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RESUMEN

El presente estudio fue disefiado con el objetivo de analizar la composicion
quimica del extracto metandlico de la corteza de Brunfelsia grandiflora D. Don
“chiric sanango” y determinar su actividad antioxidante in vitro y cicatrizante in
vivo. El extracto metandlico se obtuvo por maceracion de un kilogramo de
corteza con metanol; realizandose, sobre éste, reacciones quimicas
preliminares para la caracterizacion de sus constituyentes quimicos por marcha
fitoquimica y posterior identificacién y elucidacion por analisis cualitativo de
Cromatografia de Gases / Espectrometria de Masas (CG/EM); detectandose la
presencia de alcaloides de nudcleo inddlico: Ibogamina, estrictamina,
secoaspidodasycarpina, pseudokopsinina, voacangina, hidroxyindolenina,
ibogaina, voaluteina, voacangina, vincoridina y akuammidina. La determinacién
de la actividad antioxidante in vitro del extracto metandlico se realizé por el
método de captacion del radical 2,2-difenilpicrilhidrazil (DPPH), no
demostrando capacidad antioxidante. La investigacion farmacologica para
evaluar la actividad cicatrizante se hizo a través del disefio de pomadas en
concentraciones de 1, 2, y 3 g % del extracto, vehiculizadas en una pomada a
base de manteca de cerdo. Se trabajé con un grupo control y un grupo
intervencion, teniendo como patron cicatrizante el ungltiento comercial
Clorelace®. Se emplearon 36 ratones albinos adultos machos de la especie
Mus musculus, cepa Balb C53 de peso promedio 35 gramos, separados en
seis grupos de seis ratones cada uno. Practicadas las incisiones en el tercio
anterior dorsal del lomo, la cicatrizacion se evaluo utlizando el método
tensiométrico de Howes et al, encontrandose una resistencia de tension media
de 137 mL de agua y una eficacia de cicatrizacion de 59,4 % con la pomada al
3 % del extracto, ademas de mejor evolucion histolégica en el proceso de
cicatrizacion. La efectividad del patron farmacolégico Clorelace®, muestra alta
significancia estadistica en comparacion con las otras concentraciones. Se
concluye que este desempefio es debido a los componentes quimicos de
naturaleza alcaloide inddlica del extracto metandlico.

Palabras clave: Brunfelsia grandiflora D. Don, “chiric sanango”, antioxidante,

cicatrizante, alcaloide inddlico, tensiométrico, histopatoldgico.



SUMMARY
The present study was designed to study the chemical composition of extract
metandlico obtained from the bark of Brunfelsia grandiflora D. Don "chiric
sanango", and determine its in vitro antioxidant activity and its healing activity in
vivo. The methanolic extract obtained treating a kilogram of bark by maceration
in methanol, and performing on it preliminary reactions of characterization of its
chemical constituents by Phytochemistry march and subsequent identification
and elucidation by qualitative analysis of gas chromatography / mass
spectrometry (GC/MS), highlighting the presence of alkaloids of indolic kernel:
Ibogamina, estrictamina, secoaspidodasycarpina, pseudokopsinina,
voacangine, hidroxyindoleninaibogaine, voalutenina, voacangine, vincoridina
and akuanmidina. Determination of in vitro antioxidant activity of the methanolic
extract was made using the method of capture of radical 2, 2-difenilpicrilhidrazil
(DPPH); do not showing antioxidant capacity. The pharmacological research to
evaluate the healing, activity of extract metandlico from the bark of Brunfelsia
grandiflora D. Don. Was through the design of ointments in concentrations of 1,
2, and 3% of the extract, conveyed with lard as a basis in its formulation
commercial ointment Clorelace®. Were employed a control group and an
intervention group, using as healing pattern a commercial ointment. The
biological material used consisted of 36 Adult male albino mice strain Bald C53
with average weight of 35 grams; which were split into six groups of six mice
each. Were practiced incisions in the previous third dorsal of the loin of mice,
and healing activity was assessed using the tensiometric method of Howes et
al. The performed experiment corroborated the healing activity atributted to the
bark Brunfelsia grandiflora D. Don, showing a tension resistance average of 137
mL of water and healing effectiveness of 59.4%, in the ointment concentrated 3
% of extract, which also showed the best histological evolution on healing
process. Statistical analysis shows that the pharmacological pattern; Register
greater resistance of the voltage and high significance than the rest of
treatment.This activity would be attributed to the chemical components of indolic

alkaloid nature which has metandlico of its bark extract.

Keywords: Brunfelsia grandiflora D. Don, "Chiric sanango”, bark, antioxidant,

healing, indole alkaloid, tensiometer, histopathology.



RESUMO

Deste estudo foi concebido com o objectivo de analisar a composi¢cao quimica
do extrato metandlico de casca de Brunfelsia grandiflora d. Don "chiric
sanango” e determinar sua atividade antioxidante in vitro e in vivo cura
atividade. O extracto de metandlico foi obtido por maceracédo de um quilograma
de casca com metanol efectuado sobre ele reaccbes preliminares de
caracterizacdo dos seus constituintes quimicos por fitoquimica Margco e
posterior identificacdo e elucidacédo por analise qualitativa de cromatografia em
fase gasosa / espectrometria (GC/MS); de massa destacando a presenca de
alcaldides no kernel inddlico: Ibogamina, estrictamina, secoaspidodasycarpina,
pseudokopsinina, hidroxyindolenina, ibogaine, voaluteina, voacangine,
voacangine, vincoridina e akuammidina. A determinagdo da atividade
antioxidante in vitro do extrato de metandlico feito pelo método de captura de
radical 2, 2-difenilpicrilnidrazil (DPPH), ndo demonstrando capacidade
antioxidante. Droga de investigacdo para avaliar a atividade de cura foi feita
através do projeto de pomadas em concentracdes de vehiculizadas 1, 2 e 3 g
% extrato, com banha como base. Trabalhou com um controle de grupo e um
grupo de intervencéo, tendo como uma pomada comercial padréo cicatrizant
Clorelace ®. Usado 36 ratos albino machos adultos da espécie, Mus musculus,
estirpe Balb C53 de peso 35 gramas, divididas em seis grupos de seis ratos
cada em média. Praticado incisdes na anterior terceiro dorsal do lombo, cura foi
avaliada usando o método tensiométrico de Howes et al, encontrar resisténcia
de tensdo média de 137 mL de agua e uma eficacia da cura de 59,4% pomada
3% de extrato, bem como melhor histolégica evolugdo no processo de cura,
trabalhou com um controle de grupo e um grupo de intervencdo, tendo como
uma pomada comercial padréo cicatrizant Clorelace ®. mostra alta significancia
estatistica em comparacdo com outras concentragdes. Concluimos que este
desempenho é devido aos ingredientes quimicos de natureza alcal6ide extracto

metanolico inddlica.

Palavras-chave: Brunfelsia grandiflora d. Don, "chiric sanango”, antioxidante,
cura, inddlico, tensiométrico, alcaléide histopatolégico.



I. INTRODUCCION

Hay etnias que tienen conocimientos muy profundos sobre las propiedades
medicinales y curativas de plantas que podrian servir de modelo en las sintesis de

nuevos farmacos.

La colecciéon de estas plantas, asi como los estudios y trabajos para la
determinacién taxonomica, fitoquimica, farmacolégica y toxicolégica de estas
especies, aportarian extraordinarios conocimientos relacionados a la cicatrizacion
de lesiones de la piel, incluyendo la leishmaniasis cutanea que forma ulceras
generalmente en la cara, tronco, brazos y piernas. Brunfelsia grandiflora D. Don,
conocida comunmente, entre otros nombres, como “chiric sanango”, es una planta

nativa de la selva amazodnica del Peru.

Los nativos le atribuyen efecto terapéutico de accion cicatrizante y la utilizan
exclusivamente para el tratamiento de la “leishmaniasis tegumentaria”, mediante
la aplicacion del extracto acuoso de la corteza en la zona afectada durante varios
dias. También es utilizada como planta ornamental. Se tiene escasa informacion
sobre su composicion quimica, reportandose sélo la presencia de escopoletin,

acido lactico, acido tartarico y acido quinico.

Conociendo que el efecto cicatrizante es atribuido al extracto de la corteza, se
optd por realizar el estudio fitoquimico y la elucidacién de sus estructuras; asi
como, determinar la actividad antioxidante in vitro empleando el método del DPPH
y la accién cicatrizante in vivo en ratones albinos machos de la especie Mus
musculus de cepa Balb C53, la cual se evaludé con el modelo tensiométrico de
Howes et al y el método de Vaisberg y col., utilizando pomadas preparadas con el
extracto metanolico de la corteza en concentraciones de 1, 2y 3 g %, a base de
manteca de cerdo, y el ungiiento comercial Clorelace® como patrén cicatrizante

de comparacion.

El motivo para el estudio de esta especie nativa, radica en su uso en la medicina
tradicional por el efecto cicatrizante, atribuido al extracto acuoso de su corteza, no
habiéndose encontrado estudios al respecto. Es asi que se hace importante
profundizar en el conocimiento sobre la composicion quimica de sus principios

activos, su actividad antioxidante y corroborar el efecto cicatrizante de dicho



extracto a través de un bioensayo farmacoldgico y estudio histopatologico. Por tal
razon, en el presente estudio se senalan como objetivos determinar la
composiciéon quimica, y evaluar actividad antioxidante in vitro y el efecto

cicatrizante in vivo del extracto metandlico de la corteza.



Il. GENERALIDADES

La tendencia de integrar los conocimientos de la medicina tradicional con la
medicina cientifica, sustentada en la experiencia y la observacion, hace posible la
validacion de la accion terapéutica y el establecimiento de los usos correctos de

los recursos vegetales.

Esta planta de uso tradicional perteneciente a la familia Solanaceae, género
Brunfelsia y especie Brunfelsia glandiflora D. Don, conocida en la sinonimia vulgar
como: Chiric sanango, chiricaspi piaedo, borrachero, chi-pi-ri-tsonturba-ka (kofan);
chiricaspi chacrudo (quechua); hu-ha-hai, sanango, mucapari (Shipibo-conibo);
yai-hu-ha-hai (Siona); huayrapanga, chirihuayusa. Es un arbusto glabro que
presenta hasta cinco metros de altura, de corteza muy dura, hojas alternas,
apicalmente frondosas o dispersas en las ramas en floracién, de 15 a 20 cm de
largo, de 5 a 8 cm de ancho. Posee Inflorescencia cimosa, flores pediceladas de
3,5 a 4 cm de longitud, de color morado y blanco con corola tubular, campanulada
con 5 grandes l6ébulos, céliz corto de 1,5 a 2 cm de longitud, anteras libres del
estigma, pequenas, obtusas, apendiculares en la base, ovario superior bicarpelar.

Fruto en baya, ovada-redondeada’.

Crece en Sudamérica desde Venezuela hasta Bolivia. En el Peru se distribuye en
la selva amazodnica hasta una altitud de 200 metros, en los departamentos de
Loreto, San Martin y Cusco, comprendiendo a la Amazonia baja y alta®>. En la
Amazonia peruana, la maceracién acuosa de la raiz de Brunfelsia grandiflora D.
Don es utilizada como bebida contra artritis, sifilis y como antifebrifugo. La toma
de la decoccion de sus hojas se usa contra la artritis y reumatismo. El cocimiento
concentrado de la corteza se aplica en quemaduras y en zonas corporales
afectadas por leishmaniosis o uta®*. Esta especie también es empleada como
aditivo para preparar “ayahuasca”, entre los jibaros y kofanes, y se sospecha que
lo usan por su poderoso efecto narcético™’. Los nativos y pobladores de la sierra
y selva del Peru lo utilizan para el tratamiento de la leishmaniasis y cicatrizacién
de heridas, asi chiric sanango Brunfelsia grandiflora D. Don se usa contra la uta

aplicando el cocimiento concentrado de la corteza en la parte afectada®.

Siendo tan importante el estudio de esta especie botanica nos interesd la

informacion sobre su composicidon quimica, que es muy escasa, reportandose
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solo la presencia de: escopoletin, acido lactico, acido tartarico y acido quinico®.
Se han relacionado con su actividad leishmanicida, al mencionado escopoletin,

%1 Asimismo, se ha realizado en

ademas de acido ursdlico y acido clorogénico
esta especie trabajos de investigacion en busca de nuevas alternativas para el
tratamiento de la malaria, con el extracto acuoso, etandlico y diclorometanico de
Brunfelsia grandiflora por su accién antiparasitaria’. El compuesto aislado
presenta potente actividad leishmanicida in vitro contra Leishmania major. La
estructura de la saponina fue determinada por analisis espectroscopico vy
reacciones quimicas. La especie fue colectada en la selva del Peru e identificada

en el Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana (IIAP)"

El grupo mas grande de metabolitos secundarios de las plantas son alcaloides,
aislados de semillas, raices, cortezas, hojas, que se hallan principalmente en las
familias apocynaceae, solanaceae, papaveraceae, rutaceae, ranunculaceae y
rubiaceae, encontrarse al estado libre, como glicésidos o formando sales de
acidos organicos. Son biosintetizados generalmente a partir de aminoacidos o por
via pseudoalcaloide, poseen un nitrégeno heterociclico procedente de
aminoacidos. Los métodos de extraccion son muy variados, encontrandose, entre
estos, el de fluidos supercriticos con diéxido de carbono. Se clasifican de acuerdo
a la similitud de las estructuras moleculares en: inddlicos, imidazodlicos,
morfinicos, pirrolidinicos, piridinicos y piperidinicos, isoquinoleinicos y
feniletilaminicos, quinolinicos, quinolizidinicos, esteroidales y diterpénicos. Estos
alcaloides de nucleo inddlico, poseen en su estructura el nucleo indol mas o
menos modificado. La biogénesis de dichos compuestos ha encontrado una
adecuada interpretacion, lo cual ha llevado a la sintesis completa de alcaloides de
estructura tan compleja como la estricnina.

Muchos alcaloides son conocidos como derivados del indol; sin embargo, las
estructuras seguras o casi seguras han sido identificadas, aun para alcaloides tan
conocidos como la yohimbina, estricnina, brucina y tebaina. A este grupo se han
ido incorporando nuevos alcaloides del grupo del indol como: ajmalina,
serpentina, corinanteina, sempervirina, etc. Un interesante grupo de alcaloides
con grupo inddlico es el de los alcaloides presentes en las semillas de Piralima
nitida, Stapf: akuammina, akuammicina, akuamminina, akuammilina,

akuammidina, akuammigina y pseudoakuammidina’™. Teniendo el conocimiento



de la importancia de la presencia de los alcaloides responsables de las
propiedades farmacologicas se determin6d la presente investigacion, afin de

profundizar y comprobar su accion benéfica.

Asimismo, es pertinente considerar como parte del estudio a los antioxidantes,
que son sustancias que inhiben la tasa de oxidacién de los nocivos radicales
libres, causantes de la disminucion de defensas y dafo celular con posibilidad de
producir cancer, ateroesclerosis y envejecimiento. Los antioxidantes neutralizan y
cumplen su funcion, sin perder su estabilidad electroquimica; actuan donando
electrones para evitar que los radicales libres los capten de las células. Son
utilizados en alimentos y previenen o inhiben el desarrollo de la rancidez o la
aparicion de compuestos de deterioro por oxidacion. Ciertos componentes
quimicos como vitaminas, minerales y enzimas actuan como antioxidantes
protegiendo nuestro organismo de la formacién de radicales libres. Los
antioxidantes celulares de naturaleza enzimatica mejor estudiados son superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GSH) y metionina
reductasa, los cuales pueden ser suplementados por una dieta rica en
antioxidantes como las vitaminas A, E y C, selenio y zinc, entre otros nutrientes.
Entre los antioxidantes naturales encontrados en las plantas, tenemos a los
flavonoides, derivados del &cido cinamico, tocoferoles y acidos organicos

polifuncionales™"".

El consumo de carotenoides esta relacionado con la prevencion de cataratas,
ateroesclerosis, degeneracion muscular y esclerosis simple asi como, a una baja
incidencia de cancer de préstata'®. Asimismo, la ingesta de licopeno, B-caroteno
y compuestos polifendlicos; entre los que destacan los flavonoides,
antraquinonas, cromonas, cumarinas y otros constituyen un importante grupo de
antioxidantes naturales'®?. Entre los antioxidantes sintéticos mas usados en la
industria alimentaria, que estabilizan y protegen grasas vegetales y animales,
tenemos al Butil hidroxitolueno (BHT), Butil hidroxianisol (BHA), terbutil
hidroquinona (TBHQ) y el galato de propilo (PG)?".

La piel es el érgano que regula el balance de los liquidos y electrolitos, modula los

cambios de temperatura corporal, contribuye a mantener el volumen vascular



sanguineo y sus demandas de emergencia; posee un delicado sistema que la
relaciona con el medio ambiente y es asiento de muchas reacciones bioquimicas
que le confieren el caracter de 6rgano en constante estado de actividad. Consta

de tres capas: epidermis, dermis e hipodermis??.

La cicatrizacion de heridas es un proceso de regeneracion en la continuidad de la
piel, que comienza con la hemostasia, abarcando posteriormente la respuesta
inflamatoria, la formacién de tejido conectivo, el recubrimiento de la lesidn con
epitelio y al final la remodelacién de la herida, dando como resultado la formacién
de una cicatriz. Los sucesos que aqui intervienen dependen del tipo de herida, su
extension, la naturaleza del agente vulnerante y el grado de contaminacion

bacteriana®®. En heridas cutaneas se conocen dos tipos de cicatrizacion:

Cicatrizacion por primera intencion, cuando se trata de una herida pequena y se
produce por una herida quirurgica, en la que hay cambios en la permeabilidad
capilar y flujo de sangre, que lleva a la adherencia de leucocitos a la pared capilar
y hacia el espacio extravascular del area danada. La cicatriz incluye tejido
conectivo celular cubierto por una epidermis normal. Los apéndices y anexos

dérmicos destruidos nunca regeneran®.

Cicatrizacion por segunda intencion, cuando los defectos extensos tienen mayor
volumen y la reaccion inflamatoria es mas intensa. La contraccién de la herida
depende de la movilidad de la piel y, ante una mayor movilidad ocurrira mayor
contraccion de tejido de granulacion normal con presencia de miofibroblastos2°.
En ambos tipos de cicatrizacion se aprecia inicialmente la formacion de un
coagulo, el cual sufre deshidratacion, dando lugar a una costra que tiene como
funcidn aislar, de las agresiones ambientales, fisicas y biologicas, a los tejidos

vivos y sanos de epidermis, y dermis que rodean a la lesién.

La epitelizacién se produce cuando migran los queratinocitos y a continuacion se
dividen para recubrir la pérdida de espesor parcial de piel o mucosa. La
contraccion se da cuando hay un cierre espontaneo de heridas cutaneas de
espesor total o constriccién de érganos tubulares, como el colédoco o el eséfago,

después de una lesion, y el ultimo mecanismo es el depdsito de matriz de tejido



conjuntivo que comprende la incorporacion de fibroblastos hacia el sitio de la
lesion y produccidn de una matriz de tejido conjuntivo, Este proceso es muy
importante en el cierre primario de heridas, sean de piel, tendones o anastomosis
intestinal. El colageno transversal y su organizacion en el tejido conjuntivo que se

forma en el proceso proporcionan la fuerza e integridad a todos los tejidos®”

Las afecciones dermatolégicas se caracterizan por presentar alteraciones en la
estructura y funcionabilidad de la piel. Dichos procesos pueden ser de muy
diversa etiologia, sintomatologia y tipos; precisando independientemente, muy a
menudo, de una medicacion por via sistémica. Con este tipo de preparados se
busca casi exclusivamente, efectos localizados en piel (epidermis o dermis) o
mucosas, donde debe evitarse o reducir al maximo la absorcion transcutanea de
componentes o de productos activos presentes en los mismos, que puedan
provocar efectos secundarios no deseados. Existen una serie de factores, tanto
desde el aspecto dermatolégico como del preparado farmacéutico, a considerar
en el momento de prescribir o disefar un medicamente de aplicacion topica:
Eleccion del principio activo adecuado. Eleccién de la forma farmacéutica y
excipientes idoneos. Consideracion de los efectos dermatolégicos y cosméticos
del vehiculo. Tan solo configurando adecuadamente las tres premisas anteriores,
suponiendo que el medicamento esté correctamente aplicado, podra obtenerse el
éxito terapéutico del mismo.

La farmacoterapia dermatoldgica es muy amplia e incluye, entre otros principios
activos, a: cicatrizantes, germicidas, antiinflamatorios, astringentes, queratoliticos,
emolientes, antipruriginosos, etc. Estos deben presentar una alta especificidad, ya
que por ejemplo, numerosas afecciones fungicas no se resuelven mediante la
aplicacién de pomadas antibidticas de accién local, infecciones bacterianas que
requiriéndose en cada caso farmacos de accion mucho mas especifica. Debe
asimismo, recordarse que en piel descarnada o lesionada con pérdida de estratos
epidérmicos superiores, como ocurre en incisiones, la absorciéon de principios
activos puede estar notablemente incrementada, con el riesgo subsiguiente de

que puedan generar efectos sistémicos no deseados.

La Farmacopea Europea define a las pomadas como preparaciones de

consistencia semisodlida destinadas a ser aplicadas sobre la piel o sobre ciertas



mucosas, con el fin de ejercer una accién local, o dar lugar a la penetracion
percutanea de medicamentos, o por su accion emoliente o protectora. Afade asi
mismo que deberian tener un aspecto externo homogéneo, estar constituidas por
un excipiente simple o compuesto, en el cual se disuelvan o dispersen uno o mas
principios activos. En relacidén a los excipientes integrales de las pomadas indica
que pueden ser sustancias de origen natural o sintético y estar constituidos por un
sistema de una o varias fases y que, de acuerdo con la naturaleza del excipiente,
la pomada pueda tener propiedades hidrofilicas. Se indica que dichas formas
galénicas pueden contener ademas agentes antioxidantes, antimicrobianos,
anticicatrizantes, estabilizantes, emulgentes y espesantes; asimismo, precisa la
necesidad de esterilidad cuando estan destinadas a ser aplicadas en heridas

abiertas y piel gravemente dafada.

La literatura galénica, establece que todas aquellas formulas de uso externo a
base de grasas, naturales o sintéticas, reciban denominacion de “pomadas”. En
su preparacion se utiliza mantequilla, manteca de vaca o de cerdo, aceites o

grasas vegetales, aceite de oliva, almendra, mani y otros similares®®>’

el cerdo,
Sus scrofa domestica, es un mamifero usado en la alimentacion humana y es
fuente primaria de grasa comestible®, el “Cold cream” disefiado por Galeno,
inicialmente fue elaborado a base de esta grasa con la adicion de cera de abejas;
la cual, Cleopatra, hacia preparar con la adicion de otros ingredientes33. Algunos
autores mencionan que la mejor grasa utilizada para la elaboracion de pomadas
es la del pollo, seguida de la del cerdo y luego de la vaca, empleandose también
la parafina o vaselina. La manteca de cerdo fue utilizada desde la antigiedad, no
s6lo como alimento, sino también con fines medicinales y cosméticos. En su
composiciéon contiene acidos grasos saturados e insaturados capaces de ser
saponificados, siendo los principales el palmitico y estearico. Debido a su
composiciéon es util en la fabricacion de jabones y preferible a las grasas

vegetales®*®.

De manera general, la manteca de cerdo es la porcion grasa obtenida
exclusivamente del tejido adiposo acumulado en las zonas del térax y abdomen

del cerdo, obteniéndosela por proceso en seco o humedo en autoclave. El



principal inconveniente es su enranciamiento por exposicion prolongada al aire,

debido a que se oxida facilmente ya que carece de antioxidantes naturales®’.

Para los trabajos de investigacion en animales de experimentacion se promovera
una reflexiéon consciente sobre el uso y cuidado de ellos, articulando conceptos
técnicos, éticos, de calidad, validez y competitividad cientifica. Tradicionalmente a
los animales no se les reconoce estatus moral por o que no tienen injerencia en
las decisiones que los otros seres toman en relacién a ellos; mientras que en la
ética occidental tradicional, con todas los argumentos previos, han estimado como
neutral en si, unir la relacidon del hombre con el resto de especies animales,

considerando lo siguiente:

e Brindar los cuidados a los animales segun la etologia.

e Evitar el dolor innecesario, sufrimiento, estrés o lesiones prolongadas.

e Evitar la duplicacién o repeticion innecesaria de experimentos.

¢ Reducir al minimo indispensable el numero de animales para garantizar la

validez del estudio a realizar®®*°



lll. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. MATERIALES Y METODOS
3.1.1. Tipo de investigacion
Experimental, analitica, prospectiva y longitudinal.
3.1.2. Materiales, reactivos y equipos

a. Reactivos y materias primas
2, 2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)(Sigma Chemical Company)
Metanol grado analitico (Merck Darmstadt)
Ketamina inyectable 500mg/10mL (Laboratorio Sanderson S.A.)
Trolox (Acido-6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico)
(97%) (Aldrich- Chemical Co)
Cera de abejas
Crema depiladora
Aceite de sésamo
Manteca de cerdo
Unguento Clorelase®
Formaldehido 36,5%(FLUKA Chemical).

b. Equipos
Cromatégrafo de Gases/Espectrometro de Masas (CG/EM).
Modelo CG: Trace/EM: Trace.
Sistema DIVAC 0,6L para filtracién al vacio
Dinamometro (equipo de tension con agua)
Lampara UV 254 nm
Sistema BUCHI Heating Bath B-490 (Rotavapor)
Espectrofotometro Labomed Inc. UV-VIS Double Beam PC and
scanning autocell.
Homogeneizador Vortex Mixer. VM 300
Microscopio ZEISS CP-ACHROMT-ICS-KFZ

Equipo de diseccion.

3.1.3. Material biolégico
Ratones albinos consanguineos machos de la especie Mus musculus

de tres meses de edad, con un peso corporal promedio de 35 g, cepa
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Balb C53 procedente del Instituto Nacional de Salud - Centro

Nacional de Productos Biologicos — Chorrillos.

3.1.4. Colecta del material vegetal
La corteza de Brunfelsia grandiflora D. Don se colecto en el distrito de
Contamana, provincia de Iquitos en el departamento de Loreto, a 200
m de altitud, en el mes de mayo del 2010. La especie completa en su
estado de floracion fue seleccionada para su posterior clasificacion
taxondmica en el Museo de Historia Natural de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos. Anexo 1.

3.2. Obtencion del extracto metandlico
Se empled 1 kg de corteza, sometida a proceso de trozado y posterior
maceracion en 2 L de metanol, en frasco color ambar con agitacion diaria
durante siete dias, posteriormente se realizd6 un proceso de doble
extraccion vy, el filtrado obtenido, se evapord a sequedad en rotavapor hasta
obtener el extracto seco.
a. Ensayo de solubilidad y marcha fitoquimica
La solubilidad del extracto metandlico se evalud utilizando solventes de
polaridad creciente. La marcha fitoquimica del extracto se realiz6 a

través de reacciones quimicas de coloracién y precipitacion.
b. Analisis cromatografico

Se realizé en cromatoplacas de 20 x 20 cm, con 2 mm de espesor de
silicagel GF 254 nm, utilizdndose como fase moévil Acido acético/
metanol/ acetato de etilo/ cloroformo (0,5/ 2/ 2/ 6) y agentes

reveladores para grupos funcionales™.
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1kg de corteza de Brumfelsia
glandifloraD. Don

‘ Maceracion metandlica

l Extracto seco

- Ensayo de solubilidad - Evaluacion cicatrizante

- Marcha fitoquimica - Método tensiometrico
- Ensayo cromatografico

Actividad antioxidante
Método DPPH

Analisis estructural CG/EM

Analisis histopatologico

Figura 1. Diagrama de flujo del trabajo experimental

‘ Sebo de cerdo

Extracciony purificacion de ‘
lamanteca de cerdo

‘ Determinaciones analiticas ‘

Formulacion y preparacion de la
hase con manteca de cerdo

‘ Incorporacion del extracto vegetal

Test de sensibilidad e '
irritacion

Figura 2. Diagrama experimental para el disefio y formulacion de las pomadas
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3.3.

Obtencion y extracciéon de la manteca de cerdo

A un kilogramo de abdomen de cerdo, adquirido en el mercado Municipal
“Gran Mariscal Ramén Castilla” de la Municipalidad Metropolitana de Lima,
se le retiraron restos de piel, carne y tejido sanguineo, luego se lavé con
agua destilada. La técnica utilizada en el proceso de extraccion de la
manteca fue el calentamiento en medio acuoso; para ello se colocaron 300
g de grasa en un vaso precipitado de 1 L y se adicion6 agua destilada
hasta cubrir la grasa; en seguida se someti¢ a calentamiento reponiendo el
agua que se iba evaporando. Cada 150 mL se retira el agua que contiene
la manteca fundida y se coloca en un vaso de precipitado para su
enfriamiento. Al enfriarse la fase acuosa solidifica la manteca en la parte

superior, la cual es retirada para su posterior proceso de purificacion®.

a. Purificacidn y analisis de la manteca de cerdo

En un vaso de precipitado de 500 mL se colocaron 100 g de manteca
de cerdo y se adicioné 100 mL de cloroformo. Se agité vigorosamente,
anadiéndose 100 mL de agua destilada y se sometié a calentamiento a
una temperatura de 40 — 50 °C. Se dejo en reposo para que se separe
la fase acuosa de la fase organica. Esta ultima fue retirada a una
capsula de porcelana y se llevo a estufa a temperatura de 40 — 50 °C,
para la eliminacion del cloroformo.

Posteriormente se realizaron las determinaciones analiticas®’.

b. Formulacion y preparacién de la base con manteca de cerdo
Se procedi6 al disefio y preparacion de la base, siguiendo la
recomendacion seleccionada y utilizada para la elaboracion de las

pomadas, con un pH de 6,6, tuvo la siguiente composicion:

= Manteca de cerdo 45,0
= Cera de abejas, purificada20,0

= Aceite de sésamo 35,0

A esta base se le incorporo6 el extracto vegetal en concentraciones de

1, 2y 3 g %; todas alcanzaron un pH cercano al de la base: 6,5.
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3.4. Test de sensibilidad e irritabilidad

3.5.

La base con los extractos vegetales incorporados, asi como la base pura, se
sometieron a prueba de tolerancia en voluntarios humanos, con
consentimiento informado.

Para esto se seleccionaron 10 personas divididas en 5 grupos de 2 personas
por grupo. Al primer grupo se le aplicé la base elaborada con manteca de
cerdo. Al segundo se le aplicé manteca pura de cerdo y, al tercero, cuarto y
quinto grupos la base con los extractos vegetales incorporados en
concentraciones de 1, 2 y 3%, respectivamente. Extendidas las muestras
sobre un area de la piel del antebrazo, se cubri6 la zona con una lamina de
polietileno transparente y se dejo por 24 horas para observar fenomenos de

sensibilidad e irritacion de la piel** *°.

Analisis estructural por Cromatografia de Gases/Espectrometria de
Masas (CG/EM)

La elucidacion estructural de los componentes quimicos del extracto
metandlico de la corteza de Brunfelsia grandiflora D. Don “chiric sanango”,
se realizé por un sistema de Cromatografia de Gases/Espectrometria de
Masas (CG/EM) utilizando columna RESTEK RXI® - 5 y (Crossbond® 5 %
diphenyl 95 % dimethyl polysiloxane) de 30 metros de largo por 0,25 mm de
diametro interno, 0,25um de espesor de pelicula. Se utiliz6 un equipo
computarizado con un procesador de software en condicion de muestra de
0,1% de extracto en metanol, con columna a temperatura de inyeccion de
120 °C por 1 minuto, elevandose la temperatura a 12 °C por minuto hasta

320 °C y manteniéndose a esa temperatura por 3,3 minutos.

El espectro de masa se obtuvo con un sistema computarizado constituido
por un cromatografo modelo CG: TRACE acoplado a un detector selectivo
de masa modelo EM: TRACE. El espectro de masa fue tomado sobre 35-400
m/z usando un voltaje de ionizacion de 70ev La identificacion de los
componentes quimicos se fundamenta en la comparacion con estandares de
espectros de masas de las respectivas bibliotecas (MAINLIB, PMWTOXS3N,
REPLIB)**7,
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3.6. Determinacion de la actividad antioxidante: Método de captacion del
radical 2,2-difenilpicrilhidrazil (DPPH)

a. Fundamento

El 2,2-difenilpicrilhidrazil (DPPH), es un radical libre estable que experimenta
una reaccion de reduccidon ante un antioxidante o un radical libre,
ocasionando una disminucion de su absorbancia.

El DPPH disuelto en metanol adquiere un color violeta y cuando reacciona
con sustancias atrapadoras de radicales libre donadoras de hidrogeno, se
desarrolla un cambio del color violeta a amarillo o naranja palido
produciendo la desaparicion del color a medida que disminuye la
absorbancia a 515 mm. El mecanismo de reaccion consiste en la sustraccion
de un atomo de hidrégeno proveniente de la sustancia donadora de
hidrogeno, para generar el compuesto difenilpicrilhidrazina y un radical libre.
El resultado se expresa como IC50 (concentracion inhibitoria), porcentaje de
inhibicidn, porcentaje de actividad antiradicalaria o equivalentes a trolox o a

la vitamina C & 4°

DPPH + AH — DPPH + A’

NPPH + R — NPPH + R

Actividad Antioxidante
1, 2.0
T |':r . "
! II\:: H
] _._.___.._:.
OpN e ! NCJP ‘). 02N ,\g.?
i HOR
. [+
e NG,
2.2 Difenil - 1 - picrilhidrazil (DPPH X H
{ DPPH ) naranja palide
Violeta

Figura 3. Reaccién de reduccion del DPPH
b. Procedimiento

La solucion del DPPH, se preparé en metanol, usandose como estandar
antioxidante una solucién de trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-
2-carboxilico 97%), que es una sustancia sintética derivada de la vitamina

E. Asimismo, se prepard un extracto stock de la muestra de 5,4 mg/mL en un

15



medio hidroalcohdlico (1:1) a partir de esta solucién se realizaron diluciones

hasta 1,5 mg/mL que en el tubo de reaccién equivale a 0,5 mg/mL.
c. Lectura de resultados

Las muestras se leyeron a longitud de onda de 517 nm en
espectrofotometro (Labomed Inc. UV. VIS Double Bean PC and scanning

autocell). Los resultados se expresaron segun la siguiente férmula:

A-B
A

B Inllib{‘Liﬁn = = 100

Donde:
A = Lectura del DPPH

B = Lectura del extracto metandlico de la corteza de Brunfelsia

grandiflora D. Don.

Se determind el IC50 para el trolox y para el extracto metandlico de

la corteza.

3.7. Actividad cicatrizante del extracto metanédlico de la corteza de

Brunfelsia grandiflora D. Don

Técnica operatoria

Se utilizaron 36 ratones albinos consanguineos machos de la especie
Mus musculus cepa Balb C53, de tres meses de edad, con un peso
corporal promedio de 35 g, procedentes del Instituto Nacional de Salud -
Centro Nacional de Productos Biolégicos — Chorrillos. Los animales fueron
distribuidos de manera aleatoria en seis grupos de seis animales cada
uno.

Se les mantuvo en jaulas individuales, en ambientacion con temperatura
constante, con ciclos alternados de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad durante una semana, para verificar su Optima condicién de
salud, siendo alimentados con alimento especial de dieta normocaldrica,

normoproteica y agua embotellada sin gas ad libitum.
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Posteriormente fueron depilados en el tercio anterior dorsal del lomo, con
una crema depilatoria corporal (crema VEET®) y separados en jaulas

individuales previo peso, observando si habia dafios o irritacion en la piel.

Después de 24 horas fueron anestesiados por via intraperitoneal de
acuerdo a sus pesos con ketamina a dosis promedio de 0,49 mg/Kg de
peso corporal, para facilitar el tratamiento quirurgico. Antes de la operacion,
se realizé la limpieza y desinfeccion de la piel y de los materiales del

equipo de diseccion.

Se practicé una incision de un centimetro de longitud, perpendicular al eje
longitudinal del lomo depilado. Inmediatamente, se unieron los bordes de la

herida con un punto de sutura de nudo triple.

La aplicacion de las pomadas y el tratamiento de los grupos del bioensayo
se realizaron cada 12 horas durante una semana. Los grupos

experimentales fueron distribuidos de la siguiente manera:

Seis ratones como grupo control con lesion y sin tratamiento.

b. Seis ratones como grupo de aplicacion de la base de manteca de cerdo.

c. Seis ratones como grupo de referencia farmacolégica o grupo patrén, al
que se le aplicod el unguento comercial Clorelace®.

d. Tres grupos de seis ratones cada uno, a los que se les aplicé por via
tépica las pomadas en concentraciones de 1, 2 y 3 g% del extracto

metandlico de la corteza, respectivamente.

Al término del periodo experimental, los animales fueron sacrificados por
inhalacion de cloroformo. Se les retird el punto de sutura y se le coloco en
posicion decubito ventral sobre la mesa del equipo de tensidn para
proceder a medir la resistencia de la apertura de la herida en toda su
extension, a través de la fuerza de tensidn necesaria generada por la

medicién en mililitros de agua destilada utilizados>®%2,
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41.

Rendimiento del extracto metanodlico de

IV. RESULTADOS

grandiflora D. Don “Chiric sanango” extracto

la corteza de Brunfelsia

El proceso de maceracion metandlica, dio un rendimiento de 4% p/p

presentado aspecto semi-mucilaginoso, color marrén oscuro,

amargo, olor a vegetal desecado y de reaccion ligeramente acida.

sabor

La solubilidad del extracto frente a solventes organicos de polaridad

creciente, asi como la marcha fitoquimica y los resultados de coloracion y

precipitacion para grupos funcionales se presentan en las tablas 1y 2.

Tabla 1. Solubilidad del extracto metandlico de la corteza de Brunfelsia grandiflora D.

Don.
Extracto metandlico Solvente R
esultado

(mg) (mL)

100 Eter etilico (-)
100 n-hexano (-)
100 Cloroformo (+++)
100 Acetato de etilo (++)
100 Acetona (++)
100 Metanol (+++)
100 Etanol (+++)

Simbologia: soluble (+++), parcialmente soluble (++), insoluble (-)

Tabla 2. Marcha fitoquimica del extracto metandlico Brunfelsia grandiflora D. Don

Reactivo Metabollt_o Caracteristica Resultado
secundario
Dragendorff Alcaloides Precipitado rojo- (+++)
naranja
Mayer Alcaloides Precipitado blanco (++4)
Sonneschein Alcaloides Precipitado amarillo- (++)
verdoso
Yodoplatinato Alcaloides Color azul-violaceo (+++)
Lieberman-Bouchardat Trlterp.en0|des Y| sin coloracién (-)
esteroides
Gelatina Taninos Sin precipitado (-)
blanco
Cloruro férrico Fenoles Sin coloracion (-)
Shinoda Flavonoides Sin coloracion (-)
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Simbologia: Abundante (+++), Moderado (++), Negativo (-)

4.2. Analisis cromatografico

El fraccionamiento del extracto metandlico de la corteza de Brunfelsia

grandiflora D. Don, obtenido en el cromatograma y sus correspondientes Rf

se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Rf de alcaloides inddlicos del extracto metandlico de la corteza de Brunfelsia

grandiflora D. Don.

Mancha | Rf Luz UV2s54 nm D'Zzaec;t(ijv:rﬁ

1 0,94 Fluorescencia amarilla Precipitado rojo-naranja

2 0,92 Fluorescencia amarilla Precipitado rojo-naranja
3 0,86 Fluorescencia amarilla Precipitado rojo-naranja
4 0,73 Fluorescencia amarilla Precipitado rojo-naranja
5 0,70 Fluorescencia amarilla Precipitado rojo-naranja
6 0,66 Fluorescencia amarilla Precipitado rojo-naranja
7 0,54 Fluorescencia amarilla Precipitado rojo-naranja
8 0,37 Fluorescencia amarilla Precipitado rojo-naranja
9 0,31 Fluorescencia amarilla Precipitado rojo-naranja
10 0,22 Fluorescencia amarilla Precipitado rojo-naranja

4.3. Obtencion, purificaciéon y analisis de la manteca de cerdo

De la grasa del abdomen del cerdo se obtuvo un rendimiento de 90% de

manteca que fue purificada con cloroformo, expresando las siguientes

determinaciones analiticas:

Presencia de colesterol
Punto de fusién de 30-32 °C

Punto de solidificacion de 10 °C
pH: 6,6

Densidad 0,81

4.4. Composicion quimica del extracto

Los resultados del analisis de la composicion quimica del extracto
metandlico de la corteza de Brunfelsia grandiflora D. Don “Chiric sanango”,
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por Cromatografia de Gases / Espectrometria de Masas (CG/EM). Se

muestran en la figura 4 y tabla 4.
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Figura 4. Cromatografia de Gas del extracto metandlico de la
corteza Brunfelsia grandiflora D. Don

Tabla 4. Composicion quimica del extracto metandlico de la corteza de Brunfelsia grandiflora D.
Don determinado por Cromatografia de Gases / Espectrometria de Masas (CG/EM)

COMPONENTES QUIMICOS

Tiempo de retencién

(minutos)
Estrictamina 14,13
Ibogamina 14,23
Secoaspidodasycarpina 14,52
Pseudokopsinina 14,52
Voacangina hidroxyindolenina 15,31
Ibogaina 15,58
Voaluteina 15,99
Voacangina 16,18
Vincoridina 16,35
Akuammidina 16,81
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4.5.
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Elucidacion de los componentes quimicos

En las figuras 5 a 14, se muestran los espectros de los siguientes

componentes:

Espectros de los componentes quimicos del extracto metandlico de la

corteza Brunfelsia grandiflora D. Don.
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Figura 6. Elucidacion de la estructura de ibogamina
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Figura 7. Elucidacién de la estructura de secoaspidodasycarpina
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Figura 11. Elucidacion de la estructura de voaluteina
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Figura 14. Elucidacion de la estructura de la akuammidina

Determinacion de la actividad antioxidante del extracto metandlico de

la corteza de Brunfelsia grandiflora D. Don “Chiric sanango”.

Captacion del radical 2,2-difenilpicrilhidrazil (DPPH)
Los resultados obtenidos de la capacidad de captacion del radical DPPH
del extracto metandlico de la corteza de Brunfelsia grandiflora D. Don

comparado con el trolox, se presentan en la figura 15.

0.7 ‘
Brunfelsia

0.6 grandiflora D. Don
E s IC50=829 ug/mL
o
c 04 Trolox
2 y=-0.3617x+ 0.6007
c 0.3 2_
2 R*=0.993
202
<

0.1

0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

mg/mL

Figura 15. Curva de captacion del DPPH de Brunfelsia grandiflora D. Don  comparado
con el trolox.
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4.7.

4.8.

Evaluacién de la actividad cicatrizante del extracto metandlico de la
corteza de Brunfelsia grandiflora D. Don

El analisis de la actividad cicatrizante de la aplicacion topica del extracto
metandlico de la corteza de Brunfelsia grandiflora D. Don en pomadas al 1,
2y 3%, incorporados en la base utilizada, permitié determinar la resistencia
a fuerzas de tension y la actividad cicatrizante del extracto en los grupos
estudiados. La pomada al 3% demostré mayor eficacia de cicatrizacion,
teniendo como valor de referencia el 100 % de resistencia a la tensién de la

piel intacta.

Resultados del test de sensibilidad e irritabilidad
La observacion en voluntarios, nos permitid evidenciar que las pomadas
con el extracto metandlico de la corteza de Brunfelsia grandiflora D. Don al
1, 2'y 3% no producen reacciones de sensibilizacion.

Resultados experimentales
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Figura 16. Resistencia media a la tensidn en los grupos experimentales (en

mililitros de agua).
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G.L: Grados de libertad F: variable del analisis de varianza
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Figura 17. Efectos de los tratamientos sobre la resistencia de tension.

La eficacia de cicatrizacion, se determina considerando como valor referencial

de 100% al numero de mililitros necesarios de resistencia a la tension para

abrir la piel intacta, segun la siguiente expresion.

% Eficacia
de
cicatrizacion

_ Mililitros necesariosparaabrir la cicatriz tratada

Mililitros necesarios para abrir la piel intacta

X 100
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Figura 18. Eficacia de cicatrizacién de los grupos experimentales.

4.9. Estudio histopatolégico

Tabla 5. Analisis de varianza

Fuente de G.L Suma de | Cuadrado F Significancia
Variaciéon ) cuadrados Medio (p)
Tratamientos 5 43450,4 8690,1 420,84 0,000
Error 30 61,5 20,6
Total | 35 | 44069,9 | |
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Tabla 6. Resultados del test de cicatrizacion por el método tensiométrico

Eficacia
Desviacion Error
Promedio de
Tratamiento n estandar estandar
(ml agua) cicatriza
(mL agua) (%)
cion (%)
Pomada al 1% 6 97,93 4,88 1,99 42,5
Pomada al 2% 6 113,05 3,08 1,26 49,0
Pomada al 3% 6 137,0 3,5 1,43 59,4
Unguento patrén 6 152,27 3,23 1,32 66,0
Base de pomada 6 60,2 7,42 3,03 26,1
Lesion no tratada 6 61,73 3,58 1,46 26,7
Tabla 7. Comparacién de los tratamientos con el grupo patron
Significa
Fuente de Suma de Cuadrado ]
o G.L ) F ncia
Variacion cuadrados Medio
(p)
Tratamientos 4 30771,5 7692.9 346,24 0.000
Error 25 555,5 22,2
Total 29 31326,9

Se determina que existe diferencia significativa entre los efectos de los

tratamientos (excluido el grupo control) en comparacion con el del grupo

patron.

Prueba de Dunnet

t53-

do.01(4,25)

25°
n

= 3.32

2(22.2)

= 9.03

Un tratamiento debe considerarse significativamente diferente del grupo

control si la diferencia es mayor que 9.03. Tomando en cuenta que la media

del grupo patréon fue 152,3 obtenemos las siguientes diferencias con sus

respectivos intervalos de confianza:

31




Tabla 8. Diferencia media e intervalos de confianza para la comparacién de

tratamientos menos la media del grupo patrén

Tratamiento Inferior Diferencia Media Superior
Pomada al 1% - 61,428 - 54,333 - 47,239
Pomada al 2% - 46,311 - 39,217 - 32,122
Pomada al 3% - 22,361 - 15,267 - 8,172
Grupo base pomada | - 99,161 - 92,067 - 84,972

De acuerdo a estos resultados, todas estas diferencias son significativas con
respecto al grupo patrén, siendo mas notoria su diferencia cuando se
compara con la del grupo con base de pomada y la menor diferencia pero

significativa es con respecto al grupo con pomada al 3%.

Ahora trataremos de comparar entre si, los efectos entre los tratamientos
exceptuando al grupo control, a través de la prueba de TUKEY>“.

Cualquier diferencia mayor en valor absoluto que:

DSH = q .

Puede considerarse estadisticamente significativa. En este caso para a =
0.01:

DSH = 0, ., 4 CME

En este caso para a = 0.01:

22,2

DSH = 515 =991
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Tabla 9. Tratamiento 1: Pomada al 1% restado de:

Diferencia
Tratamiento Inferior Superior
Media
2% 7,13 15,12 23,10
3% 31,08 39,07 47,05
G. Base Pomada -45,72 - 37,73 -29,75
G. Patrén 46,35 54,33 62,32

Se observa que todos los tratamientos superan en forma significativa a la
resistencia media de la pomada al 1%, excepto el grupo base pomada.
También se observa los intervalos de confianza para dichas diferencias en

cada caso.

Tabla 10. Tratamiento 2: Pomada al 2% restado de:

Diferencia
Tratamiento Inferior Superior
Media
3% 15,96 23,95 31,94
G. Base Pomada - 60,84 -52,85 -44.86
G. Patrén 31,23 39,22 47,20

Se observa que los tratamientos: pomada al 3% y el grupo patrén superan en
forma altamente significativa a la resistencia media de la pomada al 2%.

Tabla 11. Tratamiento 3: Pomada al 3% restado de:

Diferencia
Tratamiento Inferior Superior
Media
G. Base Pomada -84,79 -76,80 - 68,81
G. Patrén 7,28 15,27 23,25

Se observa que el tratamiento grupo patron supera en forma significativa a la
resistencia media de la pomada al 3%.
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Tabla 12. Tratamiento 4: Grupo base de pomada restado de:

Diferencia
Tratamiento Inferior Superior
Media
G. Patrén 84,08 92,07 100,05

Observandose que el tratamiento del grupo patrén supera en forma
significativa a la resistencia media del grupo de la base de pomada.

4.10. Analisis estadistico

Al realizar el estudio del efecto cicatrizante del extracto metandlico de la
corteza de Brunfelsia grandiflora D. Don y la evolucion histolégica en la
cicatrizacion de heridas en el lomo de ratones a los tres y siete dias, los

resultados fueron los siguientes:

a. A los tres dias de producida la incision y aplicadas las pomadas, no se
observé actividad en la cicatrizacion encontrandose células epidérmicas
basales incipientes y presencia de costra. En la dermis se observan
escasos vasos sanguineos, abundante tejido conjuntivo y presencia de
macrofagos e histiocitos.

b. El efecto cicatrizante de la pomada al 1% esta ausente, el de la pomada
al 2% es incompleto y el de la pomada al 3% no presenta actividad
terapéutica como cicatrizante.

c. El efecto terapéutico del patrén cicatrizante Clorelase® y el de la lesién
sin tratamiento, son incipientes; para la pomada base solo hay aparicion
de costra. (Figuras 19 - 24).

d. El modelo de Howes et al, se complementa con el andlisis histoldgico,
debido a que existe relacidn entre el aumento de la resistencia a la
fuerza de tension, y la evolucion positiva histolégica del tejido a la
resistencia que ofrece a la ruptura.

e. A los siete dias de producida la incision, y aplicados los productos a
ensayar, se observa actividad cicatrizante en la evolucion histologica
de las heridas; notandose, con la aplicacion de la pomada al 1%,

presencia de tejido epitelial en el estrato basal y abundante tejido
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conjuntivo con presencia de macrofagos e histiocitos, en la dermis; ésta
pomada no presenta efecto en la cicatrizacion.

La pomada al 2% presenta; en la epidermis, tejido epitelial y en la
dermis afrontamiento, regular tejido conjuntivo y presencia de
macrofagos e histiocitos; por lo tanto presenta efecto cicatrizante
incompleto.

La pomada al 3%, en el estrato basal de la epidermis presenta
afrontamiento, abundante tejido conjuntivo y presencia de macrofagos
e histiocitos. Esta pomada presenta un efecto cicatrizante de
afrontamiento.

El patron farmacologico Clorelase® presenta: en la epidermis un
estrato basal débil y en la dermis regular tejido conjuntivo, presencia de
macrofagos e histiocitos; por lo tanto presenta union de cicatrizacion
mas avanzado.

El efecto de cicatrizacion en la incision sin tratamiento, muestra en la
epidermis estrato corneo laminar y presencia del estrato basal o capa
germinativa; en la dermis se observa presencia de vasos sanguineos,
abundante tejido conjuntivo y presencia de macrofagos e histiocitos; en
ésta lesion la cicatrizacion es incompleta.

El efecto cicatrizante de la pomada base, presenta en la dermis
afrontamiento y abundante tejido conjuntivo con presencia de
macrofagos e histiocitos; ésta lesion sélo expresa cicatrizacion

incompleta. (Figuras 25 - 30).
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Estudio histopatolégico del test de cicatrizacion

Tabla 13. Evolucién histolégica en la cicatrizacion de heridas tratadas con muestras del extracto de la corteza de Brunfelsia grandiflora D. Don, unglento Clorelase®, incisién sin tratamiento y con base de

pomada.
A los tres dias A los siete dias
Grupos A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A1 A12
Pomada 1% Pomada 2% Pomada 3% Unguento Sin Pomada Pomada 1% | Pomada 2% Pomada Ungiento Sin Pomada base
Clorelase® tratamiento base 3% Clorelase tratamiento
®
Tejido epitelial - - - - - - - - - - - -
Costra
Estrato cérneo 0 0 No No No o - - - - Laminar No
incipiente

Estrato Costra

. 0 0 - - - o - - - - - -
espinoso incipiente
Estrato basal 0 0 - Incipiente - Incipiente Epitelial Epitelial Afronta Débil Presente -
DERMIS - - - - - Granulacion - Afronta - - Presente Afronta
Vasos

) Escaso - - Escaso Presente - - Afronta - - Presente Afronta

sanguineos
Tejido

L Abundante Mas No Abundante Abundante - Abundante Regular Abundante Regular Abundante Abundante
conjuntivo
Tejido fibroso - - - - Presente - - - - - - -
Macroéfagos - 10 10 20 20 - 18 18 22 18 30 26
Histiocitos - 4 4 10 10 - 6 10 12 6 8 10
Eritrocitos - - - - - - - - - - - -
Fibras elasticas - - - - - - - - - - - -
Cicatrizacion Ausente Incompleta No Incipiente Incipiente Costra No Incompleta Afronta Union Incompleta Incompleta
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a. Observacion de los cortes histolégicos del lomo de ratén en
evolucion cicatrizacion de los grupos A1-A6 a los tres dias

Figura 19. Corte histolégico del Figura 20. Corte histolégico del
grupo control sin tratamiento. grupo de pomada base. H&E,25X
H&E,25X

Figura 21. Corte histologico del Figura 22. Corte histologico del

. ®
grupo patron Clorelase™. H&E,25X grupo de pomada al 1%. H&E, 100X
A6
Figura 23. Corte histologico del Figura 24. Corte histolégico del
grupo de pomada al 2%. H&E,100X grupo de pomada al 3%. H&E,100X

37



b. Observaciéon microscépica de los cortes histolégicos del lomo de
raton en evolucion cicatrizante de los grupos A7-A12 a los siete dias

Figura 25. Corte histologico del
grupo control sin tratamiento.
H&F 25X

A9

Figura 27. Corte histologico del
grupo patrén: Clorelase®. H&E,25X

A11

Figura 29. Corte histologico del
grupo de pomada al 2%. H&E,100X

Figura 26. Corte histolégico del
grupo de pomada base. H&E,25X

A10

Figura 28. Corte histoldgico del
grupo de pomada al 1%. H&E,100X

A12

Figura 30. Corte histologico del
grupo de pomada al 3%. H&E,100X
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V. DISCUSION

El uso de plantas en el tratamiento de enfermedades, basado en la medicina
popular y sin estudios etnobotanicos ni etnofarmacoldgicos, no suele ir de la
mano con un real conocimiento de sus propiedades terapéuticas y de sus
actividades, que ofrezcan parametros que justifiquen y afirmen su aplicacion
como una aceptable alternativa para la salud publica.

Actualmente, en la medicina occidental, la leishmaniasis es tratada con la
administracidn de drogas potencialmente toxicas como el estibogluconato de
sodio o antimoniato de N-metilglucamina y con pentimidina o anforetecina B.
Sin embargo, en las regiones endémicas, la poblacién utiliza especies
vegetales disponibles de la zona que contienen principios activos con

propiedad farmacoldgica de accion cicatrizante®.

Una de estas especies es Brunfelsia grandiflora D. Don “chiric sanango”, de la
cual se sabe, que se usa en la Amazonia como cicatrizante para lesiones
producidas por Leishmania y que, en la literatura especializada, se ha
reportado que posee dentro de su composicién quimica: acido lactico, acido
tartarico, acido quinico y escopoletin 2. Sin embargo, no existen estudios
sobre los componentes quimicos presentes en su corteza, asi como tampoco

de la actividad cicatrizante que se le atribuye.

El resultado del ensayo de solubilidad del extracto metandlico de la corteza de
Brumfelsia glandiflora D. Don, nos dio a conocer que el mencionado extracto
contiene componentes quimicos mayoritariamente solubles en solventes de
polaridad media como: metanol, acetato de etilo, acetona, y cloroformo (Tabla
1). En la marcha fitoquimica, utilizando reactivos de coloracién y precipitacion
(Tabla 2), se detectd la presencia de alcaloides y la ausencia de triterpenoides

y esteroides, taninos, fenoles y flavonoides™.

En el analisis cromatografico en capa fina con el uso del sistema acido
acético/metanol/acetato de etilo/cloroformo: (0.5:2:2:6) y revelado con luz UV

254 nm vy el reactivo de Dragendorff, se detectd la presencia de compuestos
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nitrogenados de naturaleza alcaloidica, los que actuando en sinergismo
expresarian la bioactividad farmacolégica cicatrizante que se le atribuye

segun la medicina tradicional (Tabla 3).

En la determinacion cualitativa de la composicion quimica del extracto
metandlico de la corteza, por Cromatografia de Gases / Espectrometria de
Masas (CG/EM), en base a su tiempo de retencién (TR), el resultado permitid
identificar y elucidar una conformacion de componentes quimicos de
naturaleza nitrogenada de tipo alcaloide inddlico: Estrictamina, ibogamina,
secoaspidodasycarpina, pseudokopsinina, voacangina hidroxyindolenina,

ibogaina, voaluteina, voacangina, vincoridina y akuammidina.

Fuchino et al. aislaron del extracto metandlico de las hojas de la misma
especie una nueva saponina, furostan de tipo 1, con cuatro compuestos
conocidos, se determinaron, por analisis espectroscopico y reaccion quimica,
que la estructura de la saponina fue: 26-O-beta-D-glucopyranocyl 22 alpha-
metoxyfurostan-3 beta, 26-diol 3-O-beta-D-xylopyranosyl (1—3)- {beta-D-
glucopyranosyl (1->)}-beta-D-glucopyranocyl (1—4)-beta-D-glucopyranoside.
Este compuesto mostré una potente actividad leishmanicida in vitro frente a
Leishmania major. Tres de los cuatro compuestos aislados correspondieron al
acido ursdlico, acido clorogénico y escopoletin; que presentaron moderada
actividad leishmanicida®'". El cuarto compuesto fue el cirensenoside P (3-O-
B-D-glucopyranocyl, 28-oxigeno-B-D-glucopyranocyl (1—6) -D-glucopyranocyl
betulinate): La actividad leishmanicida para este compuesto no se realiz6

debido a la escasa cantidad obtenida.

De la especie Tabernante iboga, perteneciente a la familia Apocynaceae, mas
conocida como iboga, se han aislado los siguientes componentes quimicos de
naturaleza alcaloide inddlica: ibogamina, ibogaina, vocangina Yy
tabernanthina®®. Los tres primeros también han sido identificados en nuestro
estudio. Ibogaina tiene accién alucindgena y es utilizado en el tratamiento de
la adiccién a opiaceos, metanfetamina y otras drogas; su adiccion como
alucindgeno afecta al cerebro® 8. Su efecto terapéutico mas estudiado en la

reduccion o eliminacion de adiccion a opiaceos. Investigaciones realizadas
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sobre este alcaloide, sugieren que puede ser empleados en el tratamiento de

la adiccién al alcohol y a la nicotina®®®°,

El alcaloide inddlico voacangina, es el éster metilico del acido 18-carboxilico
2-metoxiibogamina, el cual sirve como semiprecursor para la sintesis de
ibogainam. Se ha demostrado en animales que tiene las mismas propiedades
antiadictivas que la misma ibogaina®. La voacangina es otro de los alcaloides
inddlicos que ha sido identificado en el extracto metandlico de la corteza de

Brunfelsia grandiflora D. Don de la familia solanaceae.

La akuammidina, es otro de los alcaloides con nucleo inddlico que ha sido
identificado en nuestro estudio. Se encuentra en las semillas de Piralima

nitida, Stapf. Es de accion simpaticolitica potente™.

Otro de los alcaloides de nucleo inddlico identificado en la investigacion
realizada es la vincoridina. También se le ha encontrado en la especie Vinca

minor L.%3.

La Pseudokopsinina es otra de las bases presentes en el extracto metandlico
de la corteza de Brumfelsia glandiflora D. Don que ha sido identificada y
elucidada por analisis de Cromatografia de Gas y Espectrometria de Masas.
Este alcaloide inddlico se le ha aislado de las especies Vinca erecta y Vinca

major®.

La estrictamina, otro de los alcaloides basicos de nucleo inddlico identificado
por el analisis espectroscépico, se le ha aislado de las hojas de Rhazya
stricta. La investigacion realizada, sobre la busqueda de alternativas para el
tratamiento de la malaria con plantas medicinales de la region Amazonica
Peru-Bolivia; se considerd entre otras especies a Brumfelsia glandiflora D.
Don, realizandose el trabajo con extracto acuoso, etandlico y diclorometanico.
La evaluacion de la actividad antiplasmodica in vitro sobre Plasmodium

falciparum, se realizd sobre el efecto antiparasitario®.

Los agentes antioxidantes pueden ser desde moléculas simples, hasta
compuestos muy polimerizados con elevado peso molecular, como es el caso
de los polifenoles con capacidad quelante y donadora de hidrégeno. Los

radicales libres tienen caracter electrofilico y atacan lugares con alta densidad
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electronica, tales como uniones de oxigeno y grupos que contengan nitrogeno

o el grupo sulfidrilo presente en el glutation®.

En la determinacion de la actividad antioxidante de la muestra en estudio, por
el método de captacion del radical 2,2-difenilpicrilhidrazil (DPPH), se observa
un IC50 de 829 ug/mL, bastante alejado al valor referencial del trolox de 1C50
de 3,7 ug/mL, sustancia antioxidante referencial. El extracto metandlico de la
corteza de Brunfelsia grandiflora D. Don, no presentd actividad oxidante

significativa en comparacion con la sustancia de referencia.

El contenido de compuestos bioactivos del extracto metandlico de la corteza
de Brunfelsia grandiflora D. Don, conformado por la presencia de un elevado
namero de alcaloides basicos, podria ser una causa de su baja actividad
antioxidante. Esto se deberia a las estructuras nitrogenadas moleculares de

sus componentes quimicos de naturaleza alcaldidica e inddlica.

En el estudio del extracto realizado se han identificado y elucidado por
analisis cualitativo Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas
(GC/EM), 10 componente quimicos de alcaloides inddlicos. En la literatura
bibliografica no se reportan investigaciones sobre el extracto de su corteza,
por lo que no puede establecerse confrontaciones de los resultados
obtenidos, constituyendo lo estudiado un conocimiento de base para

posteriores estudios.

Los flavonoides se encuentran también al estado libre como glicosidos en las
plantas y les confieren una diversidad de colores a muchas flores, hojas,
frutos y semillas. Son empleados como colorante de lana y en conservacion

de grasas o jugos de frutas debido a sus propiedades antioxidantes**¢’.

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que el efecto de
tratamiento del grupo patrdn, es el que registra mayor resistencia de tension
que el resto de tratamientos, seguida en orden creciente de las tensiones de
los grupos de pomadas del extracto metandlico de la corteza de Brunfelsia

grandiflora D. Don en concentraciones de 1, 2 y 3% respectivamente.

En el analisis histopatoldégico a los tres dias de producida la incision y

aplicadas las pomadas no se observé actividad de cicatrizacion. En la
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evolucién histologica a los siete dias con la pomada al 2 y 3 % se nota
cicatrizacion incompleta y afrontamiento. En la incision sin tratamiento y en la
lesidn con aplicacion de la pomada base presenta cicatrizacion incompleta. La

cicatrizacion mas avanzada se manifiesta con el patrén farmacolégico.

De lo expresado, se deduce que el efecto cicatrizante de la forma
farmacéutica de pomada en el lomo de ratones, elaborada con el extracto
metandlico de la corteza al 3% de Brunfelsia grandiflora D. Don, en la
observacion microscopica del corte histolégico se aprecia afrontamiento y
evolucion de cicatrizacion mas avanzada y cercana al de unién del grupo
patrén farmacoldgico, presentando una cicatrizacion con mayor resistencia a
rotura frente a las concentraciones de las pomadas al 1 y 2%

respectivamente.
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VI. CONCLUSIONES

En el extracto metandlico de la corteza de Brunfelsia grandiflora D. Don se
elucidaron los siguientes componentes quimicos de naturaleza nitrogenada
tipo alcaloide inddlico: Estrictamina, ibogamina, secoaspidodasycarpina,
pseudokopsinina, voacangina hidroxyindolenina, Ibogaina, voaluteina,
voacangina, vincoridina y akuammidina.

El extracto metandlico de la corteza de Brunfelsia glandiflora D. Don, no
presenta actividad antioxidante significativa en comparacion con el trolox,
sustancia antioxidante referencial.

Se determind que el extracto metandlico de la corteza de Brunfelsia
grandiflora D. Don, presenta actividad cicatrizante externa en la forma
farmacéutica de pomada al 3%, evidenciandose en los cortes histologicos
de lesiones por incisibn en el lomo de ratdon mediante analisis

histopatoldgico del test de cicatrizacion.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Clasificacion taxondmica Brunfelsia grandiflora D. Don

‘};;w:,\ o,
QD ¢
Universidad Nacional Mayor de San Marcos b ades 27
W W
MUSEO DE HISTORIA NATURAL N
CONSTANCIA N° 065-DB-MHN -
EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS,
DEJA CONSTANCIA QUE:
La muestra vegetal recibida (tallo, hojas, flores y frutos) del representante del Instituto
de Investigacion, de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, ha sido estudiada y
_ determinada como Brunfelsia grandiflora D. Don. Y tiene la siguiente posicion
Sistemdtica de acuerdo a Cronquist (1988): S
DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA N
ORDEN : SCROPHULARIALES
FAMILIA : SOLANACEAE
GENERO : Brunfelsia \
ESPECIE: Brunfelsia grandiflora D. Don
Nombre vulgar : “Chiric sanango”
Determinada por : Blgo. Severo Baldedn M.
Se extiende la préseme constancia a solicitud de los interesados, para los fines que
estime convenientes.
Lima, 01 de agosto de 2003 '
= ;75' E g. Asunci
! i~ JEFE DE HERBARIO SAN MARCOS (USM)
AACE/ddb '
Av. Arenales 1256, Jesiis Maria Telfs.: 471- 470-447. : =
gode, T34, Lima 14, Perd " rjn)‘:?;{ 76;?:?7' e e~:uaf!:nruuift::a:ii‘isiiijf}
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Anexo 2. Maceracion y extracto metandlico

» g, DS :
de Farmacia y Bioquimica
Sas Famacéuticas y Recursos N&v/”

E7RACTO HERANOL' |

s "??sezfango Fecha: £/#

Anexo 3. Formulacién del semisélido
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Anexo 4. Patron cicatrizante ungtiento comercial

POMADA 1%

- L

Chiric sanal g

Clorelase” vy

Cada 100 g contienen:

Fibrinolisina ceoeesenaisssen... 125 Unidades (Loomis)
* Se considera 25 % de exceso

Desoxirribonucleasa...................._ 99 900** Unidades

** Be considera 50 % de exceso

Cloranfenicol.................c.cov... 105" g Ly
*** Se considera 0.5 % de exceso

Excipientes c.s.p.

POmADA 3%

‘- ﬁ i.l.l'lc sanang?

POMADA 2%

“Chirjc sanang’
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Anexo 5. Material biolégico

WP WPy s
[ e
L B
[ 1 e

A S 0\
N\ Nl

NAT

Anexo 5.1. Pesada del material bioldgico.
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Anexo 6.  Aplicacion de la crema depilatoria

Anexo 7.  Aplicacién de la anestesia antes de laincision

Anexo 8. Incision y sutura

Anexo 9.  Cicatrizacion y prueba de Howes et al, corte de piel
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Anexo 10.

EQUIPO DE TENSION DE HOWES Y COL

lataforma del equi
bureta P el equipo

soporte universal

vaso
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Anexo 11. Cromatégrafo de Gases/Espectrometro de Masas (CG/EM) Modelo CG:
Trace/EM: Trace.

Anexo 12. Espectrofotometro Labomed Inc. UV-VIS Double Beam PC and
scanning autocell.
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