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RESUMEN

Evaluar el efecto cicatrizante de Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca) mediante lesiones
inducidas en ratones (Mus musculus), el estudio se realiz6 en los laboratorios de Productos
Naturales y Bioterio de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
Se realiz6 el control de calidad del material vegetal los mismos que se encuentran dentro de las
normas establecidas. Los extractos al 75%, 50% y 25%, se elaboraron por el método de maceracion
con alcohol al 96%, se determind el perfil fitoquimico para identificar los metabolitos presentes en
la especie, se aislo flavonoides por Cromatografia en Capa Fina y se cuantificd la concentracién de
flavonoides y compuestos fenolicos totales por Espectrofotometria. Para garantizar la calidad del
extracto se determind parametros fisico-quimicas, caracteristicas organolépticas y microbiol6gicas.
Se evalud la actividad cicatrizante mediante lesiones inducidas en el dorso de 24 ratones (Mus
musculus), distribuidos en 6 grupos: (Sin tratamiento) Control-; (Acetato de Prednisolona-
Neomicina Sulfato) Control + y (Alcohol al 40%) Control +; Tratamiento con extracto al 75 %;
Tratamiento con extracto al 50 % y Tratamiento con extracto al 25 %, el cual fueron administradas
por via tépica. Por medio del analisis estadistico se evaluaron los resultados con un intervalo de
confianza del 95%, se comprobd que los extractos poseen actividad cicatrizante, reduciendo el
proceso de cicatrizacion. Se concluyd que el extracto alcohdlico al 75 % es efectivo en
comparacion a los deméas grupos de investigacion ya que su dia de cicatrizacion fue de 8 dias,
siendo el tratamiento méas efectivo. Se recomienda a los estudiantes de Bioquimica y Farmacia
realizar mas estudios sobre Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de VVaca), debido que presenta otras

propiedades farmacol6gicas como diuréticas, digestivas, antioxidantes.

PALABRAS CLAVES: <PATA DE VACA [BAUHINIA TARAPOTENSIS BENTH]>
<ACTIVIDAD CICATRIZANTE> < RATONES [MUS MUSCULUS]><PERFIL
FITOQUIMICO><COMPUESTOS FENOLICOS>
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SUMMARY

To evaluate the healing effect of Bauhinia tarapotensis Benth (Cow Leg) by induced in mice (Mus
musculus) injuries, this study was conducted in the laboratories of Natural Products and Bioterio
from Science Faculty at the Polytechnic School of Chimborazo. Quality control of plant material
were carried out which have the established standards. Extracts of 75%, 50% and 25% were
prepared by the method of maceration with 96% alcohol, the phytochemical profile was determined
in order to identify metabolites in the species, flavonoids were isolated by chromatography thin
layer, in which quantified the total concentration of flavonoids and phenolic compounds by
spectrophotometry. To ensure the quality of the extract were determined physicochemical
parameters, organoleptic and microbiological characteristics. The healing activity was assessed by
induced injuries on the backs of 24 mice (Mus musculus), they were divided into 6 groups:
(untreated) Control -; (prednisolone acetate- neomycin sulfato) control + and (40% alcohol) Control
+; extract treatment with 75%; 50% and 25%, which were administered topically. By statistical
analysis were evaluated results with a confidence interval of 95%, it was found that extracts having
healing activity, reducing the healing process. It concluded that 75% of alcoholic extract is
effective compared to other research groups as their day of healing was 8 days, being this the most
effective treatment. It suggests to Students from biochemistry and pharmacy carry out studies about
Bauhinia tarapotensis Benth (Cow Leg), due to it has other pharmacological properties as a

diuretic, digestive and antioxidants.

KEY WORDS: <COW LEG [BAUHINIA TARAPOTENSIS BENTH]> <HEALING ACTIVITY>
<MICE [MUS MUSCULUS]> <PHYTOCHEMICAL PROFILE> <PHENOLIC COMPOUNDS>
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INTRODUCCION

Anualmente, alrededor de 100 millones de personas adquieren cicatrices de diferentes formas
causales, tenemos por ejemplo provocadas por quemaduras, accidentes de diferentes indoles,
ruptura de tejidos; las cicatrices necesitan de un tratamiento seguro y rapido lo cual hace que la
actividad cicatrizante sea un desafio terapéutico. Desde hace algun tiempo atrds investigadores y

comunidades médicas han averiguado como optimizar el tratamiento para la cicatrizacion (Velandia,
D. 2009, pp. 13-14).

En todo el mundo, hace més de 30 afios se ha retomado nuevamente la utilizacion de
Fitomedicamentos que se han elaborados a base de plantas medicinales para tratamientos
fitoterapedtico, enfermedades comunes como resfrios, hipertension, etc. La gran diversidad de
estudios cientificos ha venido a sostener que este tipo de enfermedades pueden ser tratadas con la
Fitoterapia, en nuestros dias se estima que el 80% de la poblacién mundial recurre a la medicina

tradicional para atender necesidades basicas de asistencia médica (Chateauneuf, R. 2012, pp. 3-5)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha definido a la Fitomedicina como el estudio de
principios activos de origen vegetal en terapéutica, fundando en el conocimiento cientifico
moderno, esto es un pilar fundamental para la farmacologia, la terapia moderna como la
farmacodinamia, farmacocinética, ademas implica estudios preclinicos, clinicos por medios

reconocidamente validados por la comunidad cientifica (Chateauneuf, R. 2012, pp. 3-5).

Tradicionalmente los productos naturales y la medicina han estado vinculados con el uso directo de
plantas medicinales, basados en conocimientos empiricos sobre las plantas curativas por los
diferentes grupos étnicos a lo largo de todo el mundo. Actualmente el tema de salud en Ecuador es
un aspecto de prioridad es por ello que resulta fundamental conocer actividades bioldgicas de las
plantas medicinales, para tratar enfermedades, en nuestro pais no existe suficiente informacion
sobre la inmensa cantidad de plantas medicinales y menos sobre las propiedades terapéuticas. Por
este motivo es indispensable evitar el desgaste del conocimiento tradicional que poseen los pueblos
aborigenes de nuestro pais, mejorar las condiciones socioecondémicas de las comunidades que usan

y comercializan sus propias plantas (Hauad Marroquin, 2010, pp. 10-20), con ayuda del Plan Nacional del



Buen vivir y su objetivo del cambio de la matriz productiva, su propésito es reducir al maximo los
ingresos de otros paises, mejoramiento del talento mediante el cambio de educacion y grandes
inversiones, ademas, este Plan quiere consolidar el sistema social, solidario y econémico; garantizar
el trabajo digno; impulsar la transformacion de la matriz productiva; asegurar la soberania y

eficiencia de los sectores estratégicos para la transformacion industrial (Bonifaz, C. 2009,

http://periodicoexpectativa.com).

De lo expuesto se puede sustentar que las plantas medicinales y sus derivados forman parte del 25%
de los farmacos actuales, otro 50% son de origen sintético pero relacionado con los principios

aislados de plantas medicinales (Montealegre, 2012; Turner, 2012).

Por lo mencionado el presente estudio tuvo como objetivo comprobar la actividad cicatrizante del
extracto de hojas Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca) en heridas inducidas en ratones (Mus

musculus).

Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca) es una planta medicinal que encontramos en la
Amazonia Ecuatoriana, conocida por la poblacion por sus diversas propiedades curativas para el ser
humano, los nativos de la Provincia de Orellana y Pastaza usan las hojas de forma interna y externa
en heridas de toda forma causal, mejorando el proceso de cicatrizacion, también es utilizada para
tratar problemas gastricos, diuréticas, antiinflamatorias, diarreicas, antisépticas y la propiedad mas

investigada por todo el mundo hipoglucemiante.

Este estudio confirmd el efecto cicatrizante de hojas Bauhinia tarapotensis Benth siendo un aporte
a la ciencia; en base a este trabajo se podra procesar fitofarmacos con el principio activo
responsable de esta propiedad que se cree que son los taninos. Asi se contribuira a las
investigaciones en Ecuador, aportar conocimientos al campo farmacéutico y su aplicacion en la
medicina clinica, a su vez en el desarrollo cientifico y econdémico, al permitir que las empresas
nacionales crezcan con la elaboracion de los productos, en lugar de importarlos, generando de esta

manera fuentes de trabajo.

Para lograr el objetivo planteado, se elabor6 extractos alcohdlico de hojas Bauhinia tarapotensis

Benth al 75%, 50% y 25% en heridas en el &rea dorsal de ratones, frente a controles positivos como



Acetato de Prednisolona-Sulfato de Neomicina y Alcohol al 40%, evidenciando un poder

cicatrizante del vegetal Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca).

Objetivos

Objetivo General

Evaluar el efecto cicatrizante del extracto de las hojas Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca)

mediante lesiones inducidas en ratones (Mus musculus)”.

Objetivo Especificos

¢ Identificar los metabolitos secundarios de las hojas Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de vaca).

e Determinar la presencia de flavonoides mediante cromatografia en capa fina (TLC).

e Cuantificar el contenido de flavonoides y fenoles totales presentes en las hojas Bauhinia
tarapotensis Benth (Pata de vaca).

e Establecer las propiedades Fisico-Quimicas y Microbioldgicas del extracto de hojas Bauhinia
tarapotensis Benth (Pata de vaca).

e Comprobar el efecto cicatrizante del extracto Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de vaca) a

diferentes concentraciones en heridas inducidas en ratones (Mus musculus).



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes de la Investigacion

Todas las actividades que se encuentran relacionadas con el desarrollo industrial y el progreso de
las actividades econdmicas vinculadas a la actual sociedad dan lugar a la pérdida de cultura
tradicional, un quebranto de la biodiversidad, por este motivo el gobierno y autoridades
competentes a nivel mundial han rescatado el estudio de los productos naturales, aceptando las
sugerencias de la Asamblea Mundial de la Salud, para rescatar el empleo de la medicina tradicional

en la asistencia médica (Satyendra, 2012, pp 138-142).

No hay registrada una fecha exacta desde el momento que las plantas comenzaron a utilizarse como
medicinales para curar enfermedades, se aprecia que las plantas empezaron a utilizarse hace unos

60.000 afios atras (Gracia, 2013).

Ecuador es uno de los paises donde la mayoria de la poblacion utiliza plantas medicinales para
aliviar enfermedades, esto ocurre en la poblacion rural como también suburbana, la razén es que
estas zonas se encuentran lejos de centros urbanos donde existe la atencion médica, y el nimero de

centros de salud son escasos.

Nuestro pais siendo muy diverso en cuanto a fauna y principalmente flora son escasos los estudios
fitoquimicos y farmacoldgicos realizados con sus diversas plantas medicinales, es decir que estan

siendo subutilizadas, y se esta derrochando todo el potencial de las mismas (Kohler, 1999, pp. 60-69).

Los problemas mas frecuentes de nuestra poblacidn es la generacion de heridas producidas por
diferentes agentes causales, es una lesion fisica que tiene como consecuencia la rotura en la
estructura del cuerpo. Puede localizarse por debajo de la piel, en la superficie o en las dos areas.

Ademaés podemos mencionar a heridas causadas por cirugias, accidentes o caidas (Vaca, 2011).



Conociendo la informacion bibliogréfica acerca de la especie Bauhinia sp. (Pata de Vaca) se ha
realizado una investigacion en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo sobre su propiedad
adelgazante en el extracto hidroalcohdlico comparado con un medicamento homeopatico en el cual
se obtuvieron excelentes resultados, en el estudio fitoquimico se identificaron metabolitos como:
saponinas, taninos, terpenoides, trazas de fenoles , alcaloides, flavonoides, triterpenoides, esto nos
orienta a seguir buscando méas propiedades que nos brinda esta especie de la Amazonia Ecuatoriana,
por ello la investigacion se proyecta en investigar el efecto cicatrizante del vegetal que cominmente

se utiliza en la Provincia de Pastaza.

También, la actividad antiinflamatoria fue estudiada en la Universidad de Tolima Colombia, en el
afio 2012 con el tema “Actividad antiinflamatoria y antioxidante de Bauhinia kalbreyeri Harms en
un modelo de inflamacion intestinal agudo en ratas”. Como datos previos a esta investigacion se ha
determinado la composicién quimica de algunas especies del género Bauhinia; se han encontrado
lactonas, terpenoides, esteroides, triterpenos, flavonoides, taninos y quinonas el cual nos ayuda a
determinar con claridad las bondades que nos brinda este vegetal de la Amazonia.

Una vez identificado los metabolitos se puede determinar la diversidad de efectos farmacoldgicos
como es el proceso de recuperacion de heridas, antiinflamatoria, antioxidante, antineoplésica,

cardiotonica, entre otros, siendo una alternativa para el sistema de salud publico (Montealegre, 2012;
Turner, 2012).

Estudios realizados han demostrado que plantas del género Bauhinia se ha mencionado que las
sustancias antioxidantes presentes en el vegetal puedan promover la recuperacion de una lesion y su
epitelizacion, como se ha reportado en otras plantas de este género, en las cuales las cantidades

elevadas de taninos pueden ser posiblemente la responsable de la curacion de lesiones (Montealegre,
2012; Turner, 2012).

1.2. Plantas Medicinales

Las planta medicinales contienen en mayor o menor proporcion principios activos, el cual va a

brindar la accién farmacol6gica, tienen como objetivo inducir una accion en el organismo, pueden



ser metabolitos primarios y secundarios; los estudios se encuentran direccionados en los metabolitos

secundarios.

Los principios activos se encuentran en hojas, flores, tallos, fruto, raices y semillas. Las hojas son
ricas en heterdsidos y alcaloides, el tallo pueden poseer los principios activos en la corteza o en la
albura. La raiz extrae el agua junto con sales minerales del suelo y la bombea hacia las hojas,
acumula a menudo azlcares, otras veces vitaminas y alcaloides; la flor contiene principios activos
sobre todo es rica en pigmentos. EIl conjunto de pequefias hojas y pedinculos florales constituye
las sumidades florales. Los frutos carnosos constituyen una reserva de vitaminas, &cidos organicos

y azlcares. (Carrién, Ay Garcia, C, 2010, p.633).

1.3. Extraccion de materias primas vegetales

Para la elaboraciéon de formas farmacéuticas a base de material vegetal se debe tomar en cuenta
que existen diferentes métodos para extraer las sustancias activas contenidos en dichas plantas, los
cuales necesitan de un liquido extractivo que va a depender de la escala de produccidn, de la
naturaleza, calidad de la materia prima, del procedimiento técnico, naturaleza del solvente y de la
naturaleza quimica del principio activo. (Carrién, Ay Garcia, C, 2010, p.633).

1.3.1. Métodos de Extraccion

1.3.1.1. Percolacién

El método de Percolacion se encuentran descritos en la mayoria de Farmacopeas (Valverde, 2000, p.41).

Es un método que consiste en pasar el solvente a través de la droga, hasta una extraccion exhaustica
completa, donde el solvente (generalmente alcohdlico o mezcla hidroalcohdlico) atraviesa la masa
de droga pulverizada siempre en un solo sentido, alcanzando concentraciones crecientes de tal
modo que el equilibrio entre el solvente dentro y fuera del marco nunca se alcanza, por lo que la
droga bafiada siempre por nuevas proporciones de menstruo acaba por ceder todos sus componentes

solubles de manera progresiva (Selles citado en Carrién, Ay Garcia, C, 2010, p.648).



Este tipo de extraccion se realiza en recipientes denominados percoladores, pueden ser cilindricos o
conicos que poseen dispositivos de carga y descarga, lograndose una extraccion total de los
principios activos (95% de sustancias extraibles); se debe tomar en cuenta que el tiempo en el que la
droga permanece en contacto con el solvente y la relacion existente entre la droga y el liquido
extractivo (cantidad de disolvente), son dos factores decisivos dentro de la percolacion.

Cabe recalcar que antes de realizar la extraccion es necesario humectar la droga con el disolvente,
permitiendo su esponjamiento con el fin de facilitar la entrada del solvente en las membranas

celulares durante la percolacion (Selles citado en Carrién, Ay Garcia, C, 2010, p.638).

1.3.1.2. Maceracion

La Maceracidn consiste en poner en contacto la droga y el solvente, durante varios dias. Se trata de
un proceso que da como resultado un equilibrio de concentracion entre la droga y el solvente, va a
depender de factores relacionados a la droga, por ejemplo: su naturaleza, su contenido de humedad
y cantidad, el tamafio de particulas y factores que estan relacionados con el solvente, por ejemplo:

selectividad y cantidad (valverde, 2000, p.41).

El hinchamiento de la droga es un factor importante, ya que aumenta la permeabilidad de la pared

celular y la difusion del solvente (Valverde, 2000, p.41).

Es el procedimiento de extraccion mas simple, al conjunto de droga mas el solvente se lo protege de
la luz, para evitar posibles reacciones y debe agitarse continuamente (tres veces por dia,
aproximadamente); el tiempo de maceracion es diverso, las distintas Farmacopeas prescriben

tiempos que oscilan entre cuatro y diez dias (Selles citado en Carrion, A y Garcfa, 2010, p.600).

“Cuanto mayor sea la relacion entre el liquido extractivo y la droga, tanto mas favorable sera el

rendimiento” (Voigt citado en Carrion, A'y Garcia, C, 2010, p.548).



1.3.1.3. Decoccién

Denominado también cocimiento, este método consiste en llevar a la mezcla de droga més el
solvente a la temperatura de ebullicion del agua, manteniendo esta temperatura durante un periodo

variable que suele oscilar de 15 a 30 minutos (Selles citado en Carrién, A 'y Garcia, 2010, p.633).

1.3.1.4. Infusion

Se somete a la droga previamente humedecida al contacto con el solvente a una temperatura igual a
la de ebullicién del agua por 5 minutos, se deja enfriar hasta temperatura ambiente y se prepara al
5% (Carrion, Ay Garcia, C, 2010, p. 29).

1.3.1.5. Digestion

“Es una maceracion realizada a una temperatura suave que oscila alrededor de los 50 o 60° C”
(Selles citado en Carrion, Ay Garcia, C, 2010, p. 29).

Al aumentar regularmente la temperatura se consigue un mayor rendimiento de la extraccion,
puesto que disminuye la viscosidad del solvente lo que hace que éste pueda ingresar mas

rapidamente al interior de las células y asi extraer los principios activos.

1.3.2. Extractos

Al extracto podemos considerarlo como un tipo de maceracion, donde el solvente de extraccion es
una mezcla de diferentes solventes, en el cual se disuelve las sustancias activas que se encuentran
presentes en las plantas medicinales. O de otra manera podemos mencionar que es el poder de una

Planta Vegetal (Darr, A. http:/iwww.laboratorio.takiwasi.org).



Encontramos diferentes extractos segun la consistencia y la concentracion de sustancia activa y se

pueden clasificar en extractos fluidos, secos, blandos y los crioextractos (Voigt citado en Carrion, A 'y
Garcia, C, 2010, p. 29).

1.3.3. Fitoterapia

La fitoterapia desde el punto de vista etimolégico se relaciona a la Terapéutica con las plantas,
dicho en otras palabras es la ciencia que estudia la utilizacion de los productos de origen vegetal
con finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, para atenuar o para curar un estado patoldgico, pero
existen limitaciones puesto que no responde a la realidad del uso de la definicién Fitoterapia en el
contenido de la terapia actual (Salvador, C, 2002, pp. 101-103).

1.4 La Piel

La piel es un 6rgano importante del cuerpo humano ya sea por el tamafio como también por las
funciones que cumple, separa al organismo del medio ambiente externo y permite su comunicacion

con el mismo.

La piel tiene una superficie de alrededor de 2m? (depende de la altura y peso de la persona) y un
peso de 4 kg, lo que supone aproximadamente el 6% del peso corporal total (Pérez, C y Noriega, A 2011,
p. 1).

Es un 6rgano autosuficiente, es una barrera semipermeable contra agresiones mecanicas, toxicas,
quimicas, frio, calor, radiacion ultravioleta y microorganismos nocivos, que depende del riego
sanguineo y linfatico, desempefian actividades peculiares estas incluyen: produccion de queratina,
sebo, sudor y melanina, ademas de recambio de calor y proteccién. Al igual que otros érganos,
efecta las funciones especializadas que participan en percepcion de sensaciones, reparacion de

heridas, defensa inmunoldgica e inflamacion, actividad enzimatica, circulacion de sangre y linfa, etc
(Pérez, C y Noriega, A, 2011, p. 1).



Desde el exterior hacia el interior se puede distinguir tres capas de tejido, como es la epidermis, la
dermis y por ultimo el tejido subcutaneo o hipodermis. (Figura 1-1).

Ademas se considera parte de la piel a aquellos 6rganos anexos a la misma como son las ufias, pelo

y glandulas diversas (Pérez, C y Noriega, A, 2011, p. 1).

Pelo

Receptor \\/
sensorial \
4 Gléndula
d ~"  sebdcea
Epidermis _1 f
Dermis { 1 "
Hipoderms W
. \
Foliculo piloso Glandula Vm.m,
sudoripara sanguineos

Figura 1-1. Estructura de la piel
Fuente: VidaNaturalia, 2012.

1.4.1. Epidermis

La epidermis es un epitelio escamoso, estratificado y queratinizado, cubre la totalidad de la
superficie corporal. Esta capa tiene mayor nimero de células, tiene un espesor variable (0.1 mm
aproximadamente), alcanzando 1.5 mm en la planta del pie y en la palma de las manos (Pérez, S. 2013,
p. 6).

Esta compuesta por cinco capas (Figura 2-1), desde el exterior hacia el interior son:

Capa cornea (Estrato corneo).- Esta formado por células aplanadas y resto de células que se
encuentran situadas unas sobre otras en forma de tejas y fuertemente empaquetadas, los cuales han
perdido su nucleo y organulos citoplasmaticos quedando filamentos de queratina formando haces
monofilamentos. Se encuentra formado por 15 a 20 estratos celulares, de estos el Ultimo se va
perdiendo por descamacion. El proceso de desgastes y reemplazo renueva totalmente la capa

epidérmica aproximadamente en 30 dias (Pérez, S. 2013, p. 6).
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e Capa granular (Estrato granuloso).- Constituye la capa cornea y comprende ya a células
muertas. Las células sintetizan la queratohialina (precursora de la queratina), se acumulan en

granulos en el citoplasma es por ello la denominacion a esta capa (Pérez, C y Noriega, A, 2011, p. 8).

e Capa de células espinosas (Estrato espinoso).- La capa estd conformada por células vivas, se
reproducen por division mitética. Las células espinosas ocuparan el espacio de células

erosionadas en la capa cdrnea y se les llama juntamente capa germinativa (Pérez, C y Noriega, A,
2011, p. 6).

e Capa basal (Estrato basal).- De la misma forma que la capa espinosa va a formar parte de la

capa germinativa (Pérez, C y Noriega, A, 2011, p. 6).

e Capa lucida (Estrato lucido).- Se encuentra entre la capa cérnea y la granular, se encuentra
generalmente en la parte gruesa de la piel tanto de las palmas de las manos y plantas de los pies,

esta capa no existe en la piel delgada (Pérez, C y Noriega, A, 2011, p. 7).

La epidermis esta formado por queratinocitos (sintetiza queratina). La queratina presenta una fuerte
resistencia a la degradacidén enzimatica. Los queratinocitos constituyen el 80% de las células
epidérmicas, son sustancias de naturaleza proteica y fibrosa, resistente, protege a la piel del calor,

agentes gquimicos y microorganismos, ademas se encuentran células como:

¢ Melanocitos.- Son células que producen melanina (pigmento que da color a la piel), proteccion

de los rayos ultravioleta el cual es muy nocivo (Pérez, C, 2013, pp. 9-11).

e Células de Langerhans.- Se derivan de la medula 6sea, migran a la epidermis y forma parte

del sistema inmunitario (Pérez, C, 2013, pp. 9-11).

o Células de Merkel.- Son células sensoriales que participan en funciones tactiles (Pérez, C, 2013,
pp. 9-11).
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Figura 2-1. Estratos de la piel
Fuente: Biblioteca Histoldgica Piel y Anexos, 2015.

1.4.2. Dermis

La dermis cumple la funcion de soporte, resistencia y elasticidad a la piel, se encuentra formado de
tejido conectivo fibroelastico. La matriz extracelular contiene una elevada proporcion de fibras, de
colageno, elastina y reticulina. Constituye la mayor masa de la piel y su grosor es de 5 mm

aproximadamente y es un deposito de agua, sales y electrolitos (Pérez, C y Noriega, A, 2011, p. 8).

Histologicamente se dividen en las siguientes capas:

e Capa papilar.- La capa papilar presenta proyecciones hacia el interior de la epidermis
denominado papilas dérmicas. Ademas contiene terminaciones nerviosas, receptores

sensoriales y vasos linfaticos (Pérez, C y Noriega, A, 2011, p. 6).

o Capa reticular.- Esta capa es mas gruesa que la papilar esta constituida de tejido conectivo
denso irregular con fibras elasticas el cual proporciona elasticidad y capacidad de adaptacion a
movimientos y cambios de volumen. Contiene a la mayoria de anexos de la piel, la capa se
encuentra atravesada por vasos sanguineos y nervios en el cual estan asentadas las glandulas

sebéceas y sudoriparas como también los foliculos pilosos (Pérez, C, 2013, p. 22).
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1.4.2.1. Células de la dermis

Comprende los fibroblastos, macrdfagos, mastocitos o células cebadas, linfocitos, células

plasmaéticas, eosindfilos y monocitos (Pérez, C y Noriega, A, 2011, p. 8).

1.4.2.2. Anexos de la piel

Los anexos cutaneos son estructuras especializadas, tiene como funcién proteger al organismo, son

ufas, pelo, glandulas sebaceas y sudoriparas.

1.4.2.2.1. Pelo

El pelo son estructuras queratinizadas que se encuentran en la mayor parte de la superficie de la

piel, tiene dos partes diferenciadas:

e Tallo.- En un corte transversal, se aprecian tres capas como es la medula del pelo, la corteza o
region mayor y la cuticula, también se encuentran células epidérmicas (Pérez, C y Noriega, A, 2011,
p. 8).

e Raiz o foliculos piloso.- constituye la parte inferior se encuentran células epidérmicas que dan
origen al pelo y rodean a la papila dérmica que contiene capilares y nutre a las células

epidérmicas, entre estas células se encuentran melanocitos que dan el color respectivo al cabello
(Pérez, C y Noriega, A, 2011, p. 8).

1.4.2.2.2. Glandulas sebéaceas

Las glandulas sebaceas son halocrinas los cuales producen lipidos que ayudan a conservar el manto
hidrolipidico de la piel. Se encuentran localizadas en toda la piel excepto en palmas y plantas (Pérez,
C vy Noriega, A, 2011, p. 9).

1.4.2.2.3. Glandulas sudoriparas

Las glandulas forman un glomérulo en su extremo. Existen dos tipos de glandulas y son:
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e Ecrinas.- Su funcién es controlar la temperatura y ademas es responsable de la produccion de

sudor, hay una mayor cantidad en palmas de las manos y plantas de los pies (Pérez, C y Noriega, A,
2011, p. 8).

e Apocrinas.- Tiene como funcion producir secreciones olorosas, se encuentran en regiones

genitales y axilas (Pérez, C y Noriega, A 2011, p. 9).

1.4.2.2.4. Ufas

Las ufias brindan proteccién a la region distal de los dedos, es una defensa y se podria asemejar a
una pinza para manejar objetos pequefios. La ldmina ungueal es la estructura mas visible de las
ufas, esta formado por queratina y fuertemente adherida al lecho ungueal. La matriz ungueal es la

parte germinativa, aqui se encuentra células basales que se dividen continuamente (Pérez, C y Noriega,
A 2011, p.9).

1.4.3. Hipodermis

Esta capa estd formada de tejido conectivo laxo y la mayoria de sus fibras se fijan a la de la dermis
respectivamente, formando franjas de anclaje, es asi como se fijan las estructuras subyacentes a la

piel.

El espesor de la hipodermis depende de la localizacion, peso corporal, sexo o la edad. La
hipodermis estd formada por tejido adiposo (grasa subcutanea). El tejido subcutaneo sirve de

almacén de energia, ademas es un aislante térmico y protector mecénico frente a golpes (Pérez, C y
Noriega, A 2011, p. 8).
1.5. Cicatrizacion de las heridas

La herida

La herida es una lesion traumatica de la piel y mucosas, afecta de forma variable a estructuras
adyacentes. Es una interrupcion de la integridad tisular por diferentes formas causales externas e
internas. Pueden clasificarse por el tiempo de curacion: agudas es un proceso de reparacion

ordenado, se curan sin problema y en corto tiempo Y la herida crdnica tarda mas tiempo en curar y
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pueden tener complicaciones. El origen de las heridas son internas y externas, las primeras son
resultado de las funciones inmunoldgico y nervioso con discapacidad del suministros de oxigeno o
nutrientes a esa zona y la herida externa suelen ser causados por objetos penetrantes o0 no

penetrantes (Espino Carlos, 20012, p. 2) (Borger, A, pp. 15-30) (Salem Christian, et al., 2000, p. 90-99).

La cicatrizacién es una sucesion integrada, continua y dindmica de fendmenos celulares,
fendmenos hormonales y moleculares que se activan en el momento de la lesion y da como
resultado la reparacion tisular, la cicatrizacién tiene como finalidad restaurar la integridad fisica por
medio de la formacion de tejido fibroconectivo; conduce a la regeneracion de epitelio y reemplazo
de la dermis por un tejido fibroso constituidas por fibras colagenas, con caracteristicas diferentes a

las normales (Divins, 2010, pp. 36-39).

La piel estad expuesta a diferentes agresiones durante todo el tiempo, alli es donde los productos
farmacéuticos son los indicados para optimizar el tiempo de cicatrizacién. Existen ademas otros
tipos de lesiones que sufre la piel como es el frio, sol, depilaciones, jabones, etc., estos factores

desequilibran la estructura de la misma (Divins, 2010, pp. 36-39).

1.5.1. Proceso de cicatrizacion en la Piel

La piel es un 6rgano autosuficiente, una barrera semipermeable, que depende del riego sanguineo y
linfatico, desempefian actividades peculiares estas incluyen: produccion de queratina, sebo, sudor y
melanina, ademas de recambio de calor y proteccion. Al igual que otros 6rganos, efectla las
funciones especializadas que participan en percepcion de sensaciones, reparacién de heridas,

defensa inmunolégica e inflamacion, actividad enzimatica, circulacién de sangre y linfa, etc.

El proceso de cicatrizacion en heridas provocadas por diferentes formas causales requiere de varias
fases, se encuentran ligadas una de otra y no se encuentran bien delimitadas (Figura 3-1). Después
gue se presenta una ruptura en la integridad epitelial de la piel que puede estar sumado de la
disrupcion de la estructura y funcién del tejido, rapidamente ocasiona un proceso de reparacion en

donde se involucra las siguientes fases:

e Fase de hemostasis y coagulacion
e Fase inflamatoria

e Fase de proliferacion
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e Fase de maduracion (Chen, J, 2007, pp. 9-18)
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Figura 3-1. Fases del proceso de cicatrizacion

Fuente: Enoch y Leaper, 2005.

1.5.1.1 Fase de hemostasia y coagulacién

Esta fase inicia rapidamente después de darse la leccion; dura aproximadamente 15 minutos. Tiene
como objetivo primordial evitar la pérdida de flujo sanguineo mediante el cese de la hemorragia y

formacion del codgulo. Esto permite proteger al sistema vascular y el correcto funcionamiento de

los 6rganos vitales (Guarin, 2013; Landinez 2013; Quiroga 2013, pp. 441-443).

En esta fase son atraidos los granulocitos, neutr6filos y monocitos a nivel de la herida; la
proliferacion bacteriana estimulada por inmunoglobulinas, alcanzando un valor maximo de

granulocitos entre 12 y 48 h. sucesivas a la generacion de la herida y produciendo una disminucion

después de 3 dias tras la contaminacion bacteriana ha sido eliminada.
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Durante esta fase se presentan diferentes factores de crecimiento como son: factores de crecimiento
derivados de plaguetas (PDGF), los factores plaquetarios, factores transformadores del crecimiento
B (TGF B), proteasas, leucotrienos (LT), histamina y citoquinas. Estos factores hacen parte de la
respuesta inmunoldgica y ademas liberan diferentes cascadas de inflamacion que ayudaran a las
posteriores fases de cicatrizacion.

Una vez formado el coagulo y la respuesta vascular, la herida sujeta un buen nimero de elementos
listos para combatir la migracion microbiana, también eliminar agentes extrafios. Es aqui donde

favorece la restauracion de los tejidos.
La formacion de coagulo tiene como funciones especificas de activacion celular como también de

mediacion y andamiaje para las células que originan la fase de inflamacion y regeneracién del

tejido. (Figura 4-1) (Guarin, 2013; Landinez 2013; Quiroga 2013, pp. 441-443).

Posteriormente, después de estas fases los monocitos declinan y los macréfagos predominan (Enoch,
2005).
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Figura 4-1: Fase de coagulacién
Fuente: Guarin, Landinez y Quiroga, 2013.

1.5.1.2. Fase de Inflamacion

El proceso de inflamacion es una reaccion de defensa local, del sistema inmunoldgico de un
organismo, ocurre un perjuicio causados a las células y tejidos vascularizados ya sea por diferentes
agentes causales como patogenos bacterianos u otros agresores de naturaleza fisica, quimica o

biolégica. La inflamacién es debidamente una respuesta restauradora, este proceso envuelve un

gran gasto de energia metabolica.
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caracterizada por un cuadro clinico leve por ejemplo: el malestar, alteracion del perfil de proteinas y

leucocitos, fiebre, inflamacion aguda localizada va a ocasionar una reaccion organica general. (Chen,
J, 2007, pp. 9-18)

La inflamacion inicia al minuto 16, dura hasta 6 dias; es una respuesta protectora e intenta destruir a
los agente que representan un peligro para el tejido. Sin la eliminacidn de las células afectadas no
se generaria la formacién del tejido nuevo, esta formacion o activacion se da con la ayuda de los

queratinocitos y fibroblastos. (Figura 5-1) (Guarin, C, etal, 2013, pp. 441-443).
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Figura 5-1: Fase de Inflamacién Temprana
Fuente: Guarin, Landinez y Quiroga, 2013.
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1.5.1.3. Fase de proliferacion

El objetivo en esta fase es generar una barrera protectora con la finalidad de incrementar los

procesos regenerativos e impedir el ingreso de agentes peligrosos.

La inflamacidn se caracteriza por la activacion de dos procesos como son:

e Angiogenesis

e Migracion de fibroblastos

Estos dos grandes procesos proporcionan la formacion de una matriz extracelular (MEC)

provicional, gue suministra un armazon para la sintesis de una MEC madura y migracion celular.

Durante esta fase se crea la barrera permeable como es la reepitelizacion, el restablecimiento del
flujo sanguineo, oxigeno y reforzamiento del tejido dermal (Chen, J, 2007, pp. 9-18).

Durante esta etapa se presenta la migracion de fibroblastos y formacion del tejido granular. Se da
una proliferacion de los fibroblastos los cuales producen sustancias esenciales para la reparacion de
las heridas que contienen glicosaminoglicanos (GAG) y colageno. Las glicosaminoglicanos juegan
un papel importante en la deposicion y agregacion de fibras como es fibrina, colageno, fibronectina

y acido hialuronico el cual esta ligado a la fuerza de tension del sitio (Chen, J, 2007, pp. 9-18).

1.5.1.4. Fase de Maduracion

La fase de Maduracion se caracteriza por la formacién, organizacion y proliferacién que obtiene el
tejido al desarrollarse la cicatriz, lo cual se obtiene de la contraccion de la herida formada por los
miofibroblastos y la organizacion de los paquetes de colageno. Esta fase inicia al mismo tiempo
con la sintesis de la matriz extracelular y puede durar entre 1 o 2 afios dependiendo de las

caracteristicas de la herida (Figura 6-1).
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En esta fase disminuye la actividad de las metaloproteinas y aumenta la ctividad de los inhibidores
de las mismas, reduccion de la densidad de macrdfagos y fibroblastos al igual que se detiene la
migracion de factores de crecimiento desde los capilares, disminuye el tamafio de la herida y crece
la fuerza de contraccion del tejido. Dentro del tejido formado por colégeno, elastina y otros

componentes de la matriz extracelular se cierra la herida y permite la maduracion de la cicatriz.

(Enoch, 2005, http://www.wjmer.co.uk/downloads).
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Figura 6-1: Fase de Maduracion
Fuente: Guarin, Landinez y Quiroga, 2013.
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1.5.2. Formas de Cicatrizacion

1.5.2.1 Cicatrizacién por primera intencién

Primera intencion

Epitelizacion

Reparacion
de tejido conjuntivo

Figura 7-1: Cicatrizacion por primera intencion
Fuente: Custodio Jesus, 2012.

La cicatrizacion por primera intencion produce cuando el tejido es incidido por un corte aséptico, su

recuperacioén se produce sin complicaciones y la reparacién del tejido es pequefia.

1.5.2.2. Cicatrizacién por segunda intencién

Segunda Intencién

Contracaon

Epitelizacion G

Figura 8-1: Cicatrizacion por segunda intencién
Fuente: Custodio Jesus, 2012.

Ocurre un proceso de cicatrizacion prolongado y complejo. Es ocasionado por agentes infecciosos,
traumas excesivos con pérdida de tejido o aproximacion imprecisa de los tejidos, llamado espacio

muerto cerrado el cual va a permitir una cicatrizacion desde los planos mas inferiores hacia la
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superficie. El proceso de cicatrizacion es lento. En esta forma de cicatrizacion tenemos a la mayor

parte de heridas, también producidas por quemaduras.

1.5.2.3 Cicatrizacién por tercera intencion

Tercera intencion

v
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Contraccion
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]
Q’ :
5

v
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Figura 9-1: Cicatrizacién por segunda intencién
Fuente: Custodio Jesus, 2012.

Ocurre cuando dos superficies de tejido estdn juntas. Este método llamado cierre primario
retardado es para heridas contaminadas, heridas traumaticas infectadas con gran pérdida de tejido y
alto riesgo de infeccion. En este tipo de lesiones se trata desbridando los tejidos no viables y
dejando la herida abierta, el cual se gana gradualmente suficiente resistencia a la infeccion, el cual
permitira un cierre complicado. Existe una baja probabilidad que se infecte la herida mientras

permanezca abierta, en comparacion a la herida que ha sido cerrada de forma primaria (Rivera, V.

2002, http://www.medicosecuador.com).

1.6. Vegetal Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca)

La denominacion Bauhinia es en honor a los Botéanicos suizos del siglo XVI Juan y Gaspar Bauhin,
en una clara analogia con las hojas bilobuladas, las flores de esta especie tiene un semejante a las
flores de orquidea de ahi el nombre en inglés “orchid tree “. Los nativos sudamericanos
antiguamente empleaban la infusion de sus hojas para lavar y cicatrizar heridas, y por via interna

como diurético, antiinflamatorio, digestivo y expectorante (Alonso, J, 2004, pp. 875-876).
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Figura 10-1. Vegetal Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca)
Fuente: Infojardin, 2003.

1.6.1. Taxonomia

Figura 11-1. Taxonomia del vegetal Bauhinia tarapotensis Benth
Fuente: Herbario Forestal UDBC, 2004.
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Tabla 1-1: Taxonomia de la especie Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca).

NOMBRE CIENTIFICO Bauhinia tarapotensis
FAMILIA Leguminosas
GENERO Bauhinia

ORDEN Fabales

AUTOR Benth

FECHA DETERMINACION 1972

Fuente: Colecciones en Linea del Herbario MEDEL, 2012.
Realizado por: Chaglla, Jimena, 2015.

Bauhinia tarapotensis Benth (Leguminosas), es un pequefio arbol que crece en Ecuador,
especificamente en la Amazonia, se le conoce con el nombre popular “Pata de Vaca”. Podemos
encontrar esta especia en toda Sudamérica por ejemplo al Sur de Brasil, Argentina subtropical,
Paraguay, Bolivia y Uruguay, en Colombia lo podeos encontrar en bosques secundarios de la

Amazonia (Fortunato y Wunderlin).

Algunas especies son de clima semi-arido, himedo o semi-himedo. Crecen en suelos

pobres, acidos (Geilfus & Bailon, 1994, p.511).

Ademas se lo reconoce con las siguientes denominaciones: Pata de vaca, Pezufia de vaca, Falsa

caoba, Caoba del Pais, Caub4, Arbol de las orquideas (Plantasparacurar, 2012).

El arbol “Pata de Vaca” presenta una altura aproximada a los 6-12 m y sus ramas se expanden de 3-
6 m de diametro, sus hojas de forma lobulada son de 10-15cm de ancho. Sus flores son grandes de
color blanquecino que aparecen en primavera y verano; en cuento a su fruto es una legumbre de 15
cm de largo por 2 cm de ancho, con semillas de color negra y aplanada que se encuentran en el

interior de la legumbre (Fortunato, A y Wunderlin, J, http://cauba.fcien.edu.uy).
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1.6.2. Propiedades Terapéuticas

Las Especies Bauhinia se encuentran muy bien distribuida en todo el mundo, existen 300 especies

de Bauhinia, 200 se encuentran en Brasil. Dentro de sus propiedades terapéuticas tenemos:

o Cicatrizantes

e Propiedades hipoglucemiante
e Diuréticas

e Antinflamatoria

e Diarreicas

e Antisépticas

Estudios realizados anteriormente demuestran que la familia de Bauhinia es utilizada para
problemas de diabetes, antinflamatorio, antibacterial y antioxidante, ademas de acuerdo a estudios

fitoquimico demuestran que es factible en la curacion de heridas (Montealegre 2012; Turner 2012).

Otros usos de la especie Bauhinia sp., se le ha asignado un uso potencial como fijadora de
nitrégeno, protectora y recuperadora de suelos. Son utilizadas para alimentar animales domésticos

y silvestres, para sacar carbon y lefia, ornamentacion (Terranostra, 2009, http://terranostra-

terranostra.blogspot.com) (Chamarro,D. p. 18.).

Composicion Quimica

Estudios anteriores nos indican que guimicamente este género presenta metabolitos secundarios
como saponinas, taninos, trigonelina, terpenoides, trazas de fenoles y alcaloides, flavonoides
(rutina, quercetina, kaempferitrina), Antocianidinas, esteroles (B-sitosterol), glucosidos esteroidales
(xilopirandsido, ribofurandsido del clionasterol), proteina (0.59%), minerales (potasio, calcio,

hierro, magnesio, zinc y cobre), bausplendina, flavonas, un diaroilmetano, flavanonas (Alonso,J.,
2004) (Mufioz et al. 2004, pp. 57-58).
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1.7. Metabolitos secundarios que intervienen en la cicatrizacién

1.7.1. Derivados Fendlicos

Los compuestos fendlicos contienen un anillo aroméatico con uno o més sustituyentes hidroxilos, y
que ocurren frecuentemente como glicésidos, combinados con unidades de azlcar. Son
relativamente polares y son solubles en agua; pueden ser detectados por el intenso color verde,
purpura, azul o negro, que producen cuando se les agrega una solucidn acuosa o alcohdlica al 1% de
cloruro férrico. Conociendo su naturaleza aromatica muestran intensa absorcion en la region UV

del espectro, siendo este método importante para su identificacion y analisis cuantitativo (Lock, O,
1998, p. 111).

Los compuestos fendlicos mas importantes, entre ellos tenemos:

e Fenoles simples
e Acidos fendlicos
e Taninos

e Cumarinas

e Lignanos

e Quinonas

e Flavonoides: antocianinas, etc.

1.7.1.1. Taninos

Los Taninos son compuestos de origen vegetal, polifendlicos, astringentes y de gusto amargo.
Antiguamente se utilizaba para curtir los cueros es decir convertir la piel en cuero. Desde alli es
gue se ha prestado mucha atenciébn a este metabolitos, tiene la capacidad de unirse a
macromoléculas como proteinas e hidratos de carbono. Precipitan con sales de metales pesados,

proteinas y alcaloides (Carrion, Cy Garcia, A, 2010, p.633).

El empleo mas antiguo conocido de estas sustancias, como ya se ha comentado, es en la industria de
los curtidos. EI proceso de curtido se establecen enlaces entre las fibras de colageno de la piel; los

taninos y las macromoléculas se combinan gracias a los grupos fendélicos de los primeros puentes de
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hidrégeno formados, a la vez se establecen enlaces covalentes que son los que aseguran que la
unién perdure a lo largo del tiempo. Esto requiere que el tanino posea una masa molecular entre
limites bien definidos, no demasiado elevada para que pueda intercalarse entre los espacios
interfibrilares, ni demasiada pequefia, pues en ese caso no formaria suficiente nimero de enlaces

como para asegurar la estabilidad de la unién (Carrion, Cy Garcia, A, 2010, p.633).

1.7.1.1.1. Tipos de Taninos

Los taninos se dividen en compuestos hidrolizables y condensados:

e Taninos hidrolizables

Se conocen también como galicos o pirogalico. Se hidrolizan con facilidad tanto por acidos y
alcalis como por via enziméatica y son generalmente de formacion patolégica. Se localizan
especialmente en Leguminosae, Fagaceae y Anacardiaceae; en este grupo encontramos los taninos
galicos, que son polimeros de acido galico, ésteres de un poliol, generalmente de la glucosa con
varias moléculas de é&cido galico, mientras que los taninos eldgicos son ésteres de &cido
hexahidroxidifénico y sus derivados (Carrion, C y Garcia, A, 2010, p.633).

El &cido hexahidroxidifénico se forma por acoplamiento oxidativo de dos moléculas de acido
galico. El &cido sikimico es el precursor biogenético del acido galico. También hay los llamados

taninos complejos que son elagitaninos mas o menos modificados (Carrién, C y Garcia, A, 2010, p.633).

e Taninos condensados o proantocianidinas

Se conocen también como no hidrolizables, ya que se hidrolizan con dificultad y, por el contrario, el

tratamiento con calor y acidos minerales origina polimeros de alto peso molecular (flobafenos).

Este tipo de taninos se producen en el metabolismo normal de los vegetales por lo que se consideran
fisiologicos y se encuentran ampliamente repartidos en el reino vegetal. Quimicamente se forman
por condensacion de catequinas o catecoles (flavonoles) con uniones directas C-C entre las

moléculas, generalmente en 4—8 o en 4—6 y no contienen azucares en su estructura.
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Biogenéticamente proceden del metabolismo de los flavonoides, se forman a partir de una
flavanona por hidroxilaciéon en el C-3. Para algunos autores existe un tercer tipo de taninos, los
florotaninos, que se han aislado de diversas especies de algas pardas y estan constituidos por
acoplamiento oxidativo tnicamente de unidades de floroglucinol C-C y/o C-O. Las propiedades
mas interesantes de los taninos se deben a su capacidad de combinarse con diversas sustancias

formando complejos (Carrion, Cy Garcia, A, 2010, p.633).

Propiedades de los Taninos

e Curacion de heridas y cuidados de la piel: Los Taninos tiene funcién cicatrizante el cual
acelera la curacioén de las heridas y hemostéatica. La cicatrizacion se produce por la formacion
de las costras al unirse las proteinas con los Taninos e implantar un modelo seco que
imposibilita el crecimiento bacteriano. Al constrefiir los vasos sanguineos ayudan a la

coagulacion de la sangre y por este motivo intervienen en la curacion de heridas (Botanical-online,
2015).

e Detencion de la diarrea: Por la accion astringente que presentan los Taninos, ayuda a contraer
los tejidos y seca las secreciones. Resulta muy eficaz en el tratamiento de la diarrea, ayudando

en que las deposiciones sean mas secas (Carrion, Cy Garcia, A, 2010, p.636).

e Antioxidantes: Estos compuestos se consideran antioxidantes por la capacidad de eliminar los
radicales libres, evitando la aparicion de enfermedades degenerativas, como podemos

mencionar al cancer (Carrién, Cy Garcia, A, 2010, p.635).

e Antibacterianos: Los Taninos priva a los microorganismos del medio apropiado para que

pueda desarrollarse (Carrion, Cy Garcia, A, 2010, p.634).

e Antidoto contra los venenos: Tiene la capacidad de inhibir la absorcion de los alimentos en el
tubo digestivo, en cuanto a la ingestién de sustancias venenosas, impide que estas sustancias
entren en la circulacion sanguinea. EIl &cido tanico se utiliza como contra-veneno ya que

precipita las sustancias venenosas de alcaloides y ciertas sales metélicas (Botanical-online, 2015).
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e Colesterol: Los Taninos disminuyen el colesterol al inhibir su absorcion y eliminarlo a través

de las heces (Carrién, Cy Garcia, A, 2010, p.635).

1.7.1.2. Flavonoides

Son pigmentos, uno de los grupos mas numerosos de la naturaleza y ampliamente distribuidos, se
conocen como diez clases de flavonoides, se encuentran generalmente en mezclas como agliconas
y/o glicésidos, aln de las diferentes clases siendo este Gltimo mas comun; en muchos casos, debido
a la complejidad de la mezcla es mas frecuente el estudio de estos compuestos en forma de aglicona

en extracto de plantas previamente hidrolizados (Lock, O, 1998, p. 114).

Los flavonoides mas comunes son flavonas y flavonoles y mas restringidas en su ocurrencia las
isoflavonas, las chalconas y auronas. Al afio 1990 se conocen alrededor de 3000 flavonoides, entre

ellos 450 flavonoles, 300 flavonas, 150 isoflavonas, 60 chalconas, 20 auroras, etc. (Lock, 0,1998, p.
114).

Como caracteristicas generales de estos compuestos debemos sefialar su solubilidad en agua y en
etanol, su carécter fendlico y su intensa absorbancia en la region ultravioleta y visible del espectro

debido a la presencia de sistemas aromaticos y conjugados (Lock, O, 1998, p. 114).

1.7.1.2.1. Estructura

Los flavonoides contienen quince atomos de carbono en su unidad basica, provenientes de la
malonil CoA vy del p-cumaril CoA. Estan arreglados bajo el sistema Cg-C3-Cg con dos anillos
aromaticos (A y B) unidos entre si por una cadena de tres carbonos ciclada a través de un oxigeno
(anillo C). Son estructuras hidroxiladas (OH) en el anillo aromético y por lo tanto son estructuras

polifendlicas (Carrion, Cy Garcia, A, 2010, p.633).

De los tres anillos, el anillo A se biosintetiza a través de la ruta de los policétidos y el anillo By C

proceden de la ruta del acido shikimico (Carrién, C y Garcia, A, 2010, p.633).
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Figura 12-1: Estructura molecular base de los Flavonoides
Fuente: Carrién y Garcia, 2010.

Los flavonoides proceden del metabolismo secundario de los vegetales a través de la ruta del acido
shikimico y policétidos. Estan ampliamente distribuidos en las plantas superiores, sobre todo en las

partes aéreas: hojas, flores, frutos (Liberaong, C, 2015, p. 23).

1.7.1.2.2. Clasificacion de los Flavonoides

e Flavanona

e Dihidroflavonol

e Flavan-3,4-diol

e Flavona

e Antocianinas

e Isdmero de isoflavona

e |sdmero de neoflavona

e Chalcona
e Aurona
e Flavonol
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e Flavonol

Dentro de éste grupo se describira a la Quercetina que es el mas importante dentro de este grupo

de flavonoles.

Quercetina

Figura 13-1: Estructura quimica de la quercetina.
Fuente: Carrién, C y Garcia, A, 2010.

La quercetina es un flavonoide que proporciona el color a flores, frutas, hortalizas. Presenta
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antihistaminicas, entre otras. Ofrece una variedad de
posibles usos terapéuticos, principalmente en la prevencion y tratamiento de las siguientes

condiciones:

o Alergias, el asma y la urticaria: La quercetina puede inhibir la liberacion de histamina de los

basofilos y los mastocitos.

e Cancer: Puede ser beneficiosa en el tratamiento de cancer de piel y puede tener efectos anti-

tumor en otros tipos de cancer.

e Aftas: Reduce la frecuencia de las llagas en la boca y produce alivio de los sintomas leves.

e Diabetes mellitus: La quercetina podria ayudar a prevenir las cataratas, trastornos de la retina,

enfermedades nerviosas y otras complicaciones de la diabetes.
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e Promueven la secrecion de insulina, aumenta los niveles de vitamina C, protege los vasos

sanguineos, previene moretones con facilidad y apoya el sistema inmune.

e Infeccion: controla la propagacion de ciertos virus en el cuerpo.

e Artritis reumatoide: ayuda a reducir la destruccién del tejido.

e También puede ser beneficiosa en el tratamiento de la disenteria, gota y la psoriasis.

1.8. Animales de experimentacion

La experimentacion con reactivos bioldgicos viene a partir del siglo XVIII, para ser mas preciso
viene de la mano del francés René Descartes, su teoria en nuestros dias ha perdido totalmente
sentido, puesto que su teoria indicaba que los animales no sufrian y de esta forma no habria ningin

inconveniente en utilizarlos puesto que Dios los habia creado para servir al ser humano.

Con el pasar del tiempo esta teoria erronea cambio y fue superada gracias a los avances cientificos
que aporto Charles Darwin (Liberaong, C, 2015, p. 23).

El uso de animales de experimentacion en el campo de la investigacion cientifica ha sido muy
importante en la salud del ser humano. Se realizan experimentos con animales basicamente en tres

campos: docencia, industria y la investigacion (Animanaturalis, 2015, http://www.animanaturalis.org).,

El Decreto Espafiolen defensa de los animales de experimentacion, teniendo en cuenta que es un
instrumento de trabajo, por su especialidad, en otras palabras la vida de estos seres vivos y su

capacidad de sentir obliga a reglar para garantizar su bienestar en los centros que los alojan.

En concreto es el principio de las “tres erres”, refinamiento, reduccion y el reemplazo de los

animales en los laboratorios.
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1.8.1. Ratén (Mus musculus)

Los ratones tienen una longitud de 7-11 cm sin contar con la cola, pueden pesar de 15 a 20 g.
Tienen el sentido del olfato muy desarrollado, su vision es muy baja. Por su tamafio pequefio son
susceptibles a cambios del medio ambiente, puede llegar a modificar su fisiologia y la temperatura

corporal.

Los ratones se utilizan porque son de facil cuidado, tiene muy bajos precios de manutencién, gran
capacidad reproductiva y tienen una vida relativamente corto por lo que son ideales para ser

utilizados en varios ensayos (Cabezas, G. 2014 citado en Medina y Orozco, A, 2013, p. 34).

e CLASE: Mammalia
e ORDEN: Rodentia
e FAMILIA: Muridae
e GENERO: Mus

e ESPECIE: musculus

1.8.2. Macroambientes y Microambientes

Las condiciones del ambiente y manejo 6ptimo que aseguren la salud y la comodidad de los
reactivos bioldgicos para que los patrones metabolicos y de comportamiento se mantengan

normales y estables. Para obtener resultados acorde a lo esperado.
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Jaula Temperatura)

mM-Zm=-®2>0090—-2

mMeEaZm=-®22>020>23

Figura 14-1. Microambientes y Macroambientes
Fuente: Ministerio de Salud Perd. 2008.
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Lugar de la investigacion

El presente tema de investigacion se llevé a cabo en los siguientes Laboratorios:

Control de calidad de la planta y extracto, tamizaje fitoquimico: Laboratorio 1&D

Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

e Cuantificacion de metabolitos secundarios: Laboratorio de Instrumental de la Facultad de

Ciencias.

e Andlisis Microbioldgico: Laboratorio de Andlisis Bioquimicos y Bacterioldgicos de la

Facultad de Ciencias.

o Ensayo de la actividad cicatrizante: Bioterio de la Facultad de Ciencias, Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo.

e Andlisis Histopatoldgico: Sociedad de Lucha Contra el Céancer (SOLCA) de la ciudad de

Riobamba.
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2.2. Materiales, equipos y reactivos

2.2.1. Material Vegetal

El vegetal Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca) se encuentra ampliamente distribuido en la
Region Amazonica de nuestro pais, para el estudio el vegetal fue recolectado durante el mes de
Marzo en la Parroquia Tarqui de la ciudad de Puyo perteneciente a la Provincia de Pastaza a una

altitud media de 790 m del nivel del mar y una temperatura promedio de 30 °C.

La identificacion del vegetal se realiz6 en el Herbario de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo el cual esté a cargo del Ing. Jorge Caranqui.

Los habitantes del sector reportan que Bauhinia tarapotensis Benth mas conocida como Pata de
Vaca es utilizada como cicatrizante, antiinflamatorio, para combatir la diabetes en forma de

infusion.

2.2.2. Reactivo biol6gico

Para la evaluacion de la actividad cicatrizante los animales utilizados fueron 24 ratones (Mus
musculus ) (Figura 13-2) los cuales fueron proporcionados por el Bioterio de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo, Facultad de Ciencias. El reactivo biol6gico fueron tratados siguiendo
las normas bésicas aplicables para la proteccion de animales utilizados para experimentacion y otros

fines cientificos, incluyendo la docencia.

A

Figura 15-2. Ratén albino (Mus musculus).
Fuente: Nesciencia, 2007.
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2.2.3. Material farmacoldgico

Para la parte experimental de la investigacion se emple6 crema LAMODERM® como control
positivo del Laboratorio Farmacéutico Lamosan. Lamoderm tiene como composicion Acetato de
Prednisolona y Sulfato de Neomicina.

2.2.4. Materiales

- Vasos de precipitacion de 150, 250 mL
- Pipetas volumétricas de 1, 10 mL

- Tripode

- Varilla de agitacion

- Reverbero

- Piseta

- Capsulas de porcelana

- Pinza para capsulas

- Tubos de ensayo

- Gradilla

- Pinza para tubos de ensayo

- Matraces de

- Balones esmerilados de 250 y 500 mL
- Balones aforados de 10y 25 mL

- Probetas de 50 y 100 mL

- Espétula

- TermOmetro

- Puntas plasticas para pipetas

- Papel filtro

- Papel aluminio

- Picnémetro de 10 mL

- Vidrio reloj

- Guantes, mandil, cofia, cubre zapatos y mascarilla
- Cémara fotografica

- Jaulas para ratones

- Bebederos para ratones
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- Envases estériles ambar
- Jeringas

- Hisopos

- Bisturi

- Algodén

- Gasas

- Regla

- Cinta

2.2.5. Equipos

- Balanza analitica

- Molino eléctrico

- Cabina extractora de gases
- pH meter

- Mufla

- Refractometro

- Espectrofotometro

- Microscopio

- Rotavapor

- Esterilizador

- Céamara de flujo laminar
- Estufa

- Centrifuga

2.2.6. Reactivos

- Alcohol potable

- Reactivo para tamizaje fitoquimico
- Agua destilada

- Alcohol antiséptico

- Alcohol 40%

- Reactivos para el Tamizaje
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- Formol

2.3. Técnicas y Métodos

2.3.1. Recoleccion del material vegetal

El vegetal conocido como Pata de Vaca o Casco de Vaca (Figura 14-2) en la Parroquia rural
Tarqui de la ciudad de Puyo, Provincia de Pastaza, fue recolectado una cantidad suficiente en el mes
de Marzo para su posterior investigacion. El dia de la recoleccion se considerd una temperatura
promedio de 30 °C.

Para la identificacion taxondmica del espécimen se tomo6 una muestra donde incluyan tallo, hojas,
flores y en caso de haberlo fruto y se llevo al Herbario de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo para su identificacion respectiva.

Figura 16-2. Recoleccion del vegetal Bauhinia tarapotensis

Beth (Pata de Vaca)
Fuente: Chaglla Jimena, 2015.

2.3.2. Limpieza y desinfeccion del material vegetal

En el momento de la recoleccion del vegetal se selecciond hojas libre de materias extrafias e

impurezas mecanicas. Para la limpieza y desinfeccién se procedi6 a realizar los siguientes pasos:
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e A las hojas se eliminaron polvo e insectos que estén adheridos y se lavaron repetidas veces

hasta completar la limpieza.

e Para la desinfeccién se utilizé agua clorada y se enjuago con agua destilada para eliminar el

cloro (Castro, S., 2015).

2.4. Control de calidad del material vegetal

El material vegetal una vez seco y molido, libre de polvo y material extrafio se procedio a realizar
las pruebas donde se analiz6 Humedad, Cenizas totales, Cenizas solubles en agua y Cenizas
insolubles en HCI, caracteristicas organolépticas y parametros Fisico-quimicos del extracto segln
la Guia Normas Ramales de Salud Pablica (NRSP 309, 311y 312).

2.4.1. Determinacion del contenido de Humedad

Para determinar el contenido de agua en el material vegetal se emple6 el Método Gravimétrico

(pérdida de la masa por desecacion) en estufa. (Norma Ramal de Salud Piblica (NSRP) 311 “Extractos fluidos

y tinturas: Proceso tecnoldgicos”, 1992; citado en Miranda, M. 2001).

Parte experimental

Materiales y Equipos

e Balanza analitica

e Capsula de porcelana
e Pinza para capsula

e Estufa

o Desecador (Miranda, M. 2001).
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Procedimiento

Se pes6 2g del muestra vegetal seco y pulverizado con desviacién permisible de 0.5 mg, se
trasladd a una capsula de porcelana previamente tarada; seguidamente se coloco a la estufa a 105 °C
durante 3 horas, posteriormente la capsula se retird de la estufa y se introdujo en el desecador,
donde se dejo enfriar a temperatura ambiente y se pesd, se colocé nuevamente en la estufa durante 1

hora, volviéndose a pesar hasta obtener una masa constante (Miranda, M. 2001).
Expresion de los resultados

M, - My
ngixloo
M, - M

Donde:

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 cépsula vacia.

100 = factor matematico

Los valores se aproximan hasta las décimas.

2.4.2. Determinacion de Cenizas totales

La cantidad de Cenizas Totales se determiné por el Método Gravimétrico (Calcinacion). (Norma
Ramal de Salud Pablica (NSRP) 309 “Droga cruda: Método de ensayo”, 1992; citado en Miranda, M. 2001).

Parte experimental

Materiales y Equipos

e Balanza analitica

e Capsula de porcelana
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e Pinza para capsula

e Desecador

e Tripode

e Embudo

e Vidrio reloj

o Papel filtro libre de cenizas
e Mufla

e Reverbero

e Agua destilada

e Acido clorhidrico al 10% (Miranda, M. 2001).

Procedimiento

Se determind la masa de 3.0 g del material vegetal seco y pulverizado en una capsula de porcelana
previamente tarada. Se calentd suavemente la porcion de ensayo aumentando la temperatura hasta
carbonizar y posteriormente se incineré en un horno mufla a una temperatura de 700 a 750 °C,
durante 2h.

Se enfrié la capsula en un desecador y se pesd. Se repitié el proceso hasta que dos pesadas
sucesivamente difieran en mas de 0.5 mg por g (masa constante). Para obtener una masa constante

los intervalos entre calentamiento y pesada son de 30 minutos (Miranda, M. 2001).

Expresion de los resultados

M, - M
— X100
1-M

Donde:

C = porcentaje de cenizas totales en base hidratada.

M = masa del crisol vacio (g)
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M= masa del crisol con la porcion de ensayo (g)
M,= masa del crisol con la ceniza (g)
100= factor matematico para los calculos.

Los valores se aproximan hasta las décimas.

2.4.3. Determinacién de Cenizas Solubles en Agua

Las cenizas solubles en agua es la diferencia en peso entre las cenizas totales y el residuo, después

de la determinacion de cenizas totales. (Norma Ramal de Salud Piblica (NSRP) 309 “Droga cruda: Método de
ensayo”, 1992; citado en Miranda, M. 2001).

Procedimiento

A las cenizas totales obtenidas anteriormente, se afiadié de 15 a 20 mL de agua destilada. La
capsula de porcelana se tapd e hirvié suavemente al calor del reverbero durante 5min. La solucién
se filtrg a través del papel filtro libre de cenizas, el filtro con el residuo se transfirié a la capsula de
porcelana, se carbonizd en un mechero y luego se incinero en un horno mufla de 700-750 °C,
durante 2h. Posteriormente se coloco en un desecador y cuando alcance la temperatura ambiente se

peso. Se repitid el procedimiento hasta alcanzar peso constante (Miranda, M. 2001).

Expresion de los resultados

M, - Ma
Ca=———x100
My - M

Donde:
Ca = porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.

M, = masa del crisol con las cenizas totales (g).
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Ma =masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)
M; = masa del crisol con la muestra de ensayo (g)
M = masa del crisol vacio.

100 = factor matematico.

2.4.4. Determinacion de Cenizas Insolubles en Acido Clorhidrico

Las cenizas insolubles en &cido clorhidrico son el residuo obtenido después de hervir las cenizas
totales con acido clorhidrico diluido y llevado a la ignicion el material insoluble restante. Estas

miden la cantidad de silice presente, especialmente como arena y tierra silicea. (Norma Ramal de Salud
Pablica (NSRP) 309 “Droga cruda: Método de ensayo”, 1992; citado en Miranda, M. 2001).

Procedimiento

A las cenizas totales obtenidas anteriormente, se afiadié 2 a 3 mL de acido clorhidrico al 10%. La
capsula de porcelana se tapd con un vidrio reloj y se someti¢ al calor sobre un bafio de agua
hirviente durante 10 min. Se lavé el vidrio reloj con 5mL de agua caliente y se unié el contenido

de la capsula de porcelana (Miranda, M. 2001)

La solucién se filtré a través de un papel filtro libre de cenizas; se lavd el residuo con agua
caliente, se afladi6 una o dos gotas de solucion de nitrato de plata 0.1mol/L, hasta que no se
observe la presencia de cloruros. El filtrado con el residuo se deseco a una temperatura de 100 a
105 °C, se trasladé a al capsula de porcelana y se incineré en un horno mufla a una temperatura de
700-750 °C durante 2h. Posteriormente se colocé en un desecador y cuando alcanz6 la temperatura

ambiente se pes6. Se repitié el procedimiento hasta obtener masa constante (Miranda, M. 2001)

Expresion de los resultados

My - M
B= — x100
My - M
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Donde:

B= porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico en base hidratada.
M = masa del crisol con la porcion de ensayos (Q)

M,= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico.

2.5. Elaboracién de extractos

Una vez el material vegetal limpio y desinfectado se realizé el secado de la muestra por el Método
Desecacion al Aire Libre, en un lugar cubierto con techo para evitar el secado al sol ya que puede
destruir los principios activos presentes en el vegetal, también puede darse una alteracién al color y
aspecto de la droga. Ademas con una aireacion constante durante varias semanas hasta que la planta

se encontro totalmente seca (Miranda, M. 2001).

Finalmente se molié la planta y se almacend en un recipiente libre de la luz solar para los analisis

posteriores (Miranda, M. 2001).

Para obtener las sustancias activas se utilizd una extraccion sucesiva con solventes de polaridad

creciente como:
e FEtéreo

e Alcohdlico

e  ACUO0SO (Miranda, M. 2001).
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OBTENCION DE EXTRACTOS
ETEREQ-ALOHOLICO-ACUOSO

Proceso de extraccion del vegetal
Bouhinia tarapotensis Benth.

30z MATERIAL VEGETAL
EECD YV MOLITD
2"
Extracoide con % mL
4e ETER ETILICOD —— MACEEAR Durante 48 horas
FILTEAR
| EXTEACTD Aedir Foeafirar Tamicai
vodum en v caloular _— e
COBCEBLITRCHE Fitoquimice
E RESIDUD 30LIDND Secar
¥ peTar
o
Extrocda com 0 =l dc
: % MACERAR Durante 48 horas
W
FILTEAR
| EXTEACTD Aedir Fealioar Tamica:
= volum en ¥ caloelar —_— e
COBCEBIT RS Fitoquimice
: EESIDUD S0LITHND
Secar ¥ pezar
|
Extacciz sz 30 =L d= 5 MACERAR Durante 48 horas
ACTA DESTIL ADnA
W
FILTEAR
EXTEACTD Aedir . ..
I—} volumen ¥ caloulir — Fealinar TJ.:_lu:l:.l.]r
COBCERITRCHE Fitoquimice

Figura 17-2. Extraccion sucesiva del material vegetal Bauhinia tarapotensis Benth para aplicar el

Tamizaje Fitoquimico. Editado por Chaglla,J. 2015. Facultad de Ciencias. ESPOCH.
Fuente: Miranda, M. 2001.
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2.6. Tamizaje Fitoquimico

Para la determinacién de los metabolitos secundarios de la planta se realizo el tamizaje fitoquimico,

utilizando 3 tipos diferentes de solventes segln su polaridad: éter etilico, alcohol y agua. (Norma
Ramal de Salud Publica (NSRP) 309 “Droga cruda: Método de ensayo”, 1992; citado en Miranda, M., 2001).

2.6.1. Reacciones de los metabolitos secundarios presentes en el extracto etéreo

EXTRACTOETEREO

|
DIVIDIR EN FRACCIONES
|

5'mL 5 mL
ENSAYQ DE BALJET
EEANCS&%% \P ER%ADS’?N (LACTONAS Y COUMARINAS)

i . 5l
15 mL (dividir en 3 porciones)
ENSAYOS DE DRAGENDOREF ~ ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARI

MAYER Y WAGNER (TRITERPEMNOS-ESTEROIDES)
(ALCALQIDES)

Figura 18-2. Esquema de las reacciones a realizar en el extracto de éter etilico.
Fuente: Miranda, M. 2001.

« Ensayo de Sudan: Reconoce la presencia de compuestos grasos.

Se tomo una alicuota del extracto etéreo en un tubo de ensayo limpio y seco, se afiadidé 1
mL de la solucién coloreada Sudan 111 o Sudan 1V, calentar en bafio de agua hasta evaporacion del
solvente (Miranda, M. 2001).

Interpretacion de resultados: La aparicion de gotas o una pelicula coloreada de color rojo en el

seno o en las paredes del tubo de ensayos respectivamente es un resultado positivo (Miranda, M.
2001).

e Ensayo de Dragendorff: Permite reconocer la presencia de alcaloides al igual que los ensayos

de Mayer y Wagner (Miranda, M. 2001).

Para este ensayo se tomo alicuota del extracto etéreo, se evapord en bafio de agua caliente y el
residuo se redisolvio en 1 mL de &cido clorhidrico (1%) en agua. Una vez obtenida la solucion

acuosa acida se afiadieron 3 gotas del reactivo de Dragendorff (Miranda, M. 2001).
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Interpretacion de resultados: Opalescencia (+), turbidez definida (++), precipitado coposo (+++)
(Miranda, M. 2001).

e Ensayo de Mayer: Se procedid de la forma descrita anteriormente hasta obtener la solucién

acida (Miranda, M. 2001).

Se afadio una pizca de cloruro de sodio, agitar y filtrar. Finalmente se agregaron 2 a 3 gotas del
reactivo de Mayer (Miranda, M. 2001).

Interpretacion de resultados: Opalescencia (+), Turbidez definida (+ +), Precipitado
COoposo (+ + +) (Miranda, M. 2001).

e Ensayo de Wagner: Se partié de la misma forma en los casos anteriores hasta obtener la

solucion acida, posteriormente se afiadid 2 a 3 gotas del reactivo correspondiente (Miranda, M.
2001).

Interpretacién de resultados: Opalescencia (+), Turbidez definida (+ +), Precipitado coposo (+ +

+) (Miranda, M. 2001).

o Ensayo de Baljet: Permite reconocer la presencia de compuestos lactonicos, particularmente

Coumarinas (Miranda, M. 2001).

Se tomé una alicuota del extracto etéreo, se evapord y redisolvié en una pequefia cantidad de

alcohol, en estas condiciones se agreg6 1 mL del reactivo de Baljet (Miranda, M. 2001).

Interpretacion de resultados: El ensayo es positivo si se aprecia coloracion (+ +) y precipitado

rojo (+ + +) (Miranda, M. 2001).

e Ensayo de Liebermann — Burchard: Se tomd una alicuota del extracto, se llevd hasta
sequedad y redisolvido en 1 mL de cloroformo. Seguidamente se afiadio 1mL de anhidrido
acético y se procedié a mezclar bien. Por la pared del tubo de ensayo se dejé resbalar de 3 a 4

gotas de acido sulfurico concentrado (sin agitar) (Miranda, M. 2001).
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Interpretacion de resultados: Para que el ensayo sea positivo se dar4 un cambio positivo de

coloracion de la siguiente manera:
1. Rosado — azul muy rapido
2. Verde intenso — visible rapido

3. Verde oscuro — negro — final de la reaccién (Miranda, M. 2001).

2.6.2. Reacciones de los metabolitos secundarios presentes en el extracto alcohdlico

BXIRACTOALOHALICD
|
CVOR BN FRAOOCNES
|
s 2m_ om J 2|rTL
ENBAYOLE BNSAYOLE L ENSAYOCE m. ENSAYOLE .
CATECLINAS FEHING BNSAYOLE are BNSA0CE KELCLE 6M_an 3pomioes
(5 FEDUCTORES) oSy | EORAIACER CA0RN0UNS) ENSAYCS CE CRACENDCRFF
LEBERVWNBUCHARD ;
(TRITEFPENOSE STERDILES)| (CUiOHE) MAYERY VWG ER
EI\EA%EE 2L -
FESINAS on BENSAYOLE 2m
NINHDRNA ENSAYOLE
BSOS LET @A0A000S) ANTOOANDNA
ZnL
ESERRM o
J ENSAYOLE
SHNODA
[FLAVOMOIDES)

Figura 19-2. Esquema de las reacciones a realizar en el extracto alcohdlico.
Fuente: Miranda, M. 2001.

e Ensayo de Catequinas: Se tom6 una gota del extracto alcohdlico, con la ayuda de un capilar y
se aplico sobre un trozo de papel filtro. Sobre la mancha se aplic6 una solucion de carbonato de

sodio (Miranda, M. 2001).

Interpretacion de resultados: Una mancha verde carmelita a la luz UV, nos indica una prueba

positiva (Miranda, M. 2001).

e Ensayo de resinas: A la alicuota tomada del extracto alcohdlico se adiciond 10 mL de agua

destilada (Miranda, M. 2001).

Interpretacion de resultados: La presencia de precipitado nos indica una prueba positiva (Miranda,
M. 2001).
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e Ensayo de Fehling: Reconoce la presencia de azUcares reductores. La alicuota del extracto se
evapord en un bafio de agua caliente y el residuo se redisolvié con un volumen de 2 mL.
Finalmente se adicion6 2mL del reactivo de Fehling y se calent6 en un bafio de agua durante 5

— 10 minutos (Miranda, M. 2001).

Interpretacidn de resultados: El ensayo es positivo, si la solucidn se colorea de rojo o se visualiza

un precipitado de color rojo (Miranda, M. 2001).

e Ensayo de Baljet (Lactonas) (Miranda, M. 2001).

e Ensayo de Lieberman — Buchard (Triterpenos - Esteroidales) (Miranda, M. 2001).

e Ensayo de Espuma: Permite identificar la presencia de saponinas.

La alicuota del extracto alcohdlico se diluy6 con 5 veces su volumen de agua y se agit6 la solucion
fuertemente durante 10 minutos (Miranda, M. 2001).

Interpretacion de resultados: Si aparece espuma en la superficie del liquido de mas de 2 mm de

altura y permanece por mas de 2 minutos, el ensayo es positivo (Miranda, M. 2001).

e Ensayo del Cloruro Férrico: Identifica compuestos fendlicos y/o taninos del extracto en

estudio.

Se tomd una alicuota del extracto alcohdlico se le adicion6 3 gotas de una solucién de tricloruro

férrico al 5% en solucion salina fisioldgica (cloruro de sodio al 0.9% en agua) (Miranda, M. 2001).
Interpretacion de resultados: Si el ensayo es positivo presentara las siguientes caracteristicas:
1. Coloracion rojo — vivo nos indica compuestos fendélicos en general.

2. Coloracién verde intensa nos indica taninos del tipo pirocatecélicos.

3. Coloracion azul nos indica taninos del tipo pirogalotanicos (Miranda, M. 2001).
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e Ensayo de Borntrager: Reconoce la presencia de quinonas.

La alicuota del extracto alcohdlico se evapord en bafio de agua caliente, posteriormente se
redisolvié en 1 mL de cloroformo. Se adiciond 1 mL de hidréxido de sodio al 5 %. Se agit6 hasta

mezclar las fases y se dejé en reposo hasta observar una separacion de fases (Miranda, M. 2001).

Interpretacidn de resultados: Si la fase acuosa alcalina (superior) presenta un color rosado o rojo,

la prueba se considera positivo. Coloracion rosada (+ +), coloracién rojo (+ + +) (Miranda, M. 2001).

¢ Ensayo de Shinoda: Permite identificar metabolitos secundarios como son los flavonoides.

A la alicuota tomada del extracto se diluyd con 1 mL de acido clorhidrico concentrado y se coloc6
por la pared del tubo de ensayo una pizca de cinta de magnesio metalico. A continuacién de la
reaccion se esper0 aproximadamente 5 minutos hasta que termine la reaccion. Se afiadié 1 mL de

alcohol amilico se mezcl6 y dejo reposar hasta que las fases se separen (Miranda, M. 2001).

Interpretacién de resultados: La prueba es positivo cuando el alcohol amilico se colorea de

amarillo, naranja, carmelita o rojo; intensos en todos los casos (Miranda, M. 2001).

Ensayo de antocianidinas: Se calentd 2 mL del extracto alcohdlico por 10 minutos con 1 mL de
acido clorhidrico concentrado, se dej6 enfriar y se adiciond 1 mL de agua y 2 mL de alcohol

amilico. Se agit6 y se dejo reposar las dos fases (Miranda, M. 2001).

Interpretacién de resultados: La aparicidn de color rojo a marrén en la fase amilica, nos indica

que la prueba es positiva (Miranda, M. 2001).

e Ensayo de Dragendorff: (Alcaloides) (Miranda, M. 2001).

e Ensayo de Mayer (Alcaloides) (Miranda, M. 2001).

e Ensayo de Wagner (Alcaloides) (Miranda, M. 2001).
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2.6.3. Reacciones de los metabolitos secundarios presentes en el extracto acuoso.

EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN FRACCIONES

6 ML en 3 porciones

(ALCALOIDES)

ENSAYOS DE DRAGENDORFF
MAYER Y WAGNER

2mL
ENSAYO DE CLORURO

FERRICO
TANINOS)

2mL
ENSAYO DE SHINODA

FLAVONQIDES)

2mL
ENSAYQ DE FEHLING
(4Z. REDUCTORES)

10 mL

ENSAYO DE
MUCILAGOS

102 GOTAS
ENSAYO DE
PRINCIPIOS AMARGOS

2mL
ENSAYO DE ESPUMA

(SAPONINAS)

Figura 20-2. Esquema de las reacciones a realizar en el extracto acuoso.
Fuente: Miranda, M. 2001.

e Ensayo de Dragendorff: A la alicuota del extracto acuoso se afiadio 1 gota de &cido

clorhidrico concentrado, (se calentd suavemente y dejo enfriar). Con la solucion acuosa &cida

se adiciond 3 gotas del reactivo (Miranda, M. 2001).

Interpretacién de resultados: Opalescencia (+), turbidez (++), precipitado coposo (+++)(Miranda,

M. 2001).

e Ensayo de Mayer: Para este ensayo se procedi de la misma forma que el ensayo anterior

hasta obtener la solucion acuosa acida. Se afiadié una pizca de cloruro de sodio, se agito y

filtr6. Se agregd 3 gotas del reactivo de Mayer (Miranda, M. 2001).

Interpretacion de resultados: Opalescencia (+), turbidez (++), precipitado coposo (+++) (Miranda,

M. 2001).

e Ensayo de Wagner: Se inicia de la misma forma que los casos anteriores hasta la obtencion de

la solucidn acuosa acida. Se afiadi6 a esta solucion 3 gotas del reactivo de Wagner (Miranda, M.

2001).
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Interpretacidn de resultados: Opalescencia (+), turbidez (++), precipitado coposo (+++)(Miranda,
M. 2001).

e Ensayo del cloruro férrico: Se tomo una alicuota del extracto acuoso se afiadié acetato de
sodio para neutralizar y tres gotas de una solucion de tricloruro férrico al 5% en solucién salina

fisiologica (Miranda, M. 2001).

Interpretacién de resultados: Si el ensayo es positivo presentara las siguientes caracteristicas:

4. Coloracion rojo — vivo nos indica compuestos fenélicos en general.
5. Coloracion verde intensa nos indica taninos del tipo pirocatecélicos.

6. Coloracién azul nos indica taninos del tipo pirogalotanicos (Miranda, M. 2001).

e Ensayo de Shinoda: Se adicion6 1 mL de 4cido clorhidrico concentrado y una pizca de cinta
de magnesio metalico. A continuacion de la reaccion se esperé aproximadamente 5 minutos
hasta que termine la reaccion. Se afiadié 1 mL de alcohol amilico se mezcl6 y dejé reposar

hasta que las fases se separen (Miranda, M. 2001).

Interpretacion de resultados: La prueba se considera positivo cuando el alcohol amilico se

colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo intenso en todos los casos (Miranda, M. 2001).

o Ensayo de Fehling: Se adicion6 2mL del reactivo de Fehling y se calentd en un bafio de agua

durante 5 — 10 minutos (Miranda, M. 2001).

Interpretacion de resultados: El ensayo se considera positivo si la solucion se colorea de rojo o se

visualiza un precipitado de color rojo (Miranda, M. 2001).
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e Ensayo de Espuma: La alicuota del extracto acuoso se diluyé con 5 veces su volumen de agua

y se agito la solucién fuertemente durante 10 minutos (Miranda, M. 2001).

Interpretacion de resultados: Se considera positivo el ensayo de espuma si se observa espuma en
la superficie del liquido de més de 2 mm de altura y permanezca por mas de 2 min (Miranda, M. 2001).

e Ensayo de Mucilagos: Permite identificar la presencia de mucilagos de tipo polisacéridos. Se

procedid a tomar una alicuota del extracto acuoso y se dejo enfriar a una temperatura de 4 ° C
(Miranda, M. 2001).

Interpretacion de resultados: Si presenta una consistencia gelatinosa la prueba es positiva
(Miranda, M. 2001).

e Ensayo de Principios amargos y astringentes: El ensayo se lleg6 a cavo saboreando una gota

del extracto y se reconoci6 el sabor de cada uno de estos principios (Miranda, M. 2001).

2.7. Andlisis Cromatografico

El extracto en estudio se analiz6 por Cromatografia en Capa Fina (TLC), el analisis se baso en la

identificacion de Flavonoides, se procedié de la siguiente manera:

o Para el andlisis se utilizaron placas de silica gel ( Aluminum backed TLC 20 x 20 cm F-254 200

um).
e Se prepar6 la fase movil para el corrido con un sistema de solventes (acetato de etilo, acido

formico, acido acético glacial, metil-isobutil-cetona y agua) (6: 0.7: 0.3: 2.5: 1.5).

e La aplicacion del extracto y del estdndar (quercetina) se realizé con un capilar a una distancia
de 1 cm del borde inferior de la placa cromatografia, el nimero de aplicaciones fueron de 5 a 6

veces, dejando secar después de cada aplicacion.
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e Se introdujo la placa en una cuba cubierta y se dejé que los solventes recorran ¥, partes de la
placa.

e Seguidamente se retir6 la placa y se dejé secar.

e Para su mejor identificacion se procedidé a calentar la placa muy suavemente, y se revel6 con

vapores de amonio y solucion de cloruro de aluminio.

e Para observar las manchas e identificar se llevé a la cdmara de UV.

e Finalmente se midié la distancia recorrida de los compuestos y la distancia recorrida del

solvente con la siguiente formula (Cabezas, G., 2004):

Distancia recorrida por la muestra
" Distancia recorrida por el solvente

2.8. Cuantificacion de metabolitos secundarios

2.8.1. Cuantificacién de Flavonoides Totales en el extracto de hojas Bauhinia tarapotensis
Benth (Pata de Vaca)

e Se peso 1 gramo del vegetal molido y seco, se disolvio en 25 mL de alcohol al 96% (extracto

alcohdlico) y 25 mL alcohol al 80% (extracto hidroalcohdlico).

e Se macer6 durante 24 horas los dos extractos (alcohélico e hidroalcohdlico) y se ajustd su
volumen a 25 mL con alcohol al 96 % y 80% respectivamente, se centrifugd la mezcla a 2000

rpm.

e Se tom6 una alicuota de 0.5 mL del extracto alcoholico e hidroalcohdlico preparado
anteriormente, se agregé 1.5 mL de alcohol al 96% y 80% respectivamente, 0.1 mL de la
solucion AICI; al 10%, 0.1 mL de solucion 1M de acetato de potasio y 2.8 mL de agua

destilada; la mezcla se incub6 por 30 minutos.
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e Su absorbancia se ley6 en un Espectrofotometro a una longitud de onda de 415 nm.

o La curva de calibracion se prepar6 con quercetina a una longitud de onda de 415 nm. El

contenido de flavonoides de los extractos se expresd en mg quercetina/ 1g muestra (Lock Olga,
20086, p.4).

2.8.2. Cuantificacion de Fenoles totales en el extracto de hojas Bauhinia tarapotensis Benth
(Pata de Vaca)

e Se pesd 1 g del vegetal molido y seco, se disolvié en 25 mL de alcohol al 96% (extracto
alcohdlico) y se disolvio en 25 mL de alcohol al 80% (extracto hidroalcohélico), se macerd
durante 24 horas y se ajusté su volumen a 25 mL con alcohol al 80% vy alcohol al 96 %

respectivamente, y se centrifugd la mezcla a 2000 rpm.

e A 0.5 mL del extracto alcoholico e hidroalcohélico se adicioné 10 mL de una solucién de

Na,COsa 10% y se incubd a 38 ° C por 15 minutos.

e Setomd 1 mL de esta soluciodn a la cual se le afladié 3 mL de agua destilada y 1 mL del reactivo

de Folin — Ciocalteu: agua 1:1 v/v.

e Lamezcla se dejo reposar por 15 minutos en oscuridad.

e Finalmente se tomo lectura de la absorbancia a 660 nm en un Espectrofotometro.

o Se utilizé una solucion estandar de &cido galico, se tomd la lectura a 660 nm. El contenido de

fenoles de los extractos se expreso en mg acido galico/ 1g muestra (Barrén, et al., 2001).
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2.9. Control de calidad del extracto

Para el control de calidad del extracto se analiz6 los siguientes pardmetros: requisitos
organolépticos (color, aspecto y olor), pH, densidad, indice de refraccion, solidos totales y analisis

microbioldgico.

Se evaluaron los siguientes parametros:

- Determinacion de los Requisitos organolépticos

Para las determinaciones de los parametros de calidad (color, olor y apariencia) se tomé en un
tubo de ensayo limpio y seco tres cuartas partes del extracto y se observd el color, el aspecto; para
la determinacion de olor se tomd una tira de papel filtro y se introdujo en la muestra del extracto y

se procedio a oler. (Norma Ramal de Salud Pablica (NSRP) 312 “Extractos fluidos y tintura: Métodos de Ensayo”,
1992; citado en Miranda, M. 2001).

- Determinacion de la Densidad relativa

La densidad relativa es la relacion entre la masa de un volumen de la sustancia a ensayar a una
temperatura de 25 °C y la masa de un volumen igual de agua a la misma temperatura. Este término

equivale a peso especifico (Norma Ramal de Salud Pablica (NSRP) 312 “Extractos fluidos y tintura: Métodos de
Ensayo”, 1992; citado en Miranda, M. 2001).

Materiales y reactivos

e Picnémetro de al menos 10 mL de capacidad.

e Balanza analitica (Miranda, M. 2001).

Procedimiento

Para la determinacion se pesd el picnémetro vacio y seco a2°C yse llen6 con la porcion de

ensayo, se mantuvo a la temperatura de 25°C (+ 1°C) durante 15 min., y se ajustd el liquido
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al nivel empleado, con la ayuda de una pequefa tira de papel se retird el exceso del liquido
externamente del picnémetro y se peso cuidadosamente. Se retir6 la porcion de ensayo con agua
destilada a 25 °C, y se pes6 con la porcidn de agua destilada (Miranda, M. 2001).

Expresion de los resultados

La densidad relativa a 25°C se calcula por la siguiente formula:

_ M -M
D25= M, -

Donde:
M;: peso del picnémetro con la muestra (g)
M,: peso del picnémetro con el agua (g)

M: peso el picnémetro vacio (g).

Los resultados se aproximan hasta la tercera cifra. .

- Determinacion del indice de refraccion

El indice de refraccion es una constante caracteristica de cada sustancia, la cual representa relacion
entre el seno del angulo de incidencia de la luz y el seno del angulo de refraccién cuando la luz pasa
oblicuamente a través del medio. (Norma Ramal de Salud Plblica (NSRP) 312 “Extractos fluidos y tintura:

Métodos de Ensayo”, 1992; citado en Miranda, M. 2001).

Materiales y reactivos

e Refractémetro

e Varilla de vidrio (Miranda, M. 2001).
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Procedimiento:

Se coloco sobre el prisma de medicion una gota de agua destilada, utilizando para ello
una varilla de vidrio , se ajustd el equipo seleccionando la zona del espectro visible
que aparece en la linea limite del campo visual, moviendo el compensador cromético y

colocando la interseccion del reticulo sobre la linea limite de los campos claro y oscuro
(Miranda, M. 2001).

Después de haber realizado el ajuste del refractdbmetro, se coloca una gota de la
muestra de ensayo sobre el prisma de medicidén, se cierra el termoprisma y se enfoca
la luz por medio del espejo, de modo tal quela misma incida sobre la apertura de

entrada del prisma de medicion y se proceda de la misma forma que con el agua
(Miranda, M. 2001).

Expresion de los resultados

Se realizaron tres lecturas y se calcul6 el promedio de las mismas. Dos o mas lecturas no

deben diferir en mas de 0.002 (Miranda, M. 2001).

- Determinacion del pH

El pH es un indice numérico que se utiliza para expresar la mayor o menor acidez de una solucién

en funcién de los iones hidrogeno (Norma Ramal de Salud Piblica (NSRP) 312 “Extractos fluidos y tintura:
Métodos de Ensayo”, 1992; citado en Miranda, M. 2001).

Materiales y reactivos

o Medidor del pH con electrodo de vidrio combinado (Miranda, M. 2001).

Procedimiento

Se determind el valor del pH de la muestra (Miranda, M. 2001).
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- Determinacion de Solidos totales

La determinacion de solidos totales es la variacion de la masa, debido a la pérdida o eliminacion de
sustancias volatiles por accion del calor, por medio de un proceso de evaporacion de la muestra a

ensayar y el secado del residuo, hasta conseguir masa constante (Norma Ramal de Salud Piblica (NSRP)
312 “Extractos fluidos y tintura: Métodos de Ensayo”, 1992; citado en Miranda, M. 2001).

Materiales y reactivos

e Cépsula de porcelana, platino o cristal.

e Bafio de agua.

e Balanza analitica

e Desecadora conteniendo silica gel.

e Estufa con temperatura controlada (105 £ 2°C)

e Pipeta aforada de 5 mL (Miranda, M. 2001).

Procedimiento

5,0 mL del extracto se llevd a una cépsula previamente tarada a 105 °C, se evapord
sobre bafio de agua hasta que el residuo esté aparentemente seco. Se pasd hacia una
estufa y se dejo hasta peso constante (aproximadamente 3 h). Se retird la capsula de la

estufa y se colocd en unadesecador hasta que alcance la temperatura ambiente (Miranda,
M. 2001).

Para obtener la masa constante entre una pesada y otra se mantuvo un tiempo de

secado de 60 minutos (Miranda, M. 2001).

Expresion de los resultados

La cantidad de solidos totales, expresado en %, se calcula por la siguiente féormula:

st=—"""P x100
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Donde:

P,= masa de la capsula mas el residuo (g)

o
1

masa de la capsula vacia (Q)

\%

volumen de la porcion de ensayo.

100=factor matemaético para el célculo.

2.10. Andlisis Microbiolégico del extracto

El anélisis microbioldgico del extracto alcohdlico Bauhinia tarapotensis Benth (PATA DE
VACA) se realizd para el extracto que fue aplicado a los animales de experimentacién de forma

topica.

Materiales y reactivos

e Tubos de ensayos estériles
e Tapas de ensayo estériles
e Asa

e Cajas Petri

e Gradilla

e Mechero

e Agua Peptona

e Esterilizador

e Estufa

e Camara de Flujo Laminar
e Placas Compact Dry

e Pipeta 100 pL

2.10.1. Método de extension en placa para Aerobios mesofilos

e Después de la primera dilucién 10™ se dej6 reposar por 30 minutos para poder realizar la

segunda dilucién.
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Se tom6 1 mL del extracto en un tubo de ensayo esterilizado y 9 mL de agua de peptona 0.1% ,

obteniendo una dilucién 1/10.

De la dilucion 1/10 se tomd 1 mL + 9 mL de agua de peptona 0.1 %, obteniendo la dilucién 1/
100.

De cada tubo de ensayo se tom6 100 pL y se procedié a sembrar en una placa con agar PCA

previamente etiquetada.

Se dejé incubar 48 horas a una temperatura de 32 ° C.

Finalmente se realizé el conteo y se reportara como Unidades Formadoras de Colonias por
mililitro (UFC / mL ) (Gallegos, J. 2003).

2.10.2. Método de extension en placa para Mohos y Levaduras

Para el analisis de cada extracto se realizaron diluciones 1/10 y 1/100.

Se tom6 1 mL del extracto en un tubo de ensayo y 9 mL de agua de peptona 0.1% , obteniendo

una dilucién 1/10, dejar reposar por 30 minutos para realizar la segunda dilucion.

De la dilucion 1/10 se tom6 1 mL + 9 mL de agua de peptona 0.1 %, obteniendo la dilucién 1/

100.

De cada tubo de ensayo se tom6 100 uL y se procedié a sembrar en una placa con agar

Sabouraud previamente etiquetada.

Se dejo incubar de 4 a 5 dias a una temperatura de 22°C.
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e Finalmente se realizo el conteo y se reportard como Unidades Formadoras de Colonias por

mililitro (UFC / mL ) (Gallegos, J. 2003).

2.10.3. Método vertido en placa para Coliformes totales y Fecales

Para la deteccion de coliformes totales y fecales se utilizaron placa Compact Dry.

e Seabri6 la cubierta y se dejo caer 1 mL de la muestra sobre la parte central de la placa.

e La muestra se dispersa rapidamente y homogéneamente sobre la lamina.

e Se cerrd la cubierta sobre la placa, en la seccion de memorando se realizd la rotulacién

respectiva.
e Se colocd en la estufa y se procedi6 a contar el nimero de colonias coloreadas. Si las colonias

son de color morado existe la presencia de Coliformes totales y si las colonias son azules

presenta Coliformes fecales (Apracom).

2.11. Evaluacion de la actividad cicatrizante del extracto Bauhinia tarapotensis Benth.

Protocolo Farmacoldgico de Cicatrizacion.

2.11.1. Fase de Climatizacion

Descripcion del Animal de experimentacion:

- Numero de ratones: 24 ratones (Mus musculus)
- Peso promedio: 35-40 g

- Edad: 3-4 meses

- Sexo: Machos/Hembras

- Lugar de nacimiento: Bioterio de la Facultad de Ciencias (ESPOCH)
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Condiciones Ambientales:

Ambientacién: 15 dias antes a la experimentacidn. Se procedié a tomar el peso de los ratones
durante la ambientacion, para obtener pesos constantes en todos los animales.

Humedad relativa: 40-70%

Temperatura: 22°C + 2

Periodo: 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad

Ruido: ausente

Cama: Viruta (madera), para mantener animales limpios y secos, el cambio se realizara cada 48
h.

Alimento: pellets (balanceado para roedor) y agua Ad libitum (Cabezas, G. 2014).

2.11.2. Fase de Lesién Inducida

Los animales fueron depilados 24 h antes de realizarle el corte en el &rea dorsal.

Para la depilacion primero se humedeci6 con agua tibia la zona a depilar.

Se procedio a depilar la zona con crema depiladora Veet, después de la aplicacién se dejé de 3

a 5 min que actue, y retirar el pelaje con gasas.

Se esperd 24 h para descartar algin tipo de reacciones alérgicas.

Desinfectar la zona depilada y colocar un anestésico, Roxicaina (Lidocaina base al 10%), via

topica.

Marcar una longitud perpendicular de 2 cm al eje longitudinal del raton.

La incision se realiz6 con un bisturi en la zona marcada, que comprenda las capas de la piel
(Cabezas, G. 2014).
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2.11.3. Fase de Tratamiento

Previamente se peso cada uno de los animales a utilizar en el ensayo (ANEXO A)

Los 24 ratones se distribuyeron en 6 Grupos experimentales, cada grupo formado por 4
ratones con caracteristicas similares (Tabla 2-2). Para la evaluacion diaria del proceso de
cicatrizacion a cada ratén que conforma el grupo de investigacion se etiqueto con signos en la

cola de los mismos (Cabezas, G. 2014).

Se aplico extractos de hojas Bauhinia tarapotensis Benth a 75 %, 50 % y 25 %.

Control farmacolégico: LAMODERM
Cada 100 gramos contiene:
Acetato de prednisolona ................. 05¢g

Sulfato de neomicina..................... 05¢g

Los grupos investigativos a evaluar es Lamoderm, alcohol al 40% como controles positivos y

el grupo control negativo al cual no se le aplico ningun tratamiento (Cabezas, G.).

La aplicacion de los extractos se realiz6 via tpica, cada 8 horas con un volumen de 0,1 mL, de

la misma forma se procedi6 con el alcohol al 40 %.

Para la aplicacion de la crema Acetato de Prednisolona — Sulfato de Neomicina se utiliz6 un

hisopo estéril.

Tabla 2-2: Protocolo Experimental

CONTROL CONTROL(+) | EXTRACTO1 | EXTRACTO?2 | EXTRACTO3

()
C1 X1 Y1 Al Bl C1
C2 X2 Y2 A2 B2 C2
C3 X3 Y3 A3 B3 C3
C4 X4 Y4 A4 B4 C4
Gl G2 G3 G4 G5 G6

Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio I&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).
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G= Grupos

C= Animales sin tratamiento

X= Animales tratados con Acetato de Prednisolona- Neomicina Sulfato
Y= Animales tratados con alcohol 40%

A= Animales tratados con extracto

B= Animales tratados con extracto

C= Animales tratados con extracto

2.11.4. Fase de Evaluacion

Para la evaluacion del proceso de cicatrizacion diariamente se midio la longitud de la herida hasta
terminar el proceso de cicatrizacion por cada uno de los grupos investigativos, ademas se observo la

formacion y caida de costra, inflamacién e irritacion de la herida durante el proceso.

El tiempo de cicatrizacion fue analizada por representacion de histogramas y analisis estadistico
con el Software IBM SPSS STATISTICS Version 22.

2.12. Andlisis Histopatoldgico

Se realiz6 la eutanasia a 24 ratones mediante la técnica inhalatoria con éter etilico (Alvarez,l.), se
corto la piel de 1 cm cuadrado alrededor de la cicatriz final, involucrando las epidermis, dermis e
hipodermis. De cada corte de la piel se toman datos de longitud de la cicatriz, aspecto, color y
forma, se colocé en un recipiente con formol al 10 % y respectivamente codificado para cada uno
de los grupos investigativos. Las muestras se llevaron al laboratorio histopatologico para su

respectivo analisis.
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1. Control de calidad del material vegetal

3.1.1. Determinacién del Contenido de Humedad

Tabla 3-3: Resultados de la Determinacion del contenido de Humedad del material vegetal

de Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca).

PARAMETRO RESULTADO NTE INEN 2 USP # 28
392:2007

Contenido de
Humedad (%0)

+ Desviacion estandar p < 0.05
Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio 1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).

8.47% + 2.07 MAX 12 14 (Muestra seca)

El contenido de humedad en las hojas Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca) fue de 8.47 %;
valor que se encuentra dentro de los limites establecido por la Norma NTE INEN 2 392:2007, de
igual manera cumple con las especificaciones de la USP # 28 (2002) el cual indica un valor maximo
de 14%, indicando que el material vegetal es apropiado para los ensayos posteriores. El valor es
diferente al estudio realizado por Urquizo, F., donde se obtuvo un porcentaje de humedad de 11.21
% . La cantidad elevada de agua causa crecimiento microbiano, hidrélisis de los principios activos
es decir una degradacion quimica de los compuestos, estos factores afectan a la calidad del material

vegetal (Jurado, 2015. p.33).

68



3.1.2. Determinacién de Cenizas Totales
Tabla 4-3: Resultados de la Determinacion de Cenizas Totales del material

vegetal de Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca).

RESULTADO USP # 25 (2001)

Cenizas Totales (%) 4.76% + 0.59 Hasta 12

+ Desviacion estandar p < 0.05
Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio 1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).

El porcentaje de cenizas totales fue de 4.76 %,; este valor se encuentra dentro del limite aceptable
por la USP # 25, el cual indica un valor de hasta 12 %. EIl valor de cenizas totales indicada en la
tabla es diferente al estudio realizado por Urquizo, F., obteniendo un valor de 7,23 %. La cantidad
de cenizas totales nos indican la cantidad de cenizas fisioldgicas derivados del tejido de la planta y
cenizas no fisioldgicas, que son residuos que permanece después de la ignicion de la materia
extrafia como polvo, tierra, arena; que se encuentran adheridas a la superficie de la droga (Jurado,
2015: p.33).

3.1.3. Determinacidén de Cenizas Solubles en Agua
Tabla 5-3: Resultados de la Determinacion de Cenizas solubles en agua del

material vegetal de Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca).

PARAMETRO RESULTADO USP # 28

Cenizas solubles en

agua (%) 0.92% + 0.07 Hasta 7

+ Desviacion estandar p < 0.05
Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio 1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).

69



El porcentaje de cenizas solubles en agua fue de 0.92 %, valor que se encuentra dentro de los
limites permisibles (7%) dada por la USP # 28. El valor obtenido en el estudio es similar al valor
encontrado por Urquizo, F., siendo un valor de 0.85 %. EI porcentaje de cenizas solubles en agua

corresponde a la presencia de sales de metales alcalino-térreos (Payrol et al, 2005: p.379).

3.1.4. Determinacioén de Cenizas Insolubles en HCI

Tabla 6-3: Resultados de la Determinacion de Cenizas insolubles en HCI del material vegetal
de Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca).

PARAMETRO RESULTADO NTE INEN 2 USP # 28
392:2007

Cenizas insolubles
en HCI (%)

+ Desviacion estandar p < 0.05
Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio 1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).

0.33% + 0.02 MAX 2 Hasta 5 %

El promedio de cenizas insolubles en HCI fue de 0.33%, el cual se encuentra entre los limites
permisibles (5%) dada por la USP # 28 y MAX 2 segin la Norma NTE INEN 2 392:2007. El

porcentaje de cenizas insolubles en HCI corresponde a la presencia de metales pesados (Payrol et al,
2005: p.379).

3.2. Tamizaje Fitoquimico

Tabla 7-3: Resultados del Tamizaje Fitoquimico del extracto etéreo, alcohélico y acuoso de

las hojas Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca).

METABOLITOS ENSAYO EXTRACTO | EXTRACTO EXTRACTO
ETEREO ALCOHOLICO ACUOSO
Alcaloides Dragendorff (+) (++) (+)
Mayer ) (+) (++)

Wagner () (++4) (+)

Compuestos

Grasos Sudan 9

Flavonoides Shinoda (+++) (+++)
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Triterpenos y Liebermann-
Esteroides Buchari (++) (++)

Taninos y Fenoles | Ensayo de Cl;Fe (+++) (++)
Saponinas Espuma O] (++)
Azlcares Fehling
reductores (++) (+4)
Quinonas Borntrager )

Cumarinas Baljet “) (++)
Flavonoides Antocianidinas (+++)
Catequinas Catequinas (++)
Resinas Resinas O]
Mucilagos Mucilagos )
Principios Principios
amargos amargos (++4)

Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio 1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).

*Ausencia: (-). Evidencia Baja: (+). Evidencia Media: (++). Evidencia Alta: (+++).

De acuerdo a los resultados del Tamizaje Fitoquimico se observé la presencia de metabolitos
secundarios en mayor cantidad como alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos-taninos,
antocianidinas y principios amargos; una evidencia media de metabolitos como triterpenos-
esteroides, azucares reductores, cumarinas, catequinas y saponinas;, una baja evidencia de
compuestos grasos, quinonas, resinas y musicalagos. La presencia de estos metabolitos
secundarios en las partes aéreas de la planta, concuerda con lo descrito en Urquizo, F. y Murillo

et.al.

3.3. Cromatografia en Capa Fina (TLC)

A continuacion se presentan los compuestos que estan presentes en las hojas del extracto Bauhinia

tarapotensis Benth (Pata de Vaca) con sus respectivos Ry,
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Tabla 8-3: Resultados de la Determinacion de los Rf de la muestra de hojas

Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca).

MANCHA Rf COMPUESTO IDENTIFICADO
1 0,13
2 0,21
3 0,32 Quercetin- 3-0 rutinoside (rutin)
4 0,51 Acido clorogénico
5 0,64 Quercetina (Color amarillo)
6 0,73 Acido isoclorogénico
7 0,84
8 0,91 Kaemferol

Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio 1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).

En la cromatografia se evidencio diferentes tipos de flavonoides; se corrié la muestra con un
estandar de quercetina evidenciando en la mancha namero 5 con un Rf de 0,64 fue similar a la
caracteristica de recorrido de referencia de quercetina citado en Wagner, H. con un Rf=0.60 — 0.70,
siendo igual al valor encontrado por Urquizo, F., con un Rf=0.64. Ademas se encontraron otros
posibles metabolitos, con un Rf de 0,32 la presencia de Quercetin-3-0 rutinoside (rutin), la mancha
numero 4 con un Rf de 0,51 indica la presencia de Acido clorogénico, la mancha 6 con Rf 0,76
corresponde al Acido isoclorogénico y finalmente la mancha nimero 8 con Rf 0,91 la presencia de
Kaemferon (Wagner H., 1996).

3.4. Cuantificacion de Flavonoides Totales

Tabla 9-3: Resultados de la Cuantificacion de Flavonoides Totales de la muestra

de hojas Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca).

Concentracion en ppm

Contenido de

flavonoides totales en

Extracto (ug quercetina/ mL del mg quercetina/ g
extracto) muestra
Hidroalcoholico 82,75 2,06
Alcohdlico 111,92 2,80

Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio I1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).

72




La cuantificacion de Flavonoides totales se realizo por espectrofotometria. Para la elaboracion de la
curva de calibracion se us6 quercetina como patrén, a una longitud de onda de 415 nm. El
contenido de flavonoides totales en el extracto hidroalcohdlico fue de 2,06 mg de quercetina/ g
muestra y del extracto alcoholico 2,80 mg de quercetina/ g muestra, indicando que el extracto
alcoholico tiene mayor concentracion de flavonoides totales disueltos en el medio de extraccion. El
estudio realizado por Urquizo, F., demostr6 que el contenido de flavonoides totales presentes en el
extracto hidroalcohdlico de hojas Bauhinia sp., fue de 2,025 mg quercetina/g planta, este Gltimo

valor se aproximd a la concentracién obtenida por el presente estudio.

3. 5. Cuantificacion de Fenoles Totales

Tabla 10-3: Resultados de la Cuantificacion de Fenoles Totales de la muestra

de hojas Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca).

Concentracion en ppm Contenido de fenoles
Extracto (ug &cido galico / mL del totales en mg &cido
extracto) galico / g muestra
Hidroalcohdlico 101.73 2,54
Alcoholico 191,06 4,78

Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio 1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).

La cuantificacion de compuestos fendlicos totales se realiz6 por el Método de Folin-Ciocalteau,
para la curva de calibracion se utilizd Acido galico como patrén a una longitud de onda de 510
nm. Los resultados nos indican que el extracto hidroalcohdlico contiene 2,54 mg &cido galico/ g
muestra y el extracto alcohdlico 4,78 mg 4&cido galico/ g muestra, indicandonos mayor
concentracion de fenoles totales en el extracto alcohdlico. Estudio realizado por Murillo, E.,
mostré una concentracion de 8,4 contenido de fenoles totales en (mg EAG)/g del extracto

alcoholico de hojas de la especie B. kalbreyeri,

Estudio realizado por Murillo, E., Indicd que el alcohol es el mejor solvente para extraer los

constituyentes activos de las hojas Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca).
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3.6. Determinacion de las propiedades Fisico — Quimicas, Organolépticas y Analisis
Microbiologico del extracto (Bauhinia tarapotensis Benth).

3.6.1. Caracteristicas organolépticas

Tabla 11-3: Resultados de los requisitos Organolépticos del extracto

alcohdlico de Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca).

PARAMETRO RESULTADO
Color Verde translicido
Aspecto Liquido, sin presencia de
particulas
Olor Herbal fuerte

Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio 1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).

Los requisitos organolépticos como se indica son parametros propios de las hojas Bauhinia
tarapotensis Benth (Pata de VVaca), estas caracteristicas no se encuentran referenciadas para poder
compararlo ya que son caracteristicas propias del vegetal.

3.6.2. Determinaciones Fisico-quimicas

Tablal2-3: Resultados de las Propiedades Fisico — Quimicas del

extracto alcohdlico de Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de VVaca).

PARAMETRO RESULTADO
pH 6.68
Densidad relativa 0.8236 g/mL
Indice de refraccion 1.368
Sélidos totales 3.71%

Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio 1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).

El pH del extracto Bauhinia tarapotensis Benth fue de 6.68, valor que corresponde a un caracter
acido débil, préximo a un ph neutro (pH = 7), este valor de ph esta dado por la presencia de ciertos
metabolitos como son flavonoides, fenoles, taninos el cual aportan el cardcter &cido al medio (
Rodrigues L. y Marin J, 2008). EI valor del pH 6.68 es igual al trabajo realizado por Urquizo, F.,
obteniendo un valor de 6.68.
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La densidad relativa del extracto fue de 0.8236 g/mL, el cual muestra un valor superior a la
densidad del solvente utilizado (alcohol etilico 96%) el cual nos indica una densidad de 0.70; esto
nos demuestra que en el extracto se disuelven las sustancias provenientes de la droga cruda es por
ello el incremento del valor de la densidad ( Rodrigues L. y Marin J., 2008). El trabajo realizado por

Urquizo, F., se aproxima al valor obtenido en la investigacion, siendo un valor de 0.96 g /mL.

El indice de refraccion del extracto Bauhinia tarapotensis Benth, fue de 1,368, este valor es
mayor que el indice de refraccion del agua (n=1,333), este valor nos indica la presencia de
sustancias en el medio que fueron extraidas durante la preparacién del extracto, en este caso seran
metabolitos activos 0 no activos ( Rodrigues L. y Marin J., 2008). En la tabla se muestra el valor de 1,368

este valor segun el trabajo realizado por Urquizo, F., se aproxima al valor obtenido (0.96).

El valor de sélidos totales fue de 3.71%, el cual nos indica que en el extracto se encuentra presente
sustancias en el medio 0 a su vez nos indican que el método de maceracion para preparar los
extractos es correcta para esta especie ( Rodrigues L. y Marin J., 2008). La determinacion realizada por
Urquizo, F., se obtuvo como resultado 2.95 %, siendo un valor préximo al obtenido en la

investigacion.

3.6.3. Andlisis Microbiolégico extracto alcohélico de Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de

Vaca).

Tabla 13-3: Resultados del Anélisis de Aerobios Meséfilos, Mohos y Levaduras,
Coliformes fecales en las hojas del extracto alcohélico de Bauhinia
Tarapotensis Benth (Pata de Vaca).

MICROORGANISMOS | EXTRACTO | EXTRACTO | EXTRACTO VALORES DE
25% 50% 75% REFERENCIA
Aerobios Mesofilos
UCF/mL 70 50 50 Max. 1x 10’
Mohos y Levaduras
UFC/mL Ausencia Ausencia Ausencia Max. 1 x 10*
E. coli
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UCF/mL Ausencia Ausencia Ausencia 1x10

Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio 1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).
*Limites establecidos por la Norma NTE INEN 2 392:2007

En el Anélisis Microbiol6gico del extracto alcohdlico los valores obtenidos de Aerobios Mesofilos,
Mohos y Levaduras, Coliformes Fecales se encuentran dentro de los valores de referencia
mencionado por la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2 392:2007, descartando asi una
contaminacion microbiana, y garantizando la seguridad para la administracion a los animales de

experimentacion.

3.7. Evaluacioén de la Actividad Cicatrizante del extracto alcohdlico de Bauhinia tarapotensis
Benth (Pata de Vaca)

Se evaluo la actividad cicatrizante del extracto alcoh6lico de Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de
Vaca), se administré de forma tdpica los extractos al (25%, 50% y 75%), y los Controles (+) como
Acetato de Prednisolona-Sulfato de Neomicina y Alcohol al 40% y el Control (-) al cual no se
administrd ningn tratamiento. Se analizaron parametros como: tiempo de cicatrizacion, longitud

de la herida al finalizar el proceso de cicatrizacion.

3.7.1. Tiempo de cicatrizacion

El proceso de cicatrizacion en dependencia del tratamiento va a ocurrir en diferentes dias. Al
finalizar la cicatrizacion se observaron formacién y desprendimiento de la costra, presentando una

piel renovada.

Tabla 14-3: Resultados del tiempo de cicatrizacion de heridas inducidas en ratones

(Mus musculus) obtenidos de los grupos investigativos.

TIEMPO DE CICATRIZACION
GRUPOS INVESTIGATIVOS .
(Dias)
Control (-) 17,75+ 0,5
Control (+)
Acetato de Prednisolona — Sulfato de Neomicina 12 + 0,82
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Control (+)

Alcohol 40% 13,5 +0,58
Tratamiento 25% 10,5 +£0,58
Tratamiento 50% 9,5 +0,58
Tratamiento 75% 7,75 £0,5

N =4; + DESVIACION ESTANDAR PARA CUATRO MEDICIONES; p-Valor <0,05
Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio 1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).
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Graéfico 1-3. Dias de cicatrizacion
Realizado por: Chaglla Jimena, 2015.

El menor tiempo de cicatrizacion fue el tratamiento con el extracto al 75%, con un tiempo de
cicatrizacion de 8 dias, seguida del extracto al 50% con 10 dias de cicatrizacién y 25 % con un
tiempo de cicatrizacion de 11 dias, Acetato de Prednisolona — Sulfato de Neomicina (Control +) con
un promedio de 12 dias, el alcohol al 40% con 14 dias de cicatrizacion y por Gltimo el control
negativo con un tiempo de cicatrizacion de 18 dias. En el gréafico de barras se pudo evidenciar que
el tratamiento con el extracto al 75% tiene menor dia de cicatrizacion a diferencia de los demas

grupos investigativos, ya que conforme se aumenta la concentracion de la planta investigada el

efecto es mejor.
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3.7.1.1. Analisis estadistico de los dias de cicatrizacion

Tabla 15-3: Andlisis de Varianza (ANOVA) del efecto cicatrizante en los grupos

tratados considerando los dias de cicatrizacion.

ANOVA
Suma de | Media F p-value
g
cuadrados cuadratica
-Entre grupos 246,833 5 49,367 136,708 [ 1,1479 E-13
-Dentro de
6,500 18 0,361
grupos
TOTAL 253,333 23

Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio 1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).

Tabla 16-3: Prueba de comparaciones multiples Tukey del efecto cicatrizante en los

grupos tratados considerando los dias de cicatrizacion.

HSD Tukey®
GRUPOS DE Subconjunto para alfa = 0.05
INVESTIGACION [N 1 2 3 4 5
Extractor al 75% 4 7,7500
Extractor al 50% 4 9,5000
Extracto al 25% 4 10,5000
Acetato de P. 4 12,0000
Alcohol 40% 4 13,5000
Sin tratamiento 4 17,7500
Sig. 1,000 241 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 4,000.
Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio 1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).

El Anédlisis de Varianza (ANOVA), se empleé para diferenciar estadisticamente los grupos
investigativos, el p-value es 1,1479 E-13, siendo menor al valor de significancia (0.05) con 95% de
confianza, este valor nos indica que la hipotesis alternativa se acepta, es decir que al menos un par

de grupos participantes en la investigacion es diferente; debido que existe un grupo que no tiene
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ningun tipo de tratamiento, por esta razén se realizd la prueba de Tukey con el mismo nivel de

confianza.

La prueba de comparaciones mdaltiples, reveld que los tratamientos son significativamente
diferentes, excepto el tratamiento con el Extracto al 50% y el extracto al 25%, ya que el tiempo de
cicatrizacion es similar, es decir que el resultado sera igual si se aplica cualquiera de los dos
tratamientos. Se evidenci¢ estadisticamente que el extracto al 75 % es el mas adecuado, puesto que
difiere significativamente de los demas tratamientos y grupos controles, el control negativo tuvo
una cicatrizacion natural, evidenciando una cicatrizaciéon mas prolongada en comparacion a los

extractos de hojas Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca).

Estudios realizados por Cabezas, G., (2014) en ratones Mus musculus del extracto hidroalcohdlico
de Mastuerzo (Tropaeolum majus) a 20 %, 40% y 80%, segln este estudio el extracto al 80% se
obtuvo 10 dias de cicatrizacion, siendo el extracto mas efectivo. Y el estudio realizado por
Robalino, C., (2014), en su tema de investigacién Evaluacion del efecto antidiarreico y cicatrizacion
de la infusién y del extracto etanolico de Cyclospermum leptophyllum (Pers.) Sprague EN
RATONES (Mus musculus) Y CONEJOS (Oryctologus cuniculus)” indicé que los extractos al 50%
y 100% tienen 10 dias de cicatrizacion, siendo el tratamiento méas eficaces segun indica el autor; al
comparar con la investigacién se demostré que el extracto alcohdlico de hojas Bauhinia
tarapotensis Benth (Pata de Vaca) al 75 % obtuvo 8 dias de cicatrizacién, observando un alto
poder cicatrizante de las hojas Bauhinia tarapotensis Benth que los estudios realizados
anteriormente, evidenciando la eficacia del tratamiento con el extracto alcohdlico Bauhinia

tarapotensis Benth (Pata de Vaca).

De acuerdo a Montealegre, P., y Murillo E., en el afio 2012, con su tema “Actividad
antiinflamatoria y antioxidante de Bauhinia kalbreyeri Harms en un modelo de inflamacion
intestinal agudo en ratas” y el estudio de Murillo E., en el afilo 2007 con su tema de investigacion
“Potencial Antioxidante de Bauhinia Kalbreyeri Harms (FABACEAE)”, se evidencio la presencia
de antioxidantes en la especie Bauhinia, debido a la presencia de compuestos fenélicos; debido la
presencia de taninos en el extracto alcohélico Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca) pueden

ser las responsables de la rapida accion curativa de la lesién en ratones.
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3.7.2. Eficiencia de cicatrizacion de heridas comparando los grupos de investigacion con los

grupos control.

Tabla 17-3: Porcentaje de eficiencia de cicatrizacion de heridas comparando los grupos

de investigacion con los grupos controles.

TRATAMIENTO

Con relacién a

Crema Acetato de P.

Con relacion a
Alcohol 40 %

Con relacién a

Control Negativo

Extracto 25% 12,5 22,22 40,85
Extracto 50% 20,83 29,63 46,48
Extracto 75% 35,41 4259 56,33

Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio 1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).

Eficencia de cicatrizacion

60
50
(]
‘T 40 —
L
o 30 |
o
o 20 —
a
10 —
0
Con relacion a . .
crema Acetato Con relacion a Con relacion a
Alcohol 40% control negativo
de P.
M Extracto al 75% 35,41 42,59 56,33
M Extracto al 50% 20,83 29,63 46,48
Extracto al 25% 12,5 22,22 40,85

Grafico 2-3. Eficiencia de cicatrizacion
Realizado por: Chaglla Jimena, 2015.

En la tabla se mostr6 los resultados del porcentaje de eficiencia del proceso de cicatrizacion, donde
el extracto el extracto al 75% tiene una eficacia notable de 35,41% con relacion a la crema Acetato
de Prednisolona — Sulfato de Neomicina (Control +), de igual forma con el grupo positivo evaluado
con Alcohol al 40%se observo una eficacia de 42,59% y con respecto al control negativo, presentd

una eficacia de 56,33%. Los datos obtenidos en el evaluacion del efecto cicatrizante del extracto de

hojas Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca), se demostro que todos los extractos cumplen
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con las expectativas de cicatrizacion al ser mas eficaces que los grupos controles, sobre todo el

extracto al 75%.

3.7.3.

investigativos.

Longitud de la herida al finalizar el tratamiento para cada uno de los grupos

Tabla 18-3: Longitud de la herida al finalizar el tratamiento de los grupos investigativos.

Extracto de Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca)
LONGITUD DE LA
HERIDA (cm)
DIAS DE
CICATRIZACIO | Extracto | Extractoal | Extracto Acetato Alcohol Sin
N al 75% 50% al 25 % de P. 40% tratamiento
1 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
1,73+0,04 1,83+£0,04 | 1,85+0,04
2 8 1,80+0,041 8 1 1,86+0,048 1,92+0,02
1,55+0,09 1,63+0,03
3 1 1,720,024 | 1,740,041 9 1,69+0,042 1,87+0,02
1,27+0,06 1,49+0,04 | 1,42+0,02
4 5 0,61+0,027 1 4 1,45+0,043 1,85+0,04
0,96+0,14 1,33+£0,05 | 1,27+0,02
5 9 0,39+0,041 1 6 1,20+0,041 1,75+0,07
0,67+0,20 1,18+0,04 | 1,15+0,03
6 6 0,17+0,065 7 7 0,98+0,118 1,66+0,04
0,05+0,05 0,97+0,05 | 0,86+0,04
7 8 0,08+0,025 0 8 0,78+0,07 1,56+0,04
0,037+0,04 | 0,65+0,19 | 0,80+0,01
8 0,0 8 1 3 0,59+0,041 1,50+0,04
0,025+0,05 | 0,35+0,23 | 0,66+0,04
9 0 8 5 0,430,048 1,43+0,039
0,07+0,15 | 0,37%0,02
10 0,0 0 1 0,32+0,029 1,38+0,03
11 0,0 0,16+0,05 | 0,17+0,065 1,3+0,04
12 0,0 0,06+0,048 1,21+0,04
13 0,025+0,02 1,14+0,03
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9
14 0,0 1,05+0,058
15 0,9+0,08
16 0,57+0,09
17 0,17+0,22
18 0,0
19
20
21

Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio 1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).
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Grafico 3-3. Disminucién de la longitud de la herida durante el tratamiento.

Realizado por: Chaglla Jimena, 2015.

Diariamente se midi6 la variacion de la longitud de la herida de cada grupo investigativo, al

finalizar el tratamiento todos los grupos presentaron una herida de 0 cm. Los animales de

experimentacion no presento inflamacién o irritacion de las heridas y los bordes de las mismas

fueron lisas. Los dias del tratamiento fueron los necesarios para que las heridas de cada raton

pierdan la costra y presente una piel renovada. La longitud de la herida en el tratamiento con

extracto al 75% tiene una declinacion répida ya que los dias de cicatrizacion fueron menor y el
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grupo sin tratamiento por tener mas dias de cicatrizacion se dio una disminucién de la herida mas

lenta.

3.8. Examen Histopatoldgico

Tablal9-4: Examen Histopatoldgico de ratones (Mus musculus) a los cuales se administrd

extracto alcohélico de las hojas Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca)

a diferentes concentraciones (25 %, 50% y 75%) , control positivo y negativo.

CcODIGO EXAMEN MACROSCOPICO EXAMEN MICROSCOPICO
Edema: (+)
C1 Cicatriz longitud (cm): 1,07+ 0,06 PMN: (-)

(Extracto al 25%)

Color: palida
Aspecto: plano y cerrada
Forma: longitudinal

Tejido conectivo: (+ +)
Epitelizacion: (+ + +)
Linfocitos: ( +)

Anexos pilosos: (++)

D2
(Extracto al 50%)

Cicatriz longitud (cm): 0,95+ 0,04
Color: pélida
Aspecto: plano y cerrada

Forma: longitudinal

Edema: (+)
PMN: (-)

Tejido conectivo: (+++)
Epitelizacion: (++ +)
Linfocitos: (-)
Anexos pilosos: (+)

E3
(Extracto al 75%)

Cicatriz longitud (cm): 0,84+ 0,05
Color: palida
Aspecto: plano y cerrada
Forma: longitudinal

Edema: (+)
PMN: (-)

Tejido conectivo: (+ + +)
Epitelizacion: (+ + +)
Linfocitos: (-)
Anexos pilosos: (+ +)

G4

(Control negativo)

Cicatriz longitud (cm): 1,81+0,02
Color: palida
Aspecto: plano y cerrada

Forma: longitudinal

Edema: (++)
PMN: (+)
Tejido conectivo: (+ +)
Epitelizacion: ( +)
Linfocitos: (+ +)

Anexos pilosos: (++)

Cicatriz longitud (cm): 1,57+0,05

Edema: (++)
PMN: (-)
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(Acetato de Prednisolona- Color: palida Tejido conectivo: (+ +)
Neomicina Sulfato) Aspecto: plano y cerrada Epitelizacion: (+ + )

Forma: longitudinal Linfocitos: (+)

Anexos pilosos: (+ +)

Edema: (++)

K6 Cicatriz longitud (cm): 1,66x 0,04 PMN: (-)
(Alcohol 40%) Color: pélida Tejido conectivo: (++)
Aspecto: plano y cerrada Epitelizacién: (+ +)
Forma: longitudinal Linfocitos: (+)

Anexos pilosos: (+)

*Ausencia: (-). Poco: (+). Moderado: (+ +). Mucho: (+ + +).

Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio I1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).

Los pardmetros de relevancia en el examen histopatoldgico es el grado de Epitelizacion y Tejido
conectivo. En los tratamiento con el extracto al 50% , 75 %, 25% y la crema Acetato de
Prednisolona- Neomicina Sulfato tienen mayor cantidad de epitelizacién y tejido conectivo
indicando que en el proceso de cicatrizacion presentd tejido fibroso cicatrizado, es decir una
regeneracion del epitelio, las nuevas fibras son mas cortas y son desorganizadas debido que la
cicatriz nunca presenta la fuerza tensora de la piel intacta, cada uno de los grupos investigativos se

diferencié al nimero de dias que termind el proceso de cicatrizacion.

El proceso de recuperacion de la lesion incluyen etapas como la inflamacion, granulacion, fibrosis,
produccion de colageno y la epitelizacion; los cuales se identificaron claramente en los cortos
histopatoldgicos realizados de la piel del raton, esto se atribuye a la presencia de compuestos
fendlicos (flavonoines y taninos) en el extracto de hojas Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de
Vaca), los compuestos fenolicos poseen propiedades antioxidantes que evita el dafio celular y

promueve la recuperacion de la lesion y su epitelizacion (Montealegre, P., 2012).

El control (-) presenta PMN y Linfocitos indicandonos la presencia de infeccion en la herida, tanto
para el alcohol al 40% vy el control (-) la epitelizacion y tejido conectivo es bajo, demostrando un

retraso en la cierre epitelial de las heridas.
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CONCLUSIONES

o EI perfil fitoquimico del extracto seco de hojas Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de vaca),
evidencio la presencia de metabolitos secundarios como: flavonoides, taninos, alcaloides,
triterpenos y/o esteroides, catequinas, azucares reductores, cumarinas, demostrando que en B.
tarapotensis Benth (Pata de Vaca) los constituyentes de naturaleza fendlica son abundantes,
diversos y de relevancia para el estudio.

o Del extracto alcohdlico de hojas Bauhinia tarapotensis Benth se aislaron flavonoides, mediante
cromatografia en capa fina, se evidencié una banda amarilla correspondiente a quercetina,
ademas se identificd otros posibles compuestos como quercetin- 3-0 rutinoside (rutin), acido
clorogénico, acido isoclorogénico y kaempferol demostrando la presencia de varios flavonoides
en el extracto Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca).

e El andlisis cuantitativo de fenoles totales y flavonoides totales, para el extracto alcohdlico e
hidroalcoholico de hojas Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca), present6 altos valores de
fenoles totales en el extracto alcohdlico, siendo el mejor solvente para extraer los constituyentes

activos de la planta.

e El control de calidad del extracto alcohdlico de hojas Bauhinia tarapotensis Benth cumpli6 con
los parametros fisico quimico y microbiol6gico segin la Norma Ramal de Salud Publica (NRSP
309, 311 y 312) y la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2 392:2007 respectivamente,

garantizando la calidad del extracto para el estudio IN VIVVO en animales de experimentacion.

e La actividad cicatrizante comprobada en heridas inducidas en ratones (Mus musculus), indica
gue las hojas de Bauhinia tarapotensis Benth acelera el proceso de cicatrizacion, el extracto
alcohodlico al 75 % mostr6 un resultado resolutivo superior al Acetato de Prednisolona-
Neomicina Sulfato y Alcohol 40%, al presentar menos dias de cicatrizacion, y una disminucion
de la longitud de herida més rapida en relacién a los deméas grupos investigativos. Aportando
conocimientos al campo farmacéutico y su aplicacion en la medicina clinica a su vez en el

desarrollo cientifico y econémico del pais.
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RECOMENDACIONES

o Realizar estudios sobre la corteza de Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca), ya que se

atribuyen propiedades diuréticas, digestivas y antioxidantes.

e Elaborar un fitofarmaco a base de Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca), con forma

farmacéutica adecuada para su aplicacion.

e Probar otras combinaciones para lograr la mayor optimizacién durante el proceso de

cicatrizacion.

e Al conocer que la actividad cicatrizante del vegetal es resolutiva, se recomienda continuar con

la comprobacion clinica y analisis de toxicidad para la elaboracion de una forma farmacéutica.
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ANEXOS

ANEXO A.

PESO DE RATONES PARA EL ESTUDIO
TRATAMIENTO (EXTRACTO AL 75 %) PESO (g)
1 35.6
2 36.3
3 36.8
4 37.0
TRATAMIENTO (EXTRACTO AL 50 %) PESO (g)
1 36.4
2 37.0
3 38.2
4 38.1
TRATAMIENTO (EXTRACTO AL 25 %) PESO (9)
1 38.5
2 38.1
3 36.9
4 38.3
CONTROL (+) ALCOHOL 40 % PESO (9)
1 36.6
2 36.8
3 37.3
4 374
CONTROL (+) ACETATO DE P. PESO (g)
1 37.3
2 36.6
3 36.7
4 37.0
CONTROL (-) SIN TRATAMIENTO PESO ()
1 375
2 37.2
3 36.4
4 36.9




ANEXO B. SEGUIMIENTO DIARIO DEL PROCESO DE CICATRIZACION EN RATONES

(Mus musculus)

Extracto de Bauhinia tarapotensis Benth (Pata de Vaca)

LONGITUD DE LA
HERIDA (cm)

DIAS DE Extracto | Extracto | Extracto | Acetato Alcohol Sin
CICATRIZACION | al 75% al 50% al 25 % de P. 40% tratamiento
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ANEXO C. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Estdndar de Extracto Alcohdlico
Quercetina

QUERCETINA

ANEXO D. CONTROL DE CALIDAD DE LA MUESTRA VEGETAL

FOTOGRAFIA N°1 FOTOGRAFIA N°2
Determinacion de Humedad Determinacidn de Cenizas Totales




FOTOGRAFIA N°3

Determinacion de Cenizas Solubles en Agua

Determinacion de Cenizas Insolubles en HCI

FOTOGRAFIA N°4

ANEXO E. PREPARACION DE EXTRACTOS

FOTOGRAFIA N°5
Material vegetal seco

FOTOGRAFIA N°
Material vegetal pulverizado

FOTOGRAFIA N°7
Maceracion




FOTOGRAFIA N°8
Filtracion

FOTOGRAFIA N°9
Concentracion de extracto

FOTOGRAFIA N°10
Extractos en frascos ambar

ANEXO F. TAMIZAJE FITOQUIMICO
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FOTOGRAFIA N°11

Tamizaje Fitoquimico del extracto etéreo, alcohdlico y acuoso




FOTOGRAFIA N°12 FOTOGRAFIA N°13
Ensayo de Shinoda Ensayo de Cloruro Férrico

FOTOGRAFIA N°14 FOTOGRAFIA N°15
Ensayo de Antocianidinas Ensayo de Catequinas




ANEXO G. PARAMETROS DE CALIDAD DE DEL EXTRACTO (Bauhinia tarapotensis Bent)

FOTOGRAFIA N°15 FOTOGRAFIA N°16
Determinacion del pH Determinacion densidad relativa

FOTOGRAFIA N°17 FOTOGRAFIA N°18
Determinacion indice de refraccion Determinacién solidos solubles




ANEXOH. CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES Y FENOLES TOTALES

FOTOGRAFIA N°19 FOTOGRAFIA N° 20
Cuantificacion de flavonoides totales Cuantificacion de fenoles totales

FOTOGRAFIA N°21
Lectura en el Espectrofotometro




Cuantificacion de Flavonoides en funcion de quercetina

CONCENTRACION (ppm) ABSORBANCIAS
100 0,109
175 0,240
350 0,433
700 0,847

Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio 1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).
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Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio 1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).

Cuantificacion de Fenoles en funcion de &cido galico

CONCENTRACION (ppm) ABSORBANCIAS
50 0,067
75 0,101
100 0,135
125 0,172
150 0,218

Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio I&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).



0,25

y =0,0015x - 0,0106 P4

s

0 50

0,2
8 R? =0,9957
£ 0,15
©
2
o 0,1 /
(7]
2
< 0,05

0 .

Concentracion (ppm)

100 150 200

Realizado por: CHAGLLA, J. Laboratorio 1&D Fitofarmacia de la Facultad de Ciencias, ESPOCH (2015).

ANEXO I. ANALISIS MICROBIOLOGICO

FOTOGRAFIA N° 24
Deteccion de Coliformes totales y Fecales

FOTOGRAFIA N° 25
Deteccion de Mohos y Levaduras

FOTOGRAFIA N° 26
Deteccion de Aerobios meséfilos

FOTOGRAFIA N° 27
Diluciones de las muestras




ANEXO J. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CICATRIZANTE

FOTOGRAFIA N° 28 FOTOGRAFIA N° 29
Grupos de investigacion Peso de los ratones para evaluar la actividad

cicatrizante

FOTOGRAFIA N° 30 FOTOGRAFIA N° 31
Depilacion de los ratones Induccion de la herida (2 cm)




FOTOGRAFIA N° 32 FOTOGRAFIA N° 33
Tratamientos Aplicacion de los extractos

_';A
FOTOGRAFIA N° 34 FOTOGRAFIA N° 35
Formacion de la costra Desprendimiento de la costra del extracto 50
% (Dia 4)

FOTOGRAFIA N° 36 FOTOGRAFIA N° 37
Control negativo (Dia 5) Medicion de la herida




FOTOGRAFIA N° 38 FOTOGRAFIA N° 39
Herida cerrada del extracto 75 % Corte para en examen histopatol6gico

FOTOGRAFIA N° 40 FOTOGRAFIA N° 41
Conservacion de los cortos en formol 10% Placas para leer en el microscopio




ANEXO K. EXAMEN HISTOPATOLOGICO

FOTOGRAFIA N° 42
Control (-)

FOTOGRAFIA N° 42
Tratamiento al 25 %

FOTOGRAFIA N° 43
Tratamiento al 50 %

FOTOGRAFIA N° 44
Tratamiento al 75 %




FOTOGRAFIA N° 45
Control (+)

FOTOGRAFIA N° 46
Control (+)




ANEXO L. NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN 2 392:2007

p

Republic of Ecuador

&% EDICT OF GOVERNMENT &%

In order to promote public education and public safety, equal justice for all,
a benter informed citizenry, the rule of law, world trade and world peace,
this legal document Is hereby made avallable on a noncommnerclal basls, as &t
is the right of all humans to know and speak the laws that govern them.

NTE IMEN 2352 (2007) (Spanish): Hierbas
arcsiticas. Reguisitos
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Hierba Aromatica

TABLA 2. Contenldo de aceltes esenclales

Aceite esencial, % Min

Anis estrella”

Anis verde™

Canala

Cedrdn

Clavo de Olor 1
Eneddo

Eucalipto

Falso tilo 0,03
Hierba busna
Hierba luisa
Limsonero
KManzanila
Mejorana
Menta
Maranja
Cirégans
Romero
Rosa

Tipo

Tomillo
Toronijil
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Método de ensayo AOAC SEE.20

6.1.3 Los requisitoe microbiologicos que deben cumplir las hierbas sromaticas, son los gue sa

especifican en la tabla 3.

TABLA 3. Requisitos Microbloldgicos

REQUISITD [T Método de ensayo
Aprobios iotales uiciy 1x10° NTE INEN 1538-5
Eschenchia coli ufcig 1210 MTE INEN 1528-T7
Enterobacieriaceas ufolg 12107 NTE INEM 1528-13
Mohos y levaduras upelg 1x 107 NTE INEM 1528-10
Clostridium, ufolg gusencia MTE IMNEM 1528-18
Salmoneils, en1g susencia MTE IMEM 1528-15
Shigells,en 1 g gusencia MTE INEM 1528-16

6.1.4 El comenida maximo de conteminantes presentes se especdfican en |a tabla 4.

TABLA 4. Contenldo maximo de contaminantes

Contaminants migkg
Arsénico, As 1.0
Ploma, Ph 0.5
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5. DISPOSICIONES ESPECIFICAS

5.1 Las hisrbes aromsaticas, destinedas para preparas infusiones, en la stiqueta de su envase no
deben declarar propéedades terapéulicas para presvenir o curar enfermedades.

6.1 Requisitos Especificos

6. REQUISITOS

6.1.1 Se consideran hierbas aromaéticas a las siguientas ™

Nombre comdn

Anis estrella

Anis werde {pan de anliz)
Canela

Cednin
Clawvao de olor
Eneddo
Eucalipto

Falso tilo (sauco)
Hierbabuena

Hierba luisa
Jazmin
Lirmstan
Manzanila
Mejorana
Menta

Maranja
Cirégans
Romero
Rosa
Tipo
Tomillo

Teronjil

Hombre clentifice
Mécium srisafiurm
Fimplneils gmiswm
Clnmamamun ZeylanicenT
Cinmarmowniun cassla
Aloyaia triphyiis (L Her)Britton
Eugania canpophiius
Anafiim graveoens
Eucalpiua plobuius
Sambecus nigra L
Menihe apicais,

Cymbopogon cifrafus
Jasminurn officktalke

Citrus  Mmaonum, Clrus Imetia

Parte usada
Fruto

Fruto
Corleza

Hojaa

Flores,

Tallo, hojas, flores
Hojaa

Flores

Hiera, hojas y copos
florescenies.

Flores

Hojasa, frulo, céscara,
Flores y plania
Fartes agreas
Fartes agreas

Hojas y flores
Fartes agreas

Fartes adreas
Flores, escaramujo
Tallo, hoja, flores
Fare agrea

Fartes adreas

1 Esta lista mo excduye la utlizacion de ofras planas gue luego de su estudio foxicoldgico, v
contenido de aceites esenciales, hayan sido aprobedss como tales por el Ministerio de Salud a

trawés del Instituto de Higiene.

6.1.2 Las hierbas aromaticas, deben cumplir los requisitos establecidos en las siguientes tablas:

TABLA 1. Requisitos fislcos-quimicos

Requisitos

M ax

Método de ensayn

Humedad, %

12

NTE INEN 1114

Cenizas insolubles en HCI &l 10 %. % mim 2

MTE IMEN 1118
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