotas del

reactivo, se clasifica los resultados de la misma forma.

2.5.24 Ensayo de Baljet

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con agrupamiento lacténico,
en particular Coumarinas, aungue otros compuestos lactonicos pueden dar positivo al ensayo.

Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe evaporarse el solvente
en bafo de agua y redisolverse en la menor cantidad de alcohol (1 mL). En estas
condiciones se adiciona 1mL del reactivo, considerandose un ensayo positivo la aparicién de

coloracion o precipitado rojo (++ y +++) respectivamente.

2.5.25 Ensayo de Borntrager

Permite reconocer en un extracto la presencia de quinonas. Para ello si la alicuota del
extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse el solvente en bafio de aguay el
residuo redisolverse en 1 mL de cloroformo. Se adiciona 1 mL de hidréxido de sodio al 5
% en agua. Se agita mezclando las fases y se deja en reposo hasta su ulterior separacion.
Si la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado o rojo, el ensayo se considera

positivo. Coloracion rosada (++), coloracion roja (+++).

2.5.2.6 Ensayo de Liebermann-Burchard

Permite reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o esteroides, por ambos tipos
de productos poseer un nlcleo del androstano, generalmente insaturado enel anillo B y la

posicién 5-6.

Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse el
solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de cloroformo. Se adiciona 1
mL de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del tubo de ensayos se dejan
resbalar 2-3 gotas de &cido sulfurico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se tiene
por un cambio rapido de coloracion:

1- Rosado-azul muy rapido.

2- Verde intenso-visible aunque rapido.

3- Verde oscuro-negro-final de la reaccion.
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2.5.2.7 Ensayo de catequinas

Para ello, tome de la solucion alcoholica obtenida una gota, con la ayuda de un capilar y
aplique la solucion sobre papel de filtro. Sobre la mancha aplique solucion de carbonato de
sodio. La aparicion de una mancha verde carmelita a la luz UV, indica un ensayo positivo.

2.5.2.8 Ensayo de resinas

Para detectar este tipo de compuesto, adicione a 2 mL de la solucion alcoholica, 10 mL de

agua destilada. La aparicién de un precipitado, indica un ensayo positivo.

2.5.2.9 Ensayo de Fehling

Permite reconocer en un extracto la presencia de azlcares reductores. Para ello, sila
alicuota del extracto no se encuentra en agua, debe evaporarse el solvente en bafio de
agua y el residuo redisolverse en 1-2 mL de agua. Se adicionan 2 mL del reactivo Yy se
calienta en bafio de agua 5-10 minutos la mezcla. El ensayo se considera positivo si la
solucion se colorea de rojo o aparece precipitado rojo.

2.6  Preparacion del extracto de Pelargonium x domesticum

La obtencién de los extractos tanto para hojas y flores de Pelargonium x domesticum se realiz6

de acuerdo al siguiente diagrama.
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5g de Pelargonium x domesticum

Metanol 60%, equipe de refluje
por 3 horas, Rotavapor a sequedad

Extracto metandlico

Redisolver con etanol 70°, filtrar, concentrar

Clorofilas Extracto etandlico

Radizolver con metanol, filtrar, concentrar

Clorofilas Extracto

metanolico

Redisolver con agua: metanol (3:1)

Extracto |

!

Fase metanplica Fase acetato de

etilo

Concentrar
h

Subextracto seco
de acetato de etilo

Figura 9-2: Diagrama de flujo para obtencidon de extractos de Pelargonium x domesticum L.H.
Bailey

Realizado por: Ana Sanchez, 2015

2.7 Cromatografia en capa fina (TLC)

2.7.1 Cromatografia de la fraccién flavonica a partir del extracto metandélico 60% de

(Pelargonium x domesticum L.H. Bailey)

= Al subextracto seco de acetato de etilo reconstituir con el mismo solvente

= Utilizar para realizar la cromatografia

= Aplicar con la ayuda de un capilar 20uL del concentrado en la placa cromatografica de
silica gel

= Introducir la placa en la cuba cromatografica, y permitir correr la fase movil hasta las tres
cuartas partes de la placa.

= Retirar la placa de la cuba, secar al ambiente y observar en la lampara UV.

= Revelar, secar la placa y medir el Rf.
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2.8 Cuantificacion de fenoles totales mediante el método Folin-Ciocalteu

Se procede a cuantificar los fenoles totales presentes en el extracto metandlico 98%, para lo
cual se prepara una curva de calibracion con un estandar acido galico a determinadas

concentraciones: 5; 10; 20; 40 y 60 mg/L.

= Tomar 2mL de muestra o estandar diluido

= Afadir 0.5mL de reactivo Folin-Ciocalteu 20%

= Después de 5 minutos afiadir 0.5mL de solucién de carbonato de sodio saturado (75¢/L)
= Inmediatamente afiadir 5mL de agua destilada

= Dejar reposar la mezcla por una hora bajo sombra a temperatura ambiente

= Efectuar las lecturas a una longitud de onda de 765nm

= Trazar la curva de calibracion (concentracion vs absorbancia). (Hua & Teik, 2012, pp.122-127)

Los resultados se expresan como miligramos equivalentes de acido galico (GAE) por gramos de

muestra seca.

2.9 Cuantificacion de flavonoides totales mediante un método colorimétrico

Se procede a cuantificar los flavonoides totales presentes en el extracto metandlico 98%, para
lo cual se prepara una curva de calibracion con un estdndar quercetina a determinadas
concentraciones: 20; 40; 60; 80 y 100 mg/L.

=  Tomar 1mL de la muestra o estandar diluido

= Afadir 4mL de agua destilada.

= Atiempo cero afiadir 0.3mL de NaNO2 al 5%.

= Después de 5 minutos afiadir 0.3mL de AICI3 al 10%

= Esperar 6 minutos y afiadir 2mL de NaOH 1M.

= Mezclar y dejar en reposo por 5 minutos a temperatura ambiente bajo sombra
= Leer la absorbancia de la mezcla caracterizada por un color rosado a 510 nm.

= Trazar la curva de calibracion (concentracion vs absorbancia) (Boukhris, Simmonds, Sayadi, &
Bouaziz, 2012, pp.1-8)

Los flavonoides totales se expresan como miligramos equivalentes de quercetina (QE) por

gramos de muestra seca.
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2.10 Determinacién de la actividad cicatrizante in vitro

2.10.1 Determinacion de la inhibicion de la hialuronidasa.

Para la evaluacién de la actividad inhibitoria de la hialuronidasa de la fraccién flavonica
obtenido del Pelargonium x domesticum se realiza dos ensayos.

2.10.1.1 Inhibicién de hialuronidasa bovina

Para medir la cantidad de N-acetilglucosamina liberada del hialuronato de sodio se efectua los

siguientes pasos:

= Tomar 50uL de hialuronidasa bovina, la cual se disuelve en buffer acetato 0.1M (pH 3.6)

= Mezclar la solucién con 50uL de las fracciones flavonicas en diferentes concentraciones:
0.625; 1.5; 2.5; 5; 10; 20 mg/mL de hojas y flores de la materia vegetal disueltos en
dimetilsulfoxido al 5%. Para el grupo control se toma 50uL de dimetilsulféxido al 5%.

= Lamezcla someter a incubacion a 37°C por 20 minutos.

= Después afiadir 50uL de CaCl, 12.5mM para activar la enzima e incubar a 37°C por 20
minutos.

= Seguidamente agregar a la mezcla 250uL de hialuronato de sodio (1.2mg/mL) e incubar a
37°C por 40 minutos.

= Posteriormente afiadir 50uL de NaOH 0.4M y 100uL de borato de sodio 0.2M, someter a la
mezcla a un bafio de agua hirviendo por 3 minutos.

= Después de enfriar inmediatamente agregar 1.5mL de p-dimetilaminobenzaldehido (4g de
p-dimetilaminobenzaldehido disolver en 50mL de HCI 10N con 350 mL de &cido acético
glacial) e incubar a 37°C por 20 minutos hasta desarrollar color.

= Medir la absorbancia a 585nm en un espectrofotometro, se expresa como el porcentaje de
inhibicién. (Suntar, Tumen, Ustun, Keles, & Akkol, 2012, pp. 533-540)

Calculo del porcentaje de inhibicion:

Ac — As

Inhibiciéon (%) = x 100

Ac = Absorbancia del control

As= Absorbancia de la muestra a diferentes concentraciones
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Tabla 5-2: Protocolo de tratamientos del Pelargonium x domesticum L.H. Bailey en inhibicién

de la hialuronidasa bovina.

Inhibicion de hialuronidasa bovina

| 1ij‘ 1ij| 1ij| 1ij‘ 1ij| lij‘ l:imL| 1ij| lij‘ l:imL| 1ij| 1ij|

CONTROL FLORES HOJAS
BLANCO | MAXIMA REACTIVOS
ACTIVIDAD Kl | K2 | K3 | K4d | K5 | K6 | K1 | K2 | K3 | K4 | K5 | K6
50ul Buffer acetato pH 3.6
SOuL | SOuL | SouL | SOuL | SOuL | souL | souL | souL | S0uL | S0uL | S0uL | SouL | sour |MeMFORidasa bovina en buffer acetato
pH 3.6
50uL DMSO 5%
50ul 50ul | 50ul | 50uL | 50uL | 50ul | 50ul | 50ul | 50uL | 50ul | 50ul | 50uL | 50ul |Concentraciones flavonicas+DMSO 3%
Incubacién a 37°C por 20 minutos
50ul 50uL | 30ul ‘ 50ul | 50uL | s0ul ‘ 50uL | 50uL. ‘ 50ul | 50uL | 50uL ‘ 50uL | 50uL. | 50ul | CaClL 12.5mM
Incubacién a 37°C por 20 minutos
250ul 250ul | 250uL | 250uL | 250uL | 250ul | 250uLl | 250uL | 250uL | 250ul | 250ul | 250ul 250uL| Hialuronato de sodio
Incubacién a 37°C por 40 minutos
50ul 50uL 50ul | 50ul | 30uL | 50ul | 50uL | 50ul | 50ul | 50ul | 50ul | 50ul | 50ul | 50ul NaOH 0.4M
100uL 100uL 100uL | 100uL | 100uL | 100uL | 100uL | 100uL | 100uL | 100uL | 100uL | 100uL | 100uL | 100uL Borato de sodio 0.2M
Bafio de agua hirviendo por 3 minutos y enfriar
1.5mL 1.5mL p-dimetilaminobenzaldehido

Incubar a 37°C por 20 minutos

Leer la absorbancia a 585 nm

Realizado por: Ana Sanchez, 2015

2.10.1.2 Inhibicion de la hialuronidasa del veneno de cobra Naja naja

= Disolver en 20uL solucién salina 100ug de veneno de cobra e incubar a 37°C con 50ug de

acido hialurénico en 250uL de buffer acetato 0.2M (pH 5.0) contenidos en cloruro de sodio
0.15N.

= Leer la absorbancia de dicha mezcla a 585nm

= Las fracciones flavonicas de las hojas y flores del material vegetal se disuelven como en el

ensayo anterior.

= Expresar como el porcentaje de inhibicion. (Suntar, Tumen, Ustun, Keles, & Akkol, 2012, pp. 533-

540)

Calculo del porcentaje de inhibicidn:

Ac = Absorbancia del control

i Ac —As
Inhibicion (%) = A

As= Absorbancia de la muestra a diferentes concentraciones
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Tabla 6-2: Protocolo de tratamientos del Pelargonium x domesticum L.H. Bailey en inhibicién

de la hialuronidasa presente en el veneno de cobra Naja naja

Inhibicion de la hialuronidasa del veneno de cobra Naja Nafa

Leer absorbancia a 385 nm

Realizado por: Ana Sanchez, 2015
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CONTROL
i FLORES| FLORES | FLORES| FLORES | FLORES | FLORES | HOJAS | HOJAS| HOJAS| HOJAS | HOJAS | HOJAS
BLANCO| MAXIMA
Kl K2 K3 Kd K5 Ké Kl K2 K3 | K¢ | K5 | Kb
ACTIVIDAD REACTIVOS
250ul Buffer acetato pH
20ul ul | 20ul | 20ul | 20ul | 200l | 20ul | 20ul | 20uL | 20ul | 20ul | 20ulL | 20ul | ., T
Veneno de cobra + solucion salina
Acido hialursnico en buffer acetato
250l 250uL | 250ul | 250ul | 250ul | 250ul | 250ul | 250ul | 250ul | 250ul | 250ul | 250ul | 250ul | 0.2M (pH 3) contenidos en NaCl
0,15N
S0ul DMS0 5%
S0ul | S0ul | S0ul | S0ul | S0ul | S0ul | S0ul | S0ul | S0ul | 30ul | 30ul | 30ul Fracciones flavénicas en DMSO 5%
Incubar a 37°C




CAPITULO Il

3 MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Después de haber realizado los diferentes ensayos las hojas y flores de Pelargonium x
domesticum L.H. Bailey se obtuvieron los siguientes resultados.

3.1  Control de calidad de la materia vegetal

CUADRO 1-3: Control de calidad de las hojas y flores de la planta seca Pelargonium x
domesticum L.H. Bailey.

Pelargonium x domesticum Especificaciones
PARAMETRO L.H. Bailey USP # 28

HOJAS FLORES

HUMEDAD 11,13+0,08 13,31+0,02 7-14%
CENIZAS TOTALES 8,47+0,19 6,54+0,13 Hasta 12%
CENIZAS SOLUBLES EN AGUA 3,25+0,08 2,51+0,25 Hasta 7%
CENIZAS INSOLUBLES EN 1,38+0,12 0,21+0,07 Hasta 5%

ACIDO CLORHIDRICO

Realizado por: Ana Sanchez, 2015

En el cuadro N°1-3 se expresa los resultados que indican el % de humedad de la planta seca en
hojas 11,13% y en flores 13,31%, los valores obtenidos se encuentra dentro de los rangos
establecidos para materia vegetal segln tesis realizadas anteriormente y segin la USP # 28, lo
cual indica que las condiciones de secado, conservacion y almacenamiento son Optimas, el
contenido de humedad nos ayuda a conocer sobre la estabilidad de la materia vegetal, si se tiene

una pequefia cantidad de agua se evita el crecimiento bacteriano y micotico.

La determinacion de cenizas totales es un indicativo del contenido de minerales en la muestra
vegetal, considerada como una medida general de calidad porque la materia mineral puede estar
inmiscuida en alguna accion farmacoldgica; si existe un porcentaje elevado de cenizas
insolubles en &cido quiere que la materia prima no se recolectd adecuadamente y puede estar

contaminada con arena, tierra silicea.
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Como se observar en el mismo cuadro, el porcentaje de cenizas totales para hojas fue 8,47%; de
cenizas solubles en agua un 3,25% Yy de cenizas insolubles en &cido clorhidrico fue de 1,38%.
Mientras que para las flores un 6,54% para cenizas totales; 2,51% de cenizas solubles en agua;
y 0,21% de cenizas insolubles en &cido clorhidrico, valores que estan dentro de los establecidos
por la USP # 28, lo que significa que la recoleccion de la materia prima fue adecuada.

3.2 Tamizaje Fitoquimico

Se efectuo el tamizaje fitoquimico segun la técnica indicada en bibliografia (Miranda, 2006, pp. 32-
62) para la determinacién de los metabolitos secundarios principales en hojas y flores del

Pelargonium x domesticum, los extractos analizados presentaron los siguientes resultados..

CUADRO 2-3: Tamizaje fitoquimico de los extractos de hojas y flores de Pelargonium x
domesticum L.H. Bailey.

Pelargonium x domesticum L.H. Bailey

Ensayo Compuesto Hojas Flores

Dragendorff Alcaloides ++ +

Mayer Alcaloides ++ ++
Wagner Alcaloides ++ +
Baljet Cumarinas - -

Borntrager Quinonas - +++
Lieberman-Buchard Terpenos + +
Fehling AzUcares reductores + +
Resinas Resinas = -
Espuma Saponinas +++ ++
Cloruro férrico Compuestos + +

fendlicos

Shinoda Flavonoides ++ o+

Antocianidina Antocianidinas + ns
Catequinas Catequinas + +

Realizado por: Ana Sanchez, 2015

Donde: (+) opalescencia, (++) turbidez definida), (+++) precipitado

Los resultados observados del tamizaje de los extractos de hojas y flores de la materia vegetal,

demuestran cualitativamente la presencia de los siguientes metabolitos: las hojas contienen
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alcaloides, terpenos, azlcares reductores, saponinas, taninos pirocatecélicos, flavonoides,
antocianidinas y catequinas; mientras que las flores presentan alcaloides, quinonas, terpenos,
azucares reductores, saponinas, taninos pirogalotanicos, flavonoides, antocianidinas y

catequinas.

Se puede evidenciar la presencia de compuestos de naturaleza fendlica tanto en hojas como en
flores, lo cual permite deducir que estos compuestos actlan principalmente en la cicatrizacion,
como se ha citado que poseen propiedades astringentes, antioxidantes y antimicrobianas,
antiinflamatoria, antialérgica y antitrombdtica comprobada. Los flavonoides estan en mayor
cantidad, por esta razén se decidié trabajar con esta fraccion para caracterizar los posibles

compuestos presentes mediante cromatografia en capa fina.
3.3 Cromatografia en capa fina
3.3.1 Cromatografia en capa fina de la fraccién flavénica de hojas y flores

Se procedio a eluir la fraccion flavonica previamente preparada en la fase mévil de cloroformo:
metanol: agua, en proporciones (40:9:1), se puede observar que presentd buena resolucion,
presencia de manchas separadas los cuales son los compuestos de la fraccion. Al no encontrar
en bibliografia valores de Rf de los flavonoides aislados en esta fase movil, se eluyd los
estandares luteolina, quercetina y apigenina.

A Jarga UV— 365nm A corta uv— 254nm A corta UV— 254nm

Apigenina
Luteolin .
Quercetina

Hojas Flores Hojas Flores Estandares

Figura 10-3: Cromatografia en capa fina de la fraccion flavénica de las hojas y flores de

Pelargonium x domesticum L.H. Bailey
Realizado por: Ana Sanchez, 2015
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CUADRO 3-3: Resultados de la determinacion de Rf de la cromatografia en capa fina de la

fraccion flavénica de hojas y flores de Pelargonium x domesticum L.H. Bailey

MUESTRAS | OBSERVADAS Rf COMPUESTO IDENTIFICADO

1 0,17 Miricetina
2 0,22 -

Hojas 3 0,32 -
4 0,64 Isoquercitrina
5 0,76 Quercetina
1 0,29 Rutina

Flores 2 0,35 Kaempferol- 7-neohesperidésido
3 0,58 -
4 0,82 Luteolina
1 0,77 Quercetina

Estandares 2 0,82 Luteolina

3 0,87 Apigenina

Realizado por: Ana Sanchez, 2015

Adsorbentes: Silica gel 60PF 254 (Sigma Aldrich)
Sistema de solventes: Cloroformo-metanol-agua (40-9-1)
Revelador: UV X arga A corta

La constante dieléctrica de la fase movil utilizada es 11,44 y al calcular los Rf para los
estandares y extractos, se puede indicar que la quercetina, miricetina e isoquercitrina estan
presentes en la fraccion flavdnica de las hojas, lo cual coincide con un estudio realizado con
hojas de especies de Pelargonium donde resaltan la presencia de constituyentes flavénicos
donde la quercetina y la miricetina esta universalmente presente, excepto en P. dichondrifolium

y P. sidoides. (williams, Newman, & Gibby, 2000, p.120)

En las flores se detect6 la presencia de kaempferol- 7-neohesperidésido, rutina y luteolina, asi
podemos confirmar lo enunciado en un estudio realizado con los pétalos de las flores de
Pelargonium donde indican que las antocianidinas estdn acompafiadas por los flavonoides

glicoésidos del kaempferol y luteolina como compuestos mayoritarios. (Mitchell, Markham, & Boase,
1998, p. 356).

Segln Wagner & Bladt, 2001, los Rf para la fase movil de cloroformo: acetona: acido acético
(75:16,5:8,5) cuya constante dialéctrica es 11,99 la cual es muy cercana a la polaridad de la fase

movil que se utilizo, sefiala que posiblemente pueden corresponder a la presencia de miricetina
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(flavonoide aglicona) e isoquercitrina para hojas; rutina y kaempferol- 7-neohesperiddsido para

flores, los tres ultimos compuestos identificados pertenecen a los flavonoides glicosilados.
3.4 Cuantificacion de fenoles y flavonoides totales
3.4.1 Cuantificacién de fenoles totales

Se cuantificd los fenoles totales mediante el método Folin-Ciocalteu, primero se elabor6 la
curva de calibracion del estandar acido galico y se obtuvo la ecuacién de la recta cuyo

coeficiente de correlacion R?= 0,9919.

CUADRO 4-3: Curva de calibracion de acido galico

por el método de Folin-Ciocalteu.

CURVA DE CALIBRACION ACIDO GALICO

Concentracion Absorbancia
(Ppm)
5 0,139
10 0,145
20 0,157
40 0,176
60 0,191

Realizado por: Ana Sanchez, 2015

Curva de calibracién de acido galico
0,25
0.2 y = 0,0009x + 0,136
© R2=0,9919
2 0,15 .
S e —o— Absorbancia
Ke]
S ~— Interpolacion Flores
2 01
< Interpolacién Hojas
0,05 —— Lineal (Absorbancia)
0
0 20 40 60 80
Concentracion, ppm

Figura 11-3: Curva de calibracion del estandar de &cido galico por el método

de Folin-Ciocalteu.
Realizado por: Ana Sanchez, 2015
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Al tomar la lectura de las absorbancias de los dos extractos hojas y flores de Pelargonium x
domesticum encontramos que las diluciones de mayor concentracion presentan mayor
coloracion y por ende mayor absorbancia y estas son: extracto de hojas metanolico 60% con una
A= 0,174 y extracto de flores metandlico 60% con una A= 0,176.

Podemos observar en la gréfica de la curva de calibracion la interpolacion de los datos de las
dos muestras leidas en espectrofotometro, de la cual se obtuvo la concentracion de 8,89mg de
acido galico/g de flores secas y la concentracion de 12,67mg de &cido gélico/g de hojas secas.
Los valores obtenidos demuestran la presencia de compuestos fenolicos expresados como
miligramos de &cido galico por gramos de muestra seca de hojas y flores del Pelargonium x

domesticum, en una cantidad significativa.

3.4.2 Cuantificacion de flavonoides totales

Se cuantificaron los flavonoides totales mediante un método colorimétrico, primero se elabord
la curva de calibracion del estandar quercetina y se obtuvo la ecuacién de la recta cuyo
coeficiente de correlacion R*=0,9916

CUADRO 5-3: Curva de calibracién de quercetina por el método

de tricloruro de aluminio

CURVA DE CALIBRACION DE QUERCETINA

Concentracion (ppm) Absorbancia
20 0,019
40 0,041
60 0,061
80 0,075
100 0,091

Realizado por: Ana Sanchez, 2015
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Curva de calibracion de quercetina
0,1
0,09 / y = 0,0009x + 0,004
0,08 R?=0,9916
< 0,07 ya
2006 / _
S 0,05 —&— Absorbancia
2 0,04 /
< 0,03 —-—Interpolacion Flores
0,02 /
0,01 Interpolacion Hojas
0
0 50 100 150 ——Lineal (Absorbancia)
Concentracion, ppm

Figura 12-3: Curva de calibracion del estandar de quercetina
Realizado por: Ana Sanchez, 2015

De igual forma al tomar la lectura de las absorbancias de los dos extractos hojas y flores de
Pelargonium x domesticum encontramos que las diluciones de mayor concentracién presentan
mayor coloracién y por ende mayor absorbancia y estas son: extracto de hojas metandlico 60%

con una A= 0,066 y extracto de flores metanélico 60% con una A= 0,061.

Podemos observar en la grafica de la curva de calibracion la interpolacion de los datos de las
dos muestras leidas en espectrofotometro, de la cual se obtuvo la concentracion de 3,17mg de
quercetina/g de flores secas y la concentracion de 3,44mg de quercetina/g de hojas secas. Los
valores obtenidos demuestran la presencia de flavonoides totales expresados como miligramos
de quercetina por gramos de muestra seca de hojas y flores del Pelargonium x domesticum, en

una cantidad significativa.

3.5 Actividad cicatrizante in vitro mediante inhibicion de la hialuronidasa

Para comprobar la actividad cicatrizante in vitro de la fraccion flavonica tanto de hojas como
flores se utilizd el acido hialurénico y la hialuronidasa tanto bovina como del veneno de cobra

para el desarrollo de los ensayos.

El &cido hialurénico es un componente principal de la matriz extracelular, esta distribuido a lo
largo del tejido conectivo y epitelial, juega un papel esencial en la actividad cicatrizante, este
contribuye significativamente en la proliferacion y migracion celular, crece desde la base de la
herida y promueve la migracion de fibroblastos y células endoteliales dentro del sitio de la

herida. (Subalakshmi, y otros, 2014, pp.127-131).
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3.5.1 Inhibicidn de la hialuronidasa bovina

CUADRO 6-3: Porcentaje de inhibicion de la hialuronidasa bovina por efecto de las fracciones
flavénicas de las hojas y flores del Pelargonium x domesticum L.H. Bailey

MATERIAL FRACCION CONCENTRACION | % INHIBICION
VEGETAL FLAVONICA mg/ml

0,625 90,89

1,500 66,20

2,500 39,36

Hojas 5,000 16,47

10,000 10,35

20,000 2,77

Pelargonium x 0,625 92.49

domesticum 1,500 66,55

2,500 42,71

Flores 5,000 22,23

10,000 13,63

20,000 4,81

Realizado por: Ana Sanchez, 2015

En el cuadro N° 3-3 se puede observar que en los diferentes tratamientos empleados con la
fraccion flavonica de hojas y flores del Pelargonium x domesticum se evidenci6 una actividad
inhibitoria sumamente interesante, en hojas se obtuvo un 90,89% de inhibicion de la
hialuronidasa bovina en la dosis de 0,625mg/mL y para flores un 92,49% de inhibicion a la

misma dosis, esto quiere decir que a menor dosis mayor efecto inhibitorio.

Con estos resultados se puede demostrar la especificidad de la fraccién flavonica, es decir
cuanto mayor es la potencia de los compuestos flavonicos se requiere una menor dosis porgue
actla exclusivamente en la hialuronidasa y menor son las probabilidades de que tengan gran

importancia otros lugares de accion.

Al comparar los resultados con los de Monge (2015, pp. 24-26) Se puede ver que la fraccion
flavonica solo de las hojas de Plectranthus amboinicus presentan una inhibicion de
hialuronidasa bovina del 82,5% en la dosis de 20 mg/mL lo que aqui se demostro que a mayor
dosis mejor efecto inhibitorio, debido al sinergismo que existe entre los compuestos flavonicos

de esta planta.

44



Al comparar los resultados de Sahasrabudhe & Deodhar (2010, pp. 299-303) que realizaron la inhibicion
de la hialuronidasa bovina con fraccion de acetato de etilo de hojas de Garcinia indica partiendo
de un extracto metanolico, indican que ha muy bajas concentraciones de la fraccion inhiben
significativamente a la hialuronidasa a 0,025 mg/mL inhiben un 88,03%. Se puede decir que a
dosis bajas mejor efecto inhibitorio, de igual manera ocurrre con el Pelargonium x domesticum

L.H. Bailey.

% Inhibicion de hialuronidasa bovina por las fracciones
flavénicas de hojas y flores

100
90
80
70

60

50 \

40 -

30

20

10

0 . .
0 5 10 15 20 25

ppm

=0="0 INHIBICION HOJAS
== INHIBICION FLORES

% Inhibicion

Figura 13-3: Curva del % de inhibicién de la hialuronidasa bovina por efecto de
las fracciones flavdnicas de hojas y flores del Pelargonium x domesticum
L.H. Bailey

Fuente: Ana Sanchez, 2015
En la Figura 13-3, se puede observar que la fraccion flavonica de la flores del Pelargonium x
domesticum presenta un mayor porcentaje de inhibicion de la hialuronidasa bovina a una menor
concentracion o dosis la cual es 0,625mg/mL, ocurre de igual manera con la fraccion de las
hojas; es decir, a una menor concentracion se logra un mayor porcentaje de inhibicion para esta

enzima.

Se puede decir que a concentraciones mayores de fraccion flavonica sea de hojas o flores
tienden a formar complejos lo que dificulta la inhibicion enzimatica pero mientras la dosis sea
menor los compuestos estdn mas libres y pueden actuar de mejor manera inhibiendo mayor

porcentaje de hialuronidasa bovina.
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3.5.2 Inhibicion de la hialuronidasa del veneno de cobra Naja naja.

CUADRO 7-3: Porcentaje de inhibicion de la hialuronidasa del veneno de cobra Naja naja
por efecto de la fraccion flavonica de hojas y flores del Pelargonium x
domesticum L.H. Bailey.

FRACCION FLAVONICA CONCENTRACION mg/ml % INHIBICION
0,625 28,17
1,500 17,23
Hojas 2,500 13,43
5 10,57
10 8,13
20 2,67
0,000000009 60,67
0,000005 37,89
0,625 30,70
15 19,19
Flores 25 15,59
5 12,47
10 10,07
20 4,80

Realizado por: Ana Sanchez, 2015

Segun el cuadro 7-3, la fraccion flavonica de las flores presenta mejores resultados en cuanto a
los tratamientos de las hojas. La fraccion flavonica de las flores de Pelargonium x domesticum
L.H. Bailey a la dosis de 0,000000009mg/mL permite el 60,67% de inhibicién de hialuronidasa
encontrada en dicho veneno, las demas dosis realizadas en esta investigacion son aceptables, es
decir, que a dosis bajas se inhibe significativamente la hialuronidasa del veneno de cobra. Para
las hojas, a una concentracion de 0,625mg/mL admite un 28,17% de inhibicidn, es decir, si se

diluye atin més la concentracién se puede llegar a un significativo efecto inhibitorio.

La mezcla del veneno de cobra con el acido hialurénico produce una turbidez, precipitacién o
floculacion del medio; indicativo de la maxima actividad de la hialuronidasa en degradar al
acido hialurénico, una vez que las fracciones flavonicas actian sobre dicha mezcla no permiten
el progreso de la reaccion, es decir, la presencia del precipitado disminuye y va aumentando la

actividad inhibitoria de la fraccién flavonica.
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Figura 14-3: Curva del % de inhibicion de la hialuronidasa del veneno de cobra Naja
naja por efecto de fraccion flavonica de flores del Pelargonium x domesticum

L.H. Bailey
Realizado por: Ana Sanchez, 2015

En la Figura 14-3 se observa que la fraccion flavénica de la flores del Pelargonium x
domesticum L.H Bailey a 0,000000009mg/mL presenta un 60,67% inhibicion de la
hialuronidasa del veneno, mientras que a una dosis alta de 20mg/mL presenta solo el 4,80% de
inhibicién. En las hojas se presenta un 28,17% de inhibicion de la hialuronidasa a 0,625mg/mL
y un 2,67% de inhibicion a una concentracion mayor de 20mg/mL, si se seguiria diluyendo la
concentracion se obtendria mayor porcentaje de inhibicién. Tanto para flores y hojas existe una

mayor inhibicion de la hialuronidasa del veneno de cobra Naja naja a pequefias concentraciones.

CUADRO 8-3: Efecto de la fraccion flavdnica de hojas del Pelargonium x domesticum L.H.
Bailey en la inhibicidn de la hialuronidasa del veneno de cobra Naja naja.

Tiempo | Actividad | 0,625 1,5 2,5 5 10 20

seg Maxima | mg/ml | mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml

0 0,040 0,023 0,027 0,030 0,034 0,038 0,041
30 0,060 0,032 0,035 0,045 0,050 0,056 0,058
60 0,077 0,044 0,048 0,059 0,065 0,077 0,077
90 0,096 0,062 0,073 0,077 0,083 0,091 0,095
120 0,112 0,078 0,092 0,097 0,099 0,105 0,111
150 0,127 0,099 0,105 0,109 0,112 0,117 0,124
180 0,139 0,099 0,115 0,120 0,124 0,128 0,135
210 0,139 0,097 0,115 0,121 0,124 0,128 0,136
240 0,139 0,087 0,115 0,121 0,124 0,127 0,136
270 0,139 0,075 0,093 0,111 0,114 0,117 0,127
300 0,139 0,057 0,076 0,090 0,090 0,098 0,119

Realizado por: Ana Sénchez, 2015
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Figura 15-3: Curva del efecto de la fraccion flavonica de hojas del Pelargonium x domesticum

L.H. Bailey en inhibicion de hialuronidasa del veneno de cobra
Realizado por: Ana Sanchez, 2015

En la Figura 15-3, se puede observar la curva de maxima actividad de la hialuronidasa presente
en el veneno de cobra, la cual interviene en la degradacién del &cido hialurénico liberando N-

acetilglucosamina y acido glucurénico.

Cuando esta enzima interacciona con la fraccion flavonica de las hojas se ve inhibida de manera
competitiva, se puede decir que se mantendria el balance entre el acido hialurénico generado y
el que se degrada. A una concentracion de 0,625mg/mL de compuestos flavénicos de las hojas
se liberaria menor cantidad de N-acetilglucosamina a los 150 segundos de la reaccion por que la
absorbancia se mantiene y luego empieza la curva a decrecer, se demuestra que a menor
concentracion de fraccion flavonica, menor cantidad de N-acetilglucosamina y por ende mayor

porcentaje de inhibicion de la enzima hialuronidasa.

Al comparar los resultados de Monge (2015, pp. 24-26) obtenidos en el ensayo de inhibicién de
hialuronidasa de veneno de cobra Naja naja por efecto de la fraccion flavonica de las hojas de
Plectranthus amboinicus presenta una excelente inhibicién de la hialuronidas a una dosis de 20

mg/mL a los 180 segundos de la reaccién, siendo a mayor dosis mejor efecto inhibitorio.
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CUADRO 9-3: Efecto de la fraccion flavonica de flores del Pelargonium x domesticum L.H.
Bailey en la inhibicion de la hialuronidasa del veneno de cobra Naja naja.

Tiempo Méxima 0,000000009 0,000005 0,003 0,625 15 25 5 10 20

seg actividad mg/ml mg/ml mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
0 0,039 0,006 0,013 0,019 | 0,022 @ 0,025 0029 | 0032 | 0,036 | 0,038
30 0,060 0,012 0,021 0,032 | 0,030 | 0,034 | 0,046 | 0,048 | 0,052 | 0,056
60 0,077 0,028 0,037 0,041 | 0,043 A 0,048 A 0,058 | 0,062 | 0,074 | 0,077
90 0,095 0,051 0,059 0,062 | 0,068 | 0,071 | 0,075 | 0,080 | 0,088 | 0,092
120 0,111 0,065 0,071 0,076 & 0,081 & 0,088 | 0,096 | 0,096 | 0,101 | 0,106
150 0,124 0,071 0,086 0,092 | 0,096 | 0,200 | 0,206 | 0,110 | 0,114 | 0,120
180 0,139 0,071 0,086 0,092 ' 0,09 | 0,112 A 0117 | 0,122 | 0,125 | 0,132
210 0,139 0,071 0,086 0,092 | 0,096 | 0,112 | 0,118 | 0,122 | 0,125 | 0,132
240 0,139 0,053 0,060 0,073 | 0,084 | 0,112 A 0,118 | 0,120 | 0,125 | 0,129
270 0,139 0,029 0,035 0,052 | 0,067 | 0,095 | 0,101 | 0,097 | 0,102 | 0,109
300 0,139 0,005 0,015 0,036 & 0,054 @ 0,078 | 0091 | 0,086 | 0,088 | 0,097

Realizado por: Ana Sanchez, 2015
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Figura 16-3: Curva del efecto de la fraccion flavénica de flores del Pelargonium x domesticum

L.H. Bailey en inhibicion de hialuronidasa del veneno de cobra
Realizado por: Ana Sanchez, 2015

En la Figura 16-3, de igual manera se observa la curva de maxima actividad de la hialuronidasa
presente en el veneno de cobra la cual interviene en la degradacién del acido hialurdnico

liberando N-acetilglucosamina y &cido glucurénico.
Cuando la hialuronidasa interacciona con 0,000000009 mg/ml de fitocompuestos flavonicos de

flores se liberaria en menor cantidad de N-acetilglucosamina y a los 150 segundos de la

reaccion se mantiene la absorbancia y después empieza a decrecer la curva. Se demuestra que a

49



menor concentracion de fraccion flavonica, menor cantidad de N-acetilglucosamina liberada y

por ende mayor porcentaje de inhibicion de la enzima hialuronidasa.

3.5.3 Andlisis estadistico

Con los datos obtenidos del porcentaje de inhibicion de la hialuronidasa bovina por efecto de los
tratamientos de la fraccidn flavonica de las hojas y flores, se analiz6 la normalidad de los datos
mediante el test de Shapiro-Wilk. Para los tratamientos de las hojas se obtuvo un p
evalue=0,659 y para las flores un p evalue =0,227 al comparar con el nivel de significancia
(0,05) podemos observar que los p evalue son mayores al nivel de significancia, afirmando la

normalidad de los datos.

De igual manera con los datos obtenidos del porcentaje de inhibicion de la hialuronidasa
presente en el veneno de cobra por efecto de los tratamientos de fraccion flavénica de las hojas
y flores, se analizd la normalidad de los datos mediante el test de Shapiro-Wilk. Para los
tratamientos de las hojas se obtuvo un p evalue=0,239 y para las flores un p evalue =0,167 al
comparar con el nivel de significancia (0,05) podemos observar que los p evalue son mayores al
nivel de significancia, afirmando la normalidad de los datos.

Con los mismo datos se realizé un analisis de varianza y un post-test de TUKEY, para

comprobar la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos como p<0.05 se

considero que existe una diferencia muy significativa tanto para hojas y flores.
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CONCLUSIONES

1. Se realiz6 el control de calidad del Pelargonium x domesticum L.H. Bailey tanto de las
hojas como de las flores secas que posteriormente se emplearon en las diferentes ensayos,
tanto la humedad, cenizas totales, cenizas solubles en agua, cenizas insolubles en &cido
clorhidrico, estos parametros de calidad estan dentro de los valores establecidos por la USP
# 28, indicando que existio adecuada recoleccion de la materia prima sin ningln tipo de
contaminacion; a la vez las condiciones de secado, conservacion y almacenamiento fueron

correctas.

2. Se realiz6 la caracterizacién fitoquimico de los extractos de las hojas y flores del
Pelargonium x domesticum L.H. Bailey, en ambos extractos resaltd la presencia de
fitoconstituyentes fendlicos sobre todo flavonoides y taninos en su mayoria, sin descarta la

presencia de compuestos como alcaloides, terpenos, azlcares reductores, saponinas.

3. Se obtuvieron los extractos metanolicos al 60% de las dos partes aéreas hojas y flores del
Pelargonium x domesticum L.H. Bailey utilizando el método de reflujo, se sometieron a la
separacion de los compuestos fendlicos obteniendo asi la fraccion flavénica de coloracion

verde oscuro y amarillo verdoso respectivamente.

4. Se identifico cualitativamente los compuestos presentes en la fraccion flavonica mediante
cromatografia en capa fina utilizando una fase mévil cloroformo-metanol-agua (40:9:1), se
confirmd la presencia de quercetina, isoquercitrina y miricetina en hojas mientras que en

flores se encontré rutina, luteolina y kaempferol- 7-neohesperidésido.

5. Se determind la actividad inhibitoria de la fraccion flavonica del Pelargonium x domesticum
L.H. Bailey en la hialuronidasa bovina, tanto en hojas y flores la dosis de 0,625mg/mL dio
un mayor porcentaje de inhibicién teniendo mejores resultados en flores, en este caso a

menor dosis mayor efecto inhibitorio.

6. Se comprobo el efecto inhibitorio de la fraccién flavonica del Pelargonium x domesticum
L.H. Bailey en la enzima hialuronidasa encontrada en el veneno de cobra, donde las dos
partes aéreas de la materia vegetal se le atribuye mas del 50% de inhibicion a dosis mas
diluidas 0,000000009 mg/mL, cabe destacar que el mejor tratamiento se obtiene de las

flores.
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7. Por medio de esta investigacion se puede concluir que los extractos de las hojas y flores del
Pelargonium x domesticum L.H. Bailey poseen actividad inhibitoria sobre la hialuronidasa a
pequefias concentraciones, lo cual ofrece un mejor efecto cicatrizante en pacientes con

heridas complicadas o que sufren de pie diabético.
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RECOMENDACIONES

Cuando se realiza un ensayo enzimatico es recomendable trabajar sobre una area totalmente
limpia para evitar algun tipo de contaminacion, a la vez se debe respetar los tiempos
establecidos de medicidn porque estos métodos son muy sensibles.

Se recomienda continuar con el estudio de la evaluacion de la actividad cicatrizante

realizando una formulacion farmacéutica en modelos de experimentacion in vivo.
Es aconsejable realizar un estudio mas exhaustivos sobre los constituyentes flavénicos

presentes en las hojas y flores del Pelargonium x domesticum L.H. Bailey, para de este

modo determinar que compuesto es causantes de la actividad bioldgica.
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ANEXOS

ANEXO A: Materia prima Pelargonium x domesticum L.H. Bailey

Fuente: Ana Sanchez, 2015

ANEXO B: Parametros de calidad del material vegetal

Fuente: Ana Sanchez, 2015

ANEXO C:Obtencion de extractos de flores y hojas del Pelargonium x domesticum L.H. Bailey

Fuente: Ana Sanchez, 2015



ANEXO D: Tamizaje fitoquimico de los extractos

Fuente: Ana Sanchez, 2015

ANEXO E: Obtencion de la fraccion flavénica de las hojas y flores del Pelargonium x
domesticum L.H. Bailey

Fuente: Ana Sanchez, 2015



Fuente: Ana Sanchez, 2015

ANEXO F: Fraccidn flavonica de flores y hojas

Fuente: Ana Sanchez, 2015



ANEXO G: Cromatografia en capa fina

Fuente: Ana Sanchez, 2015

ANEXO H: Preparacion del reactivo de Folin Ciocalteu
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Fuente: Ana Sanchez, 2015

ANEXO I: Cuantificacion de compuestos fendlicos totales

Fuente: Ana Sanchez, 2015



ANEXO J: Cuantificacion de compuestos flavonicos

Fuente: Ana Sanchez, 2015

ANEXO K: Ensayo de inhibicion de la hialuronidasa bovina

Fuente: Ana Sanchez, 2015

ANEXO L: Ensayo de inhibicion de la hialuronidasa del veneno de cobra

Fuente: Ana Sanchez, 2015



ANEXO M: Andlisis estadistico de los resultados de la inhibicion de la hialuronidasa bovina
por efecto de las hojas

One Way Analysisof Varnee Martas, octubre 06,2013, 12:36:39
Data source: Data | in Notsbook]

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (F=0,639)

Equal Variance Test:  Passed (P=0,336)

GroupName N Missmg Mean StdDer SEM
Coll 3 0 20889 0139  0,0803

Col2 3 0 6624 023 0129
Col3 3 0 393 00995 0,057%

Cold 3 0 16471 074 0424

Col 3 0 10M3 0492 0284

Col 3 0 170 03% 0196

Sourceof Variation ~ DF 58 S F P
Betwam Croups I O1BIE9I9E  IGTTEED  I23TLMS  =0.001
Residusl 12 1951 018

Total 17 18199

The diffzrancas in the masn valuss among tha treatment sroups are ereater thanwould beexpactad by
chance; thera is a statistically significant differanca (P =<0,001).

Power of performadtast withalpha=0,030: 1,000

All Pairwise Multipls Comparison Procadures (Tuksy Tast):

Comparisons for factor:

Comparison Diffof Means p q P P=0,050
Collvs Col 6 88119 6 378489 <0001 Vas
Collws Col 3 80,340 6 343934 <0001 Vas
Coll ws. Col 4 74418 6 319639 <0001 Vas
Collws Col 3 51330 6 121333 <0001 Vas
Coll ws Col2 24 683 6 106025 <0001 Vas
Coll v Col 6 6344 6 272463 <0001 Vas
Col2 ws, Col 3 33,833 6 130208 <0001 Vas
Coll vs. Col 4 49,733 6 2113614 <0001 Vas
Coll ws Col 3 16,846 6 115308 <0001 Vas
Cold vs. Col 6 36,389 6 157156 <0001 Vas
Cold ws, Col 3 29,009 6 14801 <0001 Vas
Cold vs. Col 4 22887 6 98306 <0001 Vas
Cold vs, Col 6 13,701 6 3BM9 <0001 Vas
Cold vs. Col 5 6122 6 262195 <0001 Vas
Cold v Col 6 1571 6 3135 <0001 Vas

Fuente: Ana Sanchez, 2015



ANEXO N: Analisis estadistico de los resultados de la inhibicién de la hialuronidasa bovina
por efecto de las flores

One Way Analysisof Varance Martas, octubee 06,2015, 12:35:33
Data source: Data | in Notsbook|

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P=0,227)

Equal Variance Test:  Passed (P=0,139)

Group Name N  Missing Mean  StdDev SEM
3

Coll 0 02493 0,131 00758

Col2 3 0 66,346 1337 0,772

Coll i 0 272 0378 0,217

Cold 3 0 22230 0313 0,181

Col3 3 0 13,630 0431 0,260

Col6 i 0 4810 0213 0,123

Source of Varmtion DF 55 AMS F P
Batwaan Groups 5 17148035 3420611 B973 342 0,001
Rasidual 12 4585 0382

Total 17 17152640

The diffarancas in the masn values among the traatment eroups ars eraatar than would beexpactad by
chanea; thara is a statistically sipnificant differanca (P =<0, 001).

Power of parformadtest withalpha=0,030: 1,000

All Pairwise Multipls Comparison Procaduses (Tukev Test):

Comparisons for factor

Comparison Diffof Means p q P P=0,050
Coll vs. Col 8 87.682 6 245686 <0001 Vas
Coll ws. Col 3 78,863 6 220574 <0001 Vas
Coll vs. Col 4 70,263 6 196876 <0001 Vas
Coll vs. Col 3 49781 6 139487 <0001 Yas
Coll vws. Col 2 23547 6 TL703 <0001 Vas
Col2 vs. Col 6 61,736 6 172883 <0001 Vas
Col2 ws. Col 3 32916 6 148271 <0001 Vas
Col2 vs. Col 4 44316 6 124173 <0001 Yas
Col2 vs. Col 3 2384 6 6678 <0001 Yas
Cold vs. Col 6 37.901 6 106200 <0001 Vas
Cold ws. Col 3 29,082 6 BL488 <0001 Vas
Col2 vs. Col 4 20,481 6 37389 <0001 Vas
Cold vs. Col 6 17420 6 48810 <0001 Yas
Cold vs. Col 3 8600 6 24000 <0001 Vas
Cold vs. Col 6 8519 6 24712 <0001 Vas

Fuente: Ana Sanchez, 2015



ANEXO O: Analisis estadistico de los resultados de la inhibicién de la hialuronidasa del
veneno de cobra por efecto de las hojas

One Way Anabsisof Varanes Martes, octubre 06,2015, 12:28:23
Data source: Data | in Notebook]

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P=0139)

Equal Variance Test:  Passed (P=0,186)

GroupName N Missmg Mean StdDev SEM

Coll 3 0 28167 0503 0291
Col2 3 0 17283 0T 0406

Col3 3 0 1341 0482 0267

Cold 3 0 1057 04M 0233

Col 5 3 0 8133 04M 02133

Col6 3 0 1667 0404 0233

Sourceof Vartion ~ DF &S S F P
Bistwaan Croups 51151140 23218 932868 0,001
Residual 12 1800 0242

Total 17 1154040

The diffarences in the mean valuss among the treatment proups are greater than would beexpactad by
chanca; thera is a statistically sisnificant differanca (P =<0 001).

Powar of parformed test withalpha=0.030: 1,000

All Pairwise Multipls Comparison Proceduses {Tukev Tast):

Comparisons for factor:

Comparison Diffof Means p q P P=0,050
Coll ws Col & 25,300 6 89845 <0001 Vas
Collws Cal 2 20,033 6 7058 <0001 Vas
Coll vs Col 4 17,600 6 62010 <0001 Vas
Collws Coll 14733 6 31910 <0001 Vas
Collws Col2 10,933 6 3832 <0001 Yas
Collws Col & 14587 6 3383 <0001 Vas
Collws Col 3 9,100 6 32062 <0001 Vas
Coll ws Col 4 6,667 6 13489 <0001 Vas
Collws Col 2 3800 6 13389 <0001 Yas
Col3 vs. Col & 10,767 6 3794 <0001 Yas
Col3ws Col 3 3300 6 1867 <0001 Yas
Col3ws Cold 1867 6 10100 <0001 Vas
Cold vs. Col & 7500 6 1784 <0001 Vas
Cold ws Col 2 2433 6 8373 <0001 Vas
Col3ws. Colf 3467 6 19261 <0001 Vas

Fuente: Ana Sanchez, 2015



ANEXO P: Analisis estadistico de los resultados de la inhibicion de la hialuronidasa del veneno

de cobra por efecto de las flores
H(]ne Way Analysis of Variance Martes, octubre 06, 2015,12:20:23
Data source: Data 1 n Notebookl
Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P=0,167)

Equal Variance Test:  Passed (P=0,171)

Group Name N Missing Mean  SidDev  SEM

Coll 3 0 60671 1,089 0,634

Col2 3 0 37,200 0413 0,240

Col 3 3 0 30,693 0413 0,240

Cold 3 0 19183 0415 0.240

Col 3 3 0 15,588 0831 0480

Colf 3 0 12470 0415 0,240

Col7 3 0 10,072 0,719 0413

Col & 3 0 4,796 0413 0,240

Source of Variation DF 55 M5 F P
Between Groups 7 7116523 1016646 2481173 <0001
Residual 16 6,336 0410

Total 23 7123079

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; thereis a statistically significant difference (P = <0,001).

Power of performedtest with alpha=10,030:1,000

Multiple Comparnsons versus Contrel Group (Dunnett's Method):

Comparnsons for factor:

Comparison Diff of Means q' P P=0,050
Collws. Col & 55,875 106908 <0001 Yes
Collws. Cal 7 50,600 06,813 <0,001 Yes
Collws. Col 6 48201 02225 <0001 Tes
Collws. Col 3 43,084 g6,260  <0,001 Yes
Collvs. Cold 41487 79378 <0001 Yes
Collws. Col 3 20076 37354 <0001 Yes
Collwvs. Col 2 22,782 43580 =0.001 Yes

Fuente: Ana Sanchez, 2015



