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Evaluacion de la actividad cicatrde la hoja planta del aire (bryophyllum pinnatum) en cortaduras inducidas en ratas (rattus
norvegicus)

Resumen

El problema de salud que afecta a personas de todas las edades pueden variar en gravedad y
complejidad, dependiendo del tipo de herida, su ubicacion y la salud general de la persona. El
objetivo del presente trabajo experimental fue evaluar la actividad cicatrizante que presenta la hoja
de Bryophyllum Pinnatum en Rattus norvegicus. El tipo de investigacion fue experimental
transversal prospectivo, pues se realizé control de calidad de la materia seca, en donde identificaron
cualitativamente y cuantitativamente los metabolitos secundarios. Se utiliz6 30 ratas asignados en
6 grupos experimentales que son: grupo A (sin tratamiento), grupo estdndar medicamento 1 con
Sulfadiazina de plata al 2% (B), grupo de medicamento 2 con MEBO 0,25% (C) y los tres grupos
experimentales (D, E y F) a 25%, 50%, 75%. Los resultados obtenidos en control de calidad y
control microbioldgico que se realizo a la muestra cumple con los parametros que se establecen
tanto en la USP 35 como en la norma NTE INEN 2392: 2007, ademés las hojas Bryophyllum
Pinnatum los metabolitos de mayor importancia en el extracto son flavonoides y taninos. El
tratamiento se aplico por via topica el gel en la parte dorsal de la rata cada doce 12 horas durante
21 dias, se medio el tiempo de cicatrizacion tanto como el ancho y la longitud de la herida hasta el
desprendimiento de la costra. Se concluye que el tratamiento con extracto al 75% tiene una alta
actividad cicatrizante con duracion de 9.2 dias.

Palabras clave: actividad; cicatrizacion; tratamiento; aplicacion; concentraciones; terapéutica;

topica; cuantificacion.

Abstract

Health problems affecting people of all ages can vary in severity and complexity depending on the
type of wound, its location, and the individual's overall health. The objective of this experimental
study was to evaluate the healing activity of Bryophyllum Pinnatum leaves on Rattus norvegicus.
The research was conducted in a prospective, cross-sectional manner, as dry matter quality control
was performed, where secondary metabolites were qualitatively and quantitatively identified.
Thirty rats were assigned to six experimental groups: group A (no treatment), standard drug group
1 with 2% silver sulfadiazine (B), drug group 2 with 0.25% MEBO (C), and the three experimental
groups (D, E, and F) at 25%, 50%, and 75%. The results obtained in quality control and
microbiological control that was performed on the sample comply with the parameters established
in both USP 35 and the NTE INEN 2392: 2007 standard, in addition to the Bryophyllum Pinnatum
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leaves, the most important metabolites in the extract are flavonoids and tannins. The gel was
applied topically to the rat's back every 12 hours for 21 days. Healing time was measured, including
wound width and length until the scab fell off. It was concluded that treatment with the 75% extract
had high wound healing activity, lasting 9.2 days.

Keywords: activity; healing; treatment; application; concentrations; therapeutics; topical;

quantification.

Resumo

Problemas de salde que afetam pessoas de todas as idades podem variar em gravidade e
complexidade dependendo do tipo de ferida, sua localizagdo e a saude geral do individuo. O
objetivo deste estudo experimental foi avaliar a atividade de cicatrizacdo das folhas de
Bryophyllum Pinnatum em Rattus norvegicus. A pesquisa foi conduzida de forma prospectiva e
transversal, uma vez que foi realizado o controle de qualidade da matéria seca, onde os metabolitos
secundarios foram identificados qualitativa e quantitativamente. Trinta ratos foram alocados em
seis grupos experimentais: grupo A (sem tratamento), grupo de droga padrdo 1 com 2% de
sulfadiazina de prata (B), grupo de droga 2 com 0,25% de MEBO (C) e os trés grupos experimentais
(D, E e F) a 25%, 50% e 75%. Os resultados obtidos no controle de qualidade e controle
microbiologico realizado na amostra estdo de acordo com os parametros estabelecidos tanto na
norma USP 35 quanto na norma NTE INEN 2392:2007, além das folhas de Bryophyllum Pinnatum,
0s metabolitos mais importantes no extrato sdo os flavonoides e os taninos. O gel foi aplicado
topicamente no dorso do rato a cada 12 horas, durante 21 dias. O tempo de cicatrizagdo foi medido,
incluindo a largura e 0 comprimento da ferida, até a queda da crosta. Concluiu-se que o tratamento
com o extrato a 75% apresentou alta atividade cicatrizante, com duracédo de 9,2 dias.
Palavras-chave: atividade; cicatrizacdo; tratamento; aplicacdo; concentracdes; terapéutica; topico;

quantificacdo.

Introduccion
En Ecuador, las plantas medicinales han constituido uno de los principales recursos existentes que
se usan en el ambito de la medicina tradicional. Dado el conocimiento ancestral y su grado de

extension, estos vegetales se utilizan tanto en las poblaciones urbanas y rurales. Tradicionalmente,
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la cultura ecuatoriana ha utilizado las hierbas por sus propiedades medicinales, entre ellas las
hierbas calientes, hierbas frias, hierbas medicinales y nutritivas. Las hojas machacadas se pueden
utilizar en heridas, dislocaciones, etc. Se utiliza como curita o extracto; ayuda en la recuperacion.
(Jiménez et al. 2023, p. 27)

Los medicamentos a base de plantas tienen espectro terapéutico, menos efectos secundarios, menos
toxicidad y, en general, causan menos efectos secundarios que los medicamentos farmacéuticos, lo
que las hace mas seguras y costosas, como se usan para la atencion médica basica, el pais puede
ahorrar dinero en facturas médicas. Hace tiempo que los investigadores y los médicos trabajan para
mejorar los tratamientos de las heridas y acelerar su cicatrizacion. (Mas Toro et al. 2017, p. 1-9)
Cada afio, cientos de miles de personas sufren quemaduras, cirugias o dafios en los tejidos a causa
de diversos accidentes. En todos los casos, las heridas requirieron un tratamiento seguro e
inmediato, lo que representa un desafio terapéutico. La piel es el érgano més grande del cuerpo
humano. Actla como barrera protectora de los 6rganos internos, protege contra temperaturas
extremas, productos quimicos y microorganismos, y mantiene un equilibrio homeostatico. Sin
embargo, es vulnerable a roturas en su estructura que resultan en lesiones. (Yeung et al. 2018, p.
865-891)

Una herida es una lesion accidental o intencional en la piel. Es un problema de salud que afecta a
personas de todas las edades y causa una alta morbilidad y mortalidad. El proceso de cicatrizacion
de las heridas de la piel depende de una variedad de factores, como mediadores sistémicos, tipo de
herida, estado nutricional y enfermedad subyacente, que determinan el desarrollo normal o anormal
del proceso fisiologico. Actualmente, existen tratamientos para promover la cicatrizacion de
heridas, enfocandose en la aplicacion de autoinjertos, aloinjertos, vendajes, colageno, acido

hialurénico y factores de crecimiento. («Principios en técnicas de suturas de piel» 2018, p. 65-76)
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Figura 1: Descripcién del proceso general

Normas y Enfoque

Normas de la investigacion

Las normas que se empled en la investigacion es la Farmacopea de los Estados Unidos USP 35 NF
(«USP 35-NF 30 | USP-NF» 2011) juntamente con la Farmacopea Espafiola («Real Farmacopea
Espafiola» 2011) , documentacion relacionada con el tema Métodos de analisis de materia organica
extrafia. y la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2 392:2007. Hierbas aromaticas, en el
apartado de requisitos establecidos fisicos — quimicos. (Instituto Ecuatoriano de Normalizacién
(INEN) 2007)
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Enfoque de la investigacion

La investigacion con enfoque mixto, ya que es la combinacién del enfoque cualitativo porque se
centra en la observacion e interpretacion de los resultados y enfoque cuantitativo se basa en la
recoleccion y analisis de datos para analizar y describir si existen diferencias entre los grupos de
tratamiento utilizando métodos estadisticos para extraer las respectivas conclusiones.

Alcance de la investigacion

La investigacién con un alcance exploratorio esta fase de investigacion implica investigar y
comprender los posibles efectos y beneficios del extracto en diferentes concentraciones. Esto puede
ser Util para determinar la dosis 6ptima de tratamiento que permita la administracién de las
incisiones durante el proceso de cicatrizacion en ratas en diferentes grupos de tratamiento junto
con el grupo de control.

Disefio de la investigacion

Se utiliz6 un disefio experimental. se caracteriza porque se manipula la variable independiente y se
analiza los efectos de la variable dependiente. Se utilizaron para el estudio animales de
experimentacion (Rattus norvegicus) los mismos que fueron asignados de forma aleatoria que
cumplieron diferentes criterios de inclusion para hacer la muestra lo mas homogeénea posible.
Tipo de investigacion

Este tipo de investigacion es experimental prospectivo, en la que se realizd una evaluacién
terapéutica mediante el ensayo de mediciones constantes en el transcurso de un periodo corto de
tiempo, lo cual permitié determinar la actividad cicatrizante en ratas en concentraciones bajas,

medias y altas del extracto obtenido de las hojas de Bryophyllum pinnatum.

Resultados y discusion

Control de calidad de la materia vegetal (Bryophyllum pinnatum)

Estas determinaciones son importantes para evaluar las condiciones sanitarias e higiénicas de la
droga cruda y se lo realiz6 considerando los parametros de organismos encargados de asegurar la
calidad de productos farmacéuticos.

Andlisis fisicoquimico

Los ensayos fueron realizados por triplicado, con el fin de obtener resultados mas fiables
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Determinacién de humedad

Asegura que la materia vegetal cumple con los estandares de calidad establecidos y es la cantidad
de agua libre que se encuentra contenida en la materia vegetal, por lo que requiere una adecuada
conservacion para evitar el crecimiento de microorganismos, la degradacion de los principios
activos y la alteracion de las propiedades organolépticas del material vegetal. (Martinez 2012, p.
28-58)

Tabla 1: Determinacion de Humedad de la materia vegetal de las hojas de Bryophyllum pinnatum
MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA PROMEDIO VALORES DE

VEGETAL N°1 N°2 N°3 REFERENCIA
NTE INEN
2392

Bryophyllum

) 7,498% 7,465 % 7477 % 7,48 % 12%

pinnatum
USP 35
7-14%

En la Tabla 1 se muestran los resultados del porcentaje de humedad de las hojas secas de
Bryophyllum pinnatum, obteniendo un porcentaje de 7.48% donde se observa el valor promedio se
encuentra dentro de los valores de referencia establecido en la norma técnica ecuatoriana INEN 2
392:2017 y en la Farmacopea de los Estados Unidos USP 35.

Es un factor de calidad que nos indica que la planta ha sido bien cuidada, evitando asi el crecimiento
microbiano y la degradacion del material vegetal. La humedad depende directamente del secado
de la materia prima. El valor resultante se encuentra dentro del rango de referencia, lo que indica
unas condiciones adecuadas de almacenamiento y conservacion; el contenido de humedad
proporciona informacién sobre la estabilidad de la materia prima. Cuanta menos agua quede,
menos bacterias y hongos se multiplicaran. (Yeung et al. 2018, p. 25).

En Colombia 2022, se realizd un estudio sobre “Contribucién a la estandarizacion de un extracto
citotoxico rico en flavonoides de la hoja del aire (Bryophyllum pinnatum)”, determinando que esta
planta se caracteriza por tener una alta retencion del agua principalmente en las hojas, por lo que

al evaluar la humedad promedio del material vegetal fue de 10,01%, confirmando un buen
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procesamiento durante el secado de la planta, concordando con los resultados reportados en este
estudio. (Villareal y Robles, 2022, p. 8).

Determinacion de cenizas

Representan el contenido en sales minerales o0 en materia inorgénica de la droga. En condiciones

rigurosas, es constante y nos permite descubrir falsificaciones por otras drogas, tierras u otros
minerales. (Martinez 2012, p. 28-58)

Tabla 2 Determinacion de Cenizas de la materia vegetal de las hojas de Bryophyllum pinnatum

Parametro

Cenizas
totales
Cenizas
solubles en

agua

Cenizas
insolubles
en HCL

Muestra Muestra Muestra

N°1

11.9%

5.6%

2.3%

N°2

11.3%

5.2%

3.1%

N°3

11.6%

5,4%

2.7%

Promedio

11.6%

5.4%

2.7%

Valor De
Referencia

USP 35

12%

USP 35
7%

USP 35

5%

y NTE INEN 2
392

2%

En la Tabla 2, se muestran los resultados del porcentaje de cenizas totales con un porcentaje de

11,6%, cenizas solubles en agua de 5.6% Yy cenizas insolubles de HCL de 2,7% donde se observa

el valor promedio se encuentra dentro de los valores de referencia establecido en la norma técnica
ecuatoriana INEN 2 392:2017 y en la Farmacopea de los Estados Unidos USP 35.

La determinacion de cenizas totales se refiere al contenido de residuos, lo que indica la ausencia

de minerales excesivos. Para el andlisis, las cenizas solubles en agua representan las cenizas totales

y principalmente metales pesados, y las cenizas insolubles en HCI miden si los minerales son

responsables de ciertos efectos farmacoldgicos. Si el resultado supera los limites de referencia,

indica que las hojas de la planta estdn contaminadas con residuos de tierra, polvo e incluso

pesticidas. Los resultados que figuran en la tabla garantizan la calidad de la droga vegetal. (Jagdish

y Nehra 2022, p. 7)
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En Ecuador 2020, se llevdé a cabo un estudio sobre “Analisis de la eficacia del extracto de
Bryophyllum pinnatum como conservante en una emulsion cosmética”, donde se realiz6 el analisis
fisicoquimico cuantitativo, obteniendo 11,8% de cenizas totales, lo que indica un estado de pureza
del material vegetal al estar libre de contaminantes como tierra o arena, concordado con los
resultados obtenidos en esta investigacion. (Tinoco y Verdesoto, 2020, p. 24).

Tamizaje fitoquimico del extracto de las hojas de Bryophyllum pinnatum

El andlisis fitoquimico tuvo como objetivo identificar cualitativamente los metabolitos secundarios
representativos responsables del efecto farmacolégico. Estos grupos quimicos justifican un estudio
mas profundo de sus efectos cicatrizante “In Vivo”. Las hojas de las plantas se utilizan porque
contienen muchas sustancias de reserva, pigmentos, fibras y vitaminas. Son los érganos de las

plantas mas utilizados con fines medicinales.

Tabla 3. Tamizaje fitoquimco de los extractos de las hojas de Bryophyllum pinnatum

Extracto
. ) . Extracto
Ensayos Metabolitos Extracto etéreo  etandlico al
acuoso
96%
Sudan Aceites y grasas  (-) ) )
Dragendrorff +) (+) +)
Mayer Alcaloides ) ) )
Wagner +) ) (+)
) Cumarinas y
Baljet ) +) (+) N/A
grupo lactonicos
Liebermann- Terpenos/
. . ) ) N/A
Buchari esteroides
Catequinas Catequinas N/A +) N/A
) Presencia de
Fehling N/A (+) (++)
azucares
Resinas Resinas N/A ) N/A
Saponinas Espuma N/A (+) (++)
Shinoda Flavonoides N/A (+) )
Antocianidas Flavonoides N/A (+) N/A
Cloruro férrico  Taninos/fenoles  N/A (++) (++)
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Borntrager Quinonas N/A (+) N/A
Mucilagos Mucilagos N/A (+) +)
Inhidrina Inhidrina N/A “) N/A

El tamizaje fitoquimico es uno de los pasos que permite describir cualitativos los principales grupos
de sustancias quimicas presentes en una planta. EI conocimiento adquirido a través del proceso de
investigacién sobre compuestos de origen vegetal permite comprender la fisiologia y la bioquimica
de los organismos que los producen y aprovecharlos al méaximo, cientifica, médica y
econdmicamente. (Sanchez 2006, p. 125-160)

Los resultados obtenidos se pueden encontrar en la Tabla 3. Muestra la presencia de alcaloides,
cumarinas y grupos lactonicos, terpenos y esteroides, catequinas, azucares reductores, taninos,
flavonoides, saponinas, quinonas y mucilagos. Pero solo en disolvente alcohdlico, puede extraer
taninos y flavonoides juntos, lo cual es importante debido a estos dos los metabolitos son esenciales
para el desarrollo de la actividad cicatrizante.

La prueba de Sudan confirmd la ausencia de compuestos aceitosos, ya que no se formo ningun
precipitado ni pelicula roja en las paredes del tubo. La prueba de Liberman-Burchard consta de dos
etapas; Esto significa que es buena para los terpenos y los esteroides. Las conclusiones anteriores
son consistentes con los resultados del estudio de (Aejazuddin et al. 2011, p. 1-5), se dice que las
partes aéreas de la especie Kalanchoe pinnata contienen altos niveles de B-sitosterol, un compuesto
esteroide (fitosterol) que tiene efectos antioxidantes, antiinflamatorios y curativos y puede actuar
como humectante de la piel.

Se encontrd que los alcaloides eran moderadas en los tres tipos de extractos. A través del ensayo
de Dragendorff, Mayer y Wagner. Similar a lo que dijeron (Ebere Okwu y Uchenna Nnamdi 2011,
p. 1456-1461), quienes afirman que las hojas contienen varios alcaloides con funciones
importantes. Por ejemplo, el alcaloide fenantreno identificado como 1-etanamino-7-hex 1-.yne-5-
ona es una potente sustancia aislada del extracto etanélico de hojas de Bryophyllum pinnatum y un
agente antimicrobiano, inhibidor de P. aeruginosa, K. pneumonia, S. aureus, E. coli, C. albicans y
A. niger. Con base en estos resultados, se considera esta planta para su uso en el campo de la
fitomedicina para prevenir enfermedades y tratar infecciones.

Sus propiedades cicatrizantes se deben a la presencia de taninos y flavonoides que actian como

antioxidantes. La prueba de cloruro férrico en el extracto alcohdlico y acuoso revelé un azul
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intenso, indicando la presencia de taninos, y la prueba de Shinoda determind la presencia de

flavonoides y fue mencionado por (Vilchez Caceda et al. 2020, p. 8). Los compuestos fendlicos

contienen flavonoides, los taninos ayudan al proceso de cicatrizacion de heridas.

Control de calidad del extracto etandlico de las hojas de Bryophyllum pinnatum

Al realizar una evaluacion completa de los parametros mencionados, se asegurd que el extracto

cumpla con los requisitos establecidos y sea apto para su uso, asegurando que el producto final

cumpla con los estandares de calidad establecidos.

Caracteristicas organolépticas

Tabla 4: Caracteristicas organolépticas del extracto etandlico de las hojas de Bryophyllum pinnatum

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Olor
Color
Aspecto
Sabor

Penetrante fuerte propia de la hoja y poco agradable

Verde intenso
Liquido

Amargo

El extracto etandlico presento caracteristicas organolépticas especificas segun el disolvente

utilizado. Con un olor penetrante fuerte propia de la hoja y poco agradable, color verde intenso,

aspecto liquido y sabor amargo, probablemente debido a los compuestos disueltos. Estas

caracteristicas no se pueden referenciar y comparar porque son propias de la planta.

Determinacion de los parametros fisico - quimica

Tabla 5: Caracteristicas fisicos - quimicas del extracto etanolico de las hojas de Bryophyllum pinnatum

CARACTERISTICAS FiISICO - QUIMICAS

Indice de refaccion
Grados brix
Ph

Densidad relativa

Solidos totales

1.36
20.05
5.90

0.814 g/ml

1.06%

Caracteristicas Fisico - Quimicas
(posibles segun bibliografia )

1.36 (Rodriguez y Moran 2008, p. 15)
(Rodriguez y Moran 2008, p. 11)
2.55 (Cucuri Pushug 2017, p. 50)

0.8 g/ml (Rodriguez y Moran 2008,
p. 10)

(Rodriguez y Moran 2008, p. 11)
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En la Tabla 5, las propiedades fisicoquimicas del extracto etandlico de hojas de Bryophyllum
pinnatum fueron bien caracterizadas. El indice de refraccion del extracto etanélico fue de 1,36 que
es igual que el valor del indice de refraccion del etanol (n = 1,36). Segin (Rodriguez y Moran 2008,
p. 15) menciona que en el extracto hay la presencia de compuestos disueltos, que podrian ser
metabolitos activos o inactivos.

Por otro lado, el pH del extracto es acido con un valor de 5,90, lo que también puede explicar la
razon de esto las propiedades quimicas de algunos metabolitos secundarios disueltos como
flavonoides, fenoles, taninos, esteroides y triterpenos. En el estudio de (Cucuri Pushug 2017, p.
50), el pH del extracto etandlico de 96% de hojas de la especie K. pinnata fue de 2,55 en
comparacion con el pH muy &cido del extracto utilizado en este estudio, lo que se debe a esta
diferencia que existe entre las concentraciones.

La densidad relativa fue de 0,814 g/ml, superior a la del disolvente utilizado (alcohol etilico al 96
%), que tenia una densidad de 0,8 g/ml. Este valor indica que el extracto contiene sustancia disuelta
de la droga cruda. (Rodriguez y Moran 2008, p. 10)

El resultado fue un valor de solidos totales de 1,06%, lo que indica la presencia de metabolitos
disueltos; ya que cuanto mayor sea el valor, mayor serd el nUmero de compuestos disueltos que
puede contener. (Rodriguez y Moran 2008, p. 11)

Cromatografia de capa fina TLC

La cromatografia de capa fina se basa en la preparacion de una capa, uniforme, de un adsorbente
mantenido sobre una placa de aluminio u otro soporte con 2 fases, la fase movil es liquida y la fase
estacionaria en un solido. Con la realizacién de cromatografia de capa fina (TLC), se pretende
determinar los posibles compuestos que se hallan disueltos en el extracto del vegetal. (Walton y
Reyes 2021, p. 613-638)

Andlisis cromatdgrafo para flavonoides totales

Se realiz6 una cromatografia para separar los diferentes componentes de un extracto vegetal
complejo segun sus diferentes afinidades por la fase estacionaria y la fase movil. Esto es importante
para la identificacion y caracterizacion de los compuestos individuales presentes en el extracto.
(Walton y Reyes 2021, p. 613-638)
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Tabla 6: Cromatografia de capa fina de Flavonoides

Rf teorico
Manchas Calculo (posible
Color
observadas = Rf compuestos
> identificados )
1 Rf=  3.2/6.1= . Amarillo
2 Rf 0.52 (Timol )
1 0.52 claro
Rf=  4.3/6.1=
2 Rf 0.70 — 0.80 Amarillo
0.70 _
(Quercetina) verdoso
Rf 09 - 09
3 Rf= 55/6.1= _
(Acido cafeico y Verde
0.90

Acido ferulico)

Realizado por: Damian K.,2024

Se presentan los resultados obtenidos por cromatografia y se muestran los posibles compuestos
debidos a la presencia de flavonoides en la planta Bryophyllum pinnatum, el color varia del amarillo
al amarillo verdoso o verde. Segun (Wagner y Bladt 1996, p. 25-150) el Rf calculado fue 0,52,
posiblemente debido al compuesto de Timol observado, Rf = 0,70 Quercetina y Rf = 0,90 Acido
cafeico - Acido ferdlico, para verificar la presencia de estos flavonoides comparando los ejemplos
de Rf en el libro de Wagner el rango estable de estos compuestos es Timol Rf = 0,52
correspondiente a un color amarillo claro, Quercetina 0,70 a 0,80 correspondiente a un color
amarillo verdoso y Acido cafeico - Acido ferdlico 0,9 a 0,95 correspondiente a un color verde.
Para realizar el analisis cromatografico del extracto acuoso de Bryophyllum pinnatum es
recomendable el uso de estandares como rutina (Rf=0,4) y quercetina (Rf=1), por lo que, en un
estudio realizado por la Universidad Javeriana, se determind la presencia de 14 flavonoides
(coloracion amarilla-naranja), siendo los compuestos mayoritarios el flavonol y kaempferol.
(Villareal y Robles, 2022, p. 8).

En Ecuador 2018, se llevo a cabo un estudio sobre “Determinacion de la actividad antiinflamatoria
de Kalanchoe pinnata mediante inhibicién de edema plantar inducido por carragenina en ratas

(Rattus norvegicus)” y considerando que la planta posee diversos componentes activos como
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fenoles, flavonoides y acidos, se realiz6 el analisis cromatogréafico en capa fina de flavonoides
usando una fase mavil de etilo-a4cido formico- &cido acético glacial- agua (100:11:11:26) y se
determiné presencia de flavonoides por su coloracion de amarillo a verde con (Rf=0,43; 0,59y
0,77), que le confieren a la planta las propiedades antiinflamatorias y cicatrizantes. (Cucuri, 2018,
p. 37).

Anélisis cromatografo para taninos totales

Se realiz6 una cromatografia para separar los diferentes componentes de un extracto vegetal
complejo segun sus diferentes afinidades por la fase estacionaria y la fase mavil. Esto es importante
para la identificacion y caracterizacion de los compuestos individuales presentes en el extracto.
(Criollo Chaglla 2015, p. 75)

En la Tabla 7, presenta el resultado de la cromatografia del extracto de las hojas de Bryophyllum

pinnatum con la fase movil empleada y su revelador para la determinacion de los taninos:

Tabla 7: Cromatografia en capa fina de taninos

| Manch Rf tedrico (posible
anchas
9 3 Célculos Rf compuestos Color

observadas ) .
identificados )
- 2
Rf 0.2 — 0.4 (Acetato
. Rf= 1.9/ 7.3= de bornilo y Verde
0.26 Alcoholes terpenicos = azul
1 )
1 Rf=5.7/7.3= Rf0.75—0.95 (Acido )
(W ) 2 . Marron
§ 0.78 clorogénico)
Rf =6.7/7.3 Rf0.75-0.95 (Acido )
- 3 o Amarillo
=0.91 clorogénico)

Realizado por: Damian K.,2024

Los resultados obtenidos por cromatografia y se muestran los posibles compuestos debidos a la
presencia de taninos en la planta Bryophyllum pinnatum, el color varia del castafio oscuro al
amarillo. Segun (Wagner y Bladt 1996, p. 200-300) el Rf calculado fue 0,26 posiblemente debido
al compuesto de Acetato de bornilo y Alcoholes terpenicos observado, Rf = 0,78 Acido clorogénico

y Rf = 0,91 Acido clorogénico, para verificar la presencia de taninos comparando los ejemplos de
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Rf en el libro de Wagner el rango estable de estos compuestos es Acetato de bornilo y Alcoholes
terpenicos correspondiente a un color Verde azul y Acido clorogénico 0.75 —0.95 correspondiente
a un color amarillo a Marrén

Cuantificacién por espectrofotometria UV-V

Los resultados obtenidos mediante la espectrofotometria UV-Vis proporcionan informacion
cuantitativa precisa sobre la concentracién de una sustancia en una muestra que es expuesta a una
fuente de luz UV-Vis, las moléculas de la sustancia presente en la muestra absorben parte de esa
luz. (Villarreal Romero, Robles y Costa 2022, p. 108-110)

Analisis cuantitativo de flavonoides totales expresados como Quercetina

Para determinar la cantidad de flavonoides, se prepararon curvas de calibracion utilizando
diferentes concentraciones de Quercetina como estandar y se leyo el extracto de hojas de

Bryophyllum pinnatum a una longitud de onda de 420 nm.
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Figura 2: Curva de calibracién de la absorbancia vs concentracion del estadndar Quercetina para cuantificacion de

flavonoides totales en muestra seca

La curva de calibracion de quercetina se cre6 con concentraciones de 10, 20, 30, 40 ppm y
obtenemos la siguiente ecuacién de la recta: Y= 2,761624x + 5,939463 con el coeficiente de
correlacion de 0.99867. Esta ecuacion se utilizd para determinar la concentracion total de

flavonoides en el extracto etandlico de Bryophyllum pinnatum utilizando datos de absorbancia
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obtenidos mediante espectrofotometria del extracto. Los resultados obtenidos se expresaron como

mg de Quercetina equivalente/ g de materia seca.

Evaluacion de la Actividad Cicatrizante del extracto etanolico de las hojas de Bryophyllum

pinnatum

La determinacion de la actividad cicatrizante del extracto etandlico de hojas de Bryophyllum

pinnatum se realiz6 mediante la preparacion de un gel. La investigacion se realizd en 30 ratas

(Rattus norvegicus), divididas en 6 grupos de 5 ratas (Rattus norvegicus), se trabajé con grupos

estandares y 3 formulaciones

El tratamiento se aplic6 de forma topica cada 12 horas hasta la cicatrizacion de la herida; se

evaluaron la longitud, el ancho de la lesién, la formacion y desprendimiento de la costray el tiempo

de cicatrizacion.

Variacion del tamafio de las heridas en el proceso experimental de cicatrizacion

Longitudes de las heridas (cm) en ratas Rattus norvegicus

© O N s WNER g
—
>
wm
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20

GRUPO A

1.5
1.5
1.45
14
1.35
1.2
11
11
1.0
1.0
0.9
0.9
0.9
0.8
0.8
0.7
0.7
0.6
0.6
0.5

B
1.5
1.45
1.4
1.3
1.1
1.0
0.9
0.9
0.7
0.7
0.6
0.5
0.5
0.4
0.4
0

GRUPOC GRUPOD

1.5
1.4
1.1
1.0
0.8
0.6
0.5
0.3
0.2
0

1.5
1.5
1.4
1.3
1.2
1.1
1.0
1.0
0.9
0.9
0.7
0.7
0.6
0.6
0

GRUPO

E

1.5
1,4
1,3
1.0
0.9
0.7
0.7
0.6
0.6
0.5
0.5
0.4
0

Tabla 7: Promedio de longitudes de las heridas (cm) en ratas Rattus norvegicus
GRUPO

GRUPO
F
15
1.4
1.38
1.38
13
1.0
0.88
0.7
0
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Figura 3: Longitud de heridas vs Tiempo

La Tabla 7, reporta el promedio de las mediciones longitudinales para una herida inducida. Los
procesos de recuperacion de los grupos (A, B, C, D, E y F) se registraron diariamente. Al final del
tratamiento, las mediciones se realizaron a nivel de la herida de 0 cm, sin inflamacion ni irritacion,
en todos los modelos experimentales.

La figura 3, muestra el cierre longitudinal y el tiempo requerido para el proceso de cicatrizacion
con base en estos datos, se puede concluir que el mejor tratamiento es para el grupo F. Se traté con
el gel a 75% de extracto de Bryophyllum Pinnatum que tomd menos tiempo en cicatrizar. Los
grupos con mayor tiempo de cicatrizacion fueron A (control en blanco) que no recibieron ningun
tratamiento y B (grupo con medicamento) se utilizo la Sulfadiazina de plata.

En Ecuador 2022, se llevo a cabo un estudio sobre “Evaluacion de la actividad cicatrizante de
Kalanchoe pinnata en ratones (Mus musculus)”, obteniendo resultados similares a esta
investigacion ya que se evaluo la longitud de las heridas en los ratones, la cual fue de 1,5 cm en
todos los grupos de estudio y al final el tratamiento desaparecid la herida (0 cm) al estar libre de

inflamacién e irritacion, sin embargo, el gel de 300 ppm cicatrizé rapidamente la herida en 9 dias,
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ya que se redujo la longitud de la herida en un promedio de 0,2 cm por dia. (Bayas Sanchez 2022,
p. 74)

Tiempo de cicatrizacion de las heridas (dias) en los grupos experimentales

Tabla 8: Tiempo de cicatrizacion de las heridas (dias) en los grupos experimentales
RATAS GRUPOA GRUPOB GRUPOC GRUPOD GRUPOE GRUPOF

R1 21 15 11 17 14 9

R2 21 17 10 16 13 8

R3 20 16 10 15 14 9

R4 20 17 9 15 14 10
R5 21 18 10 15 12 10
Prom. 20.6 16.6 10 15.6 13.4 9.2
Desv. +0.84 +0.84 +0.84 +0.84 +0.84 +0.84
Estandar

El andlisis de los datos de los dias de cicatrizacion que se muestran en la Tabla 8, reveld que el
mejor tratamiento para el proceso de cicatrizacion de la herida fue el grupo F, que se tratd con gel
de extracto de B. pinnatum al 75 % durante un promedio de 9,2 dias, seguido por el grupo C que
fue tratado con el medicamento 2 (MEBO 0.25%) con un promedio de 10 dias para la cicatrizacion
de las heridas, El tratamiento del grupo E con gel con extracto de B. pinnatum al 50 % se realiz0
durante 13,4 dias, seguido del tratamiento con gel correspondiente con extracto de B. pinnatum al
25 % durante 15.6 dias. En comparacién, el grupo B (medicamento 2) utilizé sulfadiazina de plata
al 1% durante 16.6 dias y el grupo A (sin tratamiento) requirio 20,6 dias.

Observamos que el grupo E se trata con gel a base de extracto etanélico de Bryophyllum pinnatum
al 75% fue éptimo, ya que la cicatrizacién completa se produjo en 9,2 dias. Comparando con un
estudio de la especie Kalanchoe pinnata con la crema acuosa al 6% de hojas de K. pinnata de
(Coutinho et al. 2021, p. 6034-6039) se concede un periodo de recuperacion de 10 dias, con el
siguiente periodo de cicatrizacion no mostré ningan cambio significativo.

El medicamento Ungiiento herbal MEBO 0,25 % [-sitoesterol actua directamente en las heridas
regenerando y reparando el tejido de la piel, su fase de cicatrizacién fue de 10 dias, su accion
cicatrizante es similar al del gel con el extracto a 75%, solo se diferencia por 1 dia. Se estima que
una de las razones es que la planta estudiada también presenta fitoesteroles como el Bsitoesterol, el
cual es el componente principal del ungiento y por lo tanto ayuda a cicatrizar herida. (Aejazuddin
etal. 2011, p. 5)
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El gel preparado con el 50% de extracto etandlico Bryophyllum pinnatum de tardé 13,4 dias en
endurecerse. Tiempo que demostrd en un estudio con el extracto etandlico de K. pinnata tiene
potencial curativo a la misma concentracion en el dia 11, este tratamiento fue del 86,3% y, por lo
tanto, mas eficaz que el control positivo. (Bayas Sanchez 2022, p. 76)

El grupo D, tratado con gel que contenia el 25% de extracto etandlico de Bryophyllum pinnatum,
fue un después del periodo de recuperacion de 15.6 dias, vemos que pasan mas dias debido a la
baja tasa concentracion del extracto utilizado para el tratamiento.

Finalmente, el grupo A (blanco) hace referencia a que no se utiliz ningun tipo de tratamiento el
tratamiento y en cierto modo el tiempo de cicatrizacion fue de 20.6 dias. Por otro lado, el grupo B
(Medicamento) fue tratado con Sulfadiazina de plata y durd 16.6 dias, hubo 5 dias de diferencia en
la cicatrizacion de la herida en el grupo A.

En Brasil 2022, se realiz6 un analisis sobre “Efecto del extracto acuoso de hojas de Kalanchoe
pinnata en la cicatrizacion de heridas en la piel en ratas Wistar”, donde se evalu6 el tiempo de
cicatrizacion en 20 ratas (Rattus norvergicus), observando que a partir del dia 9 hubo un gran
avance en el proceso de reepitelizacion del grupo experimental y control positivo, mientras que el
blanco tuvo un tiempo promedio de cicatrizacion de la herida de 17 dias, ademas, se evidencid que
a una mayor concentracion del gel se reducia el tiempo de cicatrizacion, lo cual concuerda con los

datos reportados en esta investigacion (Da Silva et al., 2022, p. 6).
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