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ii.- Titulo
Efecto cicatrizante del aceite de Copaifera paupera

(Copaiba) en ratas



iii.- Resumen

El presente proyecto tuvo como objetivo evaluar el efecto cicatrizante del aceite
de Copaiba paupera (copaiba) sobre heridas superficiales en ratas albinas, el
estudio fue de tipo analitico, experimental, pre-clinico y se desarrollé en los
Laboratorios de farmacologia y fitoquimica, de la Facultad de Medicina
Humana, de la Universidad San Pedro. La muestra estuvo conformada por 30
ratas albinas cepa Holtzman, divididos en cinco grupos de seis ratas cada uno
donde el 1° recibié SSF 2 mL/Kg, el 2° trimicot y los grupos 3°, 4° y 5° aceite
de copaiba en concentraciones de 10, 50 y 100% respectivamente, se siguié el
método de test de cicatrizacion, donde a las ratas se les realiz dos cortes de 1
cm en la region escapular, se aplicaron los tratamientos por via tdpica
diariamente, por un periodo de 07 dias, al octavo dia las ratas fueron sacrificados
y se midi6 la fuerza de tension con un dinamoémetro. Se evidencid que el aceite
contiene regular cantidad de esteroides triterpénicos, y elevada solubilidad en
polisorbato de sodio 80°. También se demostr6 mayor efecto cicatrizante con
concentraciones del 100% (90.90%). Por lo tanto, se concluye que el aceite de

Copaiba paupera posee efecto cicatrizante en ratas con heridas superficiales.

Palabras clave: Actividad cicatrizante, aceite, Copaiba paupera, Ratas albinas.



iv.-Abstract

The present project aimed to evaluate the healing effect of Copaiba paupera
(copaiba) oil on superficial wounds in albino rats, the study was analytical,
experimental, pre-clinical and developed in the Pharmacology and
Phytochemical Laboratories of the Faculty of Human Medicine, from the San
Pedro University. The sample consisted of 30 Holtzman strain albino rats,
divided into five groups of six rats each where the 1st received SSF 2 mL / Kg,
the 2nd trimicot and the 3rd, 4th and 5th groups copaiba oil in concentrations of
10, 50 and 100% respectively, the healing test method was followed, where the
rats were made two cuts of 1 cm in the scapular region, the treatments were
applied topically daily, for a period of 07 days, on the eighth day the rats were
sacrificed and the tensile force was measured with a dynamometer. It was
evidenced that the oil contains a regular amount of triterpenic steroids, and high
solubility in sodium polysorbate 80 °. A greater healing effect was also
demonstrated with concentrations of 100% (90.90%). Therefore, it is concluded

that Copaiba paupera oil has a healing effect in rats with superficial wounds.

Key words: Healing activity, oil, Copaiba paupera, Albino rats.
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I. Introduccion
1.1. Antecedentes y fundamentacion cientifica.

Amorin et al. (2017) evaluaron la capacidad de cicatrizacion de la
oleorresina obtenida del &rbol de Copaifera paupera, su mecanismo de
accion e identificaron sus componentes mayoritarios; se utilizaron
ratones diabéticos Swiss Webster los cuales fueron tratados
topicamente con la oleorresina (100, 150 y 200 mg/kg) por 14 dias
consecutivos después de que se realizO una escision en la parte
posterior de los ratones. Las citoquinas, la retraccion de la herida y la
evaluacion histoldgica se realizaron a los 3, 7 y 10 dias (para
citoquinas); 0, 3, 7, 10 y 14 dias (para la retraccion de la herida); y 7 y
14 dias (para evaluacion histologica). Las evaluaciones histologicas
demostraron que el tratamiento con dosis mas altas resultd en un mejor
resultado y cierre de la herida, asi como también niveles mas altos de
deposicién de colageno e indices de reepitelizacion incluso en
comparacion con el grupo tratado con colagenasa. La composicion de
la oleorresina de C. paupera se determind mediante analisis GC-MS, el
sesquiterpeno a-copaeno fue el componente principal, representando el
22.9%, seguido por el &cido diterpeno hardwickiic (8.1%) y kaur-16-
eno (6.5%). Los sesquiterpenos y diterpenos identificados de la
oleorresina correspondieron a 60.2 y 25.4%, respectivamente. El
tratamiento con oleorresina de Copaifera paupera demostré que es
incluso mejor que un unglento usado habitualmente para mejorar la
cicatrizacion de heridas, lo que sugiere que esta oleorresina es una

opcidn para el uso en pacientes diabéticos.

Mendoza & Chévez (2019) investigaron el efecto cicatrizante del gel
elaborado a partir de la combinacion del aceite de copaifera paupera
(copaiba) y el extracto metandlico del latex de ficus insipida willd (0jé)
en heridas inducidas en ratones albinos, mediante un estudio
experimental comparativo en 42 ratones albinos divididos en 7 grupos

de 6 ratones cada uno. Encontraron que la proporcion 6ptima (30:70)



Copaifera paupera - Ficus insipida del gel elaborado a partir del aceite
de Copaifera paupera (copaiba) y el extracto metandlico del latex de
Ficus insipida Willd (oje) influyo en el efecto cicatrizante en heridas

inducidas en ratones albinos.

Huaman (2019) en su investigacion “Comparacion del efecto
cicatrizante de Copaifera paupera (Hersog) Dwyer (Aceite de Copaiba),
Croton lechleri Mell. Arg. (Sangre de Grado) y Kil AG en heridas
inducidas en el lomo de ratones de laboratorio, en Puerto Maldonado —
Pertr”, mediante un estudio experimental con 60 ratones Mus musculus
Balb C con peso promedio de 29.78 gr. y distribuidos al azar en 5
grupos (Sangre de Grado, Aceite de Copaiba, Kil AG, testigo y piel
intacta) de 12 ratones a los que se les realiz6 en su lomo una incision de
1 cm con bisturi y se les aplicd los tratamientos. A los 10 dias se midio
la fuerza de tension de la cicatrizacion con un dinamometro,
encontrando un mayor efecto cicatrizante con Copaifera paupera.

(Herzog) Dwyer (Aceite de Copaiba).

Garcia (2015) en su tesis cuyo objetivo fue determinar la efectividad
del copaifera officinalis en la cicatrizacion de heridas cutaneas
provocadas en ratones de laboratorio, mediante un estudio experimental
en 60 ratones divididos en 3 grupos de 20 cada uno (un experimental y
2 controles), en el que se aplicd el aceite de copaiba sobre las heridas
provocadas, concluyé que el aceite de copaiba es eficiente y seguro
debido a que se redujo el tiempo de cicatrizacion de la herida sobre

todo con tratamiento de cada 12 horas

Francia (2015) realizé una investigacion cuyo objetivo fue determinar
la actividad antimicrobiana “in vitro” del aceite de Copaifera paupera
frente a las bacterias patdgenas: Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923). EIl tipo de estudio que se utilizo fue descriptivo,

observacional y de corte transversal. Se usé la metodologia de difusién



en disco de Kirby-Bauer. Como resultado se logré un efecto
antimicrobiano correcto con la cepa de P. aeuroginosa. Ademas, se
concluyd que el Aceite de Copaiba logré un efecto antimicrobiano a
considerar solo para la cepa de Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), para la cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y
Escherichia coli (ATCC 25922) no se logré un resultado satisfactorio,

ya que se halld resistencia en estas cepas.

Chanca (2014) en su investigacion para evaluar el efecto del achiote,
cocona y copaiba y el tiempo de cicatrizacion en ratones albinos,
mediante un estudio experimental con 30 ratones distribuidos al azar en
tres grupos, a los que se les realiz6 un corte con bisturi, previa
anestesia, de 3 cm en la parte dorsal, en donde se aplico 0.2 ml de
solucidén natural de cada producto y se evalud su efecto cicatrizante. Se
encontré que el mejor efecto cicatrizante se obtuvo con el achiote (12
dias), y menos efectiva la copaiba y la cocona (17 y 15 dias,

respectivamente).

Bocanegra (2009), desarroll6 un estudio el cual tuvo como objetivo dar
a conocer la susceptibilidad bacteriana in vitro del Enterococcus
faecalis frente a diferentes concentraciones de aceite fundamental de
Copaifera officinalis (copaiba) en comparacion con hipoclorito de sodio
al 2.5%. El tipo de estudio que utilizé fue experimental comparativo.
La muestra estuvo constituida por 90 repeticiones realizadas (con aceite
esencial de copaiba a diferentes concentraciones o con hipoclorito de
sodio al 2.5%) en cada placa Petri, ademéas de la cepa de Enterococcus
faecalis. Se obtuvo como resultado que la susceptibilidad bacteriana in
vitro del Enterococcus faecalis frente al aceite esencial de Copaifera
officinalis (copaiba) al 100%, 75% y 50% fue mayor en comparacién
con hipoclorito de sodio al 2.5%. A través de este estudio se concluyd
que la cepa Enterococcus faecalis fue susceptible frente a todas las

concentraciones de aceite esencial de Copaifera officinalis (copaiba) y



esta susceptibilidad fue directamente proporcional a la concentracion

utilizada.

En una investigacion sobre el efecto citoprotector y antisecretor del
aceite de Copaifera officinalis en lesiones gastricas inducidas en ratas.
Obtuvieron los siguientes resultados: el Aceite de Copaiba presento
100% de efecto citoprotector y el Omeprazol 97.8 %. Estos resultados
fueron corroborados con andlisis histopatologicos, demostrandose
experimentalmente la efectividad al 100% del Aceite de Copaiba
(Arroyo et al., 2009).

La region de Madre de Dios, esta en pleno desarrollo en el ambito de
investigacion, pero ain no existe reportes emitidos que hacen referencia
a la comparacion del efecto cicatrizante de Copaifera paupera (Hersog)
Dwyer (Aceite de Copaiba) y Croton lechleri Muell. Arg. (Sangre de

grado) y un cicatrizante comercial de uso veterinario
1.2.  Justificacion de la investigacion

Las heridas ocupan un porcentaje elevado en las demandas de los servicios
de urgencias, tanto hospitalario como extra hospitalario. Son lesiones
producidas por el efecto de un agente externo que actla de manera brusca
sobre una parte de nuestro organismo, provocando una rotura de la
superficie cutdnea o mucosa, una discontinuidad en el epitelio que lo
reviste (Garcia et al., 2019).

Las heridas infectadas son la mayor causa de morbilidad en el paciente
quirdrgico. Se reporta que, en hospitales de todo el mundo, las infecciones
de herida operatoria se ubican en primer lugar, con un 24% de los casos; y
la infeccion en el sitio quirdrgico es la segunda causa con tasa promedio de
3.8% de acuerdo a las caracteristicas propias de cada institucion
(Hernandez & Orrala, 2013).

Con el aumento de las esperanzas de vida de la poblacion, se ha

incrementado la prevalencia de las heridas cutaneas agudas y crénicas que



presentan problemas de cicatrizacion. Las cirugias, laceraciones,
accidentes, infecciones, quemaduras, ulceras por presion, venosas 0
diabéticas son algunas de las principales causas de aumento cuyo
tratamiento supone un elevado costo (BioTech, 2017).

Lima et al. (2016) consideran que alrededor del mundo se ejecutan 234
millones de cirugias por afio, con la mayoria de las heridas quirurgicas
resultando en cicatrizacion por primera intencion. Las heridas quirdrgicas
de primera intencion pueden transformarse en complejas cuando presentan
complicaciones como por ejemplo: infeccién, seroma y hematoma que
causan dehiscencia, requiriendo cicatrizacion por segunda intencién. La
incidencia de herida quirdrgica compleja detallada en libros varia de 0,5%
a 3,0% en adultos y 10,0% en ancianos, con la mortalidad variando de
10,0% a 45,0%. Inclusive, el niUmero de nuevos casos de herida quirurgica
compleja se mantiene estable desde los afios 1950, a pesar de los avances

cientificos acontecidos en el ultimo siglo.

La situacion de las heridas agudas en el Per( se ve reflejada en la
investigacion que la Direccidn General de Epidemiologia llevo a cabo entre
los afios 2009 y 2012, en donde un total de 15 679 infecciones
intrahospitalarias, las cuales fueron informadas por los establecimientos de
salud que son parte del sistema de vigilancia epidemioldgica de infecciones
intrahospitalarias (SVEIIH), 4 548, es decir el 30 por ciento, se debieron a
infecciones de herida operatorio (Navarro, 2016). Ademas, segun el
Estudio Nacional de prevalencia de Infecciones Hospitalarias llevado a
cabo en el aflo 2015 por Quispe Z. menciona que en el tercer puesto de
prevalencia se encuentran las heridas quirdrgicas luego de las neumonias y

las infecciones al torrente sanguineo (OMS, 2018).

De seguir el problema en el pais se desencadenaria una crisis de salud, ya
que al no cicatrizarse correctamente las heridas tanto quirargicas como no
quirdrgicas estas heridas podrian infectarse y/o no suturar adecuadamente
lo que conllevaria a un mayor problema, siendo éste en algunos casos la

causa de muerte del paciente.



Con esta investigacion se desea incentivar el estudio de nuevos productos
naturales que aporten principios farmacologicos para ser utilizadas como

una alternativa terapéutica.

Segln la OMS (2018), la medicina tradicional se usa extensamente y esta
incrementando de manera considerable, se considera que el 80% Yy el 40%
de la poblacion de Africa y China respectivamente, utilizan la medicina
tradicional con el fin de satisfacer sus necesidades sanitarias. Ademas, en
Asia y América Latina, la poblacion continGa el uso de la medicina
tradicional como producto de creencias culturales. Entretanto el uso de la
medicina complementaria y opcional (MCA) en paises desarrollados se
realiza de manera mas habitual. EI porcentaje de poblacion que usa la MCA
por lo menos una vez es de un 48% en Australia, un 70% en Canad4, un
42% en EE UU, un 38% en Bélgica y un 75% en Francia.

Pefia & Paco (2016) mencionan que, en América del Sur, se conoce que
precisamente 70% de la poblacion chilena y 40% de la poblacion
colombiana consumen medicina clésica. En la situacion peruana, un estudio
ejecutado en un hospital de Lima de cuarto nivel descubrié que cerca de
70% de pacientes utilizd alguna medicina tradicional. Una exploracion
realizada en los afios 1980, en barrios marginales de Lima, descubri6 que
57% de los encuestados manifestaba una disposicion conveniente hacia la

medicina tradicional.

Lujan et al. (2016) mencionan que la medicina alternativa y
complementaria (MAC) tiene algunas ventajas frente a la medicina comun,
como son su facil acceso econémico, bajo riesgo (si es usada
adecuadamente), vision holistica, humanitaria e individualizada del
paciente, y mejor efecto terapéutico y calmante en enfermedades cronicas y

terminales.

El estudio tiene como finalidad ofrecer un régimen alterno para los

inconvenientes de cicatrizacion, ademas contribuird a la existencia de una



prueba cientifica que respalde la efectividad del aceite de Copaifera

paupera (copaiba) proveniente de la selva peruana, disminuyendo el costo.

1.3. Problema

¢El aceite de Copaifera paupera (Copaiba) tendra efecto cicatrizante al

administrarlo por via topica sobre heridas superficiales inducidas en ratas?

1.4 Marco Referencial

1.4.1. Cicatrizacion
1.4.1.1. Definicion (Woodley, 2016)

La cicatrizacion es un proceso dinamico, interactivo y complejo, en
el cual participan mediadores solubles extracelulares, células

sanguineas, células de la matriz tisular, y del parénquima.

El proceso incluye una serie de procesos: la migracion celular

proliferacion, diferenciacion y formacién de matriz extracelular

incluidas también las interacciones célula-célula y célula-Matriz:

Proceso de cicatrizacién secuencia de eventos bioquimicos
complejos y ordenados que ocurren en respuesta a las lesiones

tisulares y conducen a la reconstruccion del mismo.

Fases de la cicatrizacion: coagulacion, inflamatoria, proliferativa y

de maduracion.

1.4.1.2. Caracteristicas



Proceso de cicatrizacion en piel: La cicatrizacion es un proceso
bioldgico, fisico-quimico y celular cuya finalidad es favorecer la
recuperacion funcional de los tejidos que han sido lesionados.
Todas las heridas sin importar del tipo que sean siguen el mismo
proceso de cicatrizacion, que se caracteriza por presentar las

siguientes fases (Carranza & Huamanchaqui, 2017).
Fases de la coagulacion (Guarin-Corredor et al., 2013).

Fase | —Coagulacion: mencionan que esta fase inicia
inmediatamente después de presentarse la lesion y se altera la
integridad del tejido; tiene una duracion de hasta 15 minutos.
Su objetivo principal es evitar la pérdida de fluido sanguineo
mediante el cese de la hemorragia y la formacion del coagulo,
protegiendo asi el sistema vascular y la funcion de los érganos
vitales. El codgulo formado tiene funciones especificas tanto de
activacion celular como de mediacion y andamiaje para las
células que promueven la fase de inflamacion y regeneracion
del tejido

Fase Il- Inflamatoria: Esta fase tiene su inicio hacia el minuto
16 y presenta una duracion de hasta seis dias; se presenta como
respuesta protectora e intenta destruir o aislar aquellos agentes
que representen peligro para el tejido, ya que sin dicha
remociéon de las células afectadas no se dara inicio a la

formacion de nuevo tejido mediante la activacion de

queratinocitos y fibroblastos:

Fase Ill — Proliferacion: Es la tercera etapa dentro del proceso
de cicatrizacion, derivada del proceso de inflamacion y
precursora de la fase de maduracién; se inicia hacia el tercer
dia y dura aproximadamente de 15 a 20 dias. El objetivo de
esta fase es generar una barrera protectora, con el fin de

aumentar los procesos regenerativos y evitar el ingreso de



1.4.1.3.

agentes nocivos; se caracteriza por la activacion de dos
grandes procesos: angiogénesis y migracion de fibroblastos,
los cuales facilitan la formacion de una matriz extracelular
(MEC) provisional, que proporciona un andamiaje para la

migracion celular y la sintesis de una MEC madura.

Fase IV — Maduracion: Esta fase se caracteriza por la
formacion, organizacion y resistencia que obtiene el tejido al
formar la cicatriz, lo cual se obtiene de la contraccion de la
herida generada por los miofibroblastos y la organizacion de
los paquetes de colageno; esta inicia simultdneamente con la
sintesis de la matriz extracelular en la fase de proliferacion y
puede durar entre uno y dos afios, dependiendo la extension y

caracteristicas de la lesion.

Tipos de cicatrizacién (Proafio, 2017).

e Por Primera Intencion:
Es una forma de cicatrizacion primaria que se observa en las
heridas operatorias y las heridas incisas. Este proceso requiere

de las siguientes condiciones:
- Ausencia de infeccion de la herida Hemostasia perfecta
- Afrontamiento correcto de sus bordes

- Ajuste por planos anatémicos de la herida durante la

sutura.
e Por Segunda Intencion

- Esta ocurre en forma lenta y a expensas de un tejido de
granulacion bien definido, dejando como vestigio una

cicatriz larga, retraida y antiestética. Por lo general



1.4.2.

ocurre cuando hay pérdida de sustancia o dificultad
para afrontar los bordes de una herida o también

cuando existe un compromiso infeccioso en la herida.
e Por Tercera Intencién

- Asi denominada cuando reunimos las dos
superficies de una herida, en fase de granulacion,

con una sutura secundaria.
e Por Cuarta Intencion

- Cuando aceleramos la cura de una herida por medio de

injertos cutaneos.

Copaiba (Leandro, 2015).

El nombre “Copaiba” es la denominacion que comtiinmente se utiliza
para todo el género de copaifera, éste tiene un origen indigena: “Cupa-
yba” que significa “arbol de deposito”, esto debido a las virtudes

medicinales gque los nativos le atribuyeron.

El arbol tiene un tronco de aspecto oscuro y aspero al tacto. Sus hojas
son pecioladas y alternas. Ademas sus flores son hermafroditas y dan
un fruto que contienen una sola semilla, la cual tiene forma ovalada,
de cubierta dura y color oscuro casi negro. Cada 5 afios ocurre la

fructificacion del Copaiba.

Una de las partes mas aprovechables del arbol de copaiba es la
madera. Ya que resistente al ataque de hongos y facil de trabajar entre
sus principales usos se encuentran: produccién de parquet, muebles,
canoas, entre otros. La oleorresina de copaiba, la cual erroneamente se
denomina como aceite de copaiba, es un exudado compuesto de &cidos

resinosos y compuestos volatiles. Es extraida del tronco del arbol, es

10



aromatica y fluida que al contacto con el aire se espesa; ademas
presenta una diversa gama de colores la cual varia segun especie y

esta va desde un transparente, amarrillo a marrén claro.

La descripcidn taxondmica de copaiba segin Cronquist (1988):

REINO: Plantae
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Equisetopsida
SUBCLASE: Magnoliidae
ORDEN: Fabales
FAMILIA: Fabaceae Lindl.
GENERO: Copaifera L.

ESPECIE: Copaifera paupera (Herzog) Dwyer

Nombre comiin: “Copaiba”, “Copaifera”.

Los constituyentes principales del latex de copaiba son los
diterpenos y sesquiterpenos, de los cuales su composicion
varia dependiendo de las especies, al menos 38 sesquiterpenos
han sido identificados: de estos 35 fueron hallados en las
oleorresinas de C. duckei, C. paupera, C. piresii, C. pubiflora,
C. reticulada: ciclozativeno, 7 — episesquithujene, cyperene,cis
Bfarneseno,guaia-6,9-dien,epi-B-santalene(E)—farneseno,

sesquisabi nene, 4,5-diepiaristolochene, germacreno A, trans-
cadina-1,4- dieno, Bchamigrene, cis-B-guaiene; viridiflorene,
y-gurjuneno, y-curcumeno, epicubebol,valenceno, trans-B-
guaiene, (E,E)-&-farneseno, (Z)-&-bisaboleno, &- bulnesene,

B-curcumeno, (Z)-y-bisaboleno, 7-epi-&selineno, transcadina-

11



1.5. Hipdtesis

1,4- dieno,(E)-y-bisaboleno, glubolol, humeleno epoxido,
epicubenol, cubenol, epi-&- muurolol y la epi-B-bisabolol. Los
sesquiterpenos principales que se encuentran en las
oleorresinas de copaiba son: p-cariofileno, Oxido de
cariofileno,a-humuleno, 6- cadineno, a-cadinol, a-cubebene,
a- y B-selinene, B-elemene, a-copaene,trans-o, bergamotene y
B-bisabolene, el acido kaurenico se encuentra presente en la
oleorresina del &rbol de copaiba. Segun un estudio realizado
por Van Vuuren SF30, el compuesto diterpenoide que contiene
la oleorresina del arbol de copaiba: el acido kaurénico tiene
actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus y Bacillus subtilis (Machaca, 2015).

El arbol de la especie Copaifera paupera (Herzog) Dwyer,
mide aproximadamente entre 30 a 35 metros de alto, oriundo
de la selva baja, con un olor pronunciado. Sus hojas son
compuestas pinnadas de foliolos alternos, glabras, subcordadas
y pequefias, de un color verde negruzcas al secar; con
nerviaciones reticuladas, intrincadas en el haz y el envés, con
estipulas pequefias y caducas. Sus flores son blancas,
pequefas, sésiles, fraganciosas, con espigas no ramosas en
ramas laterales; sépalos cuatro, unidos en la base, imbricados,
sin pétalos; androceo de diez estambres libres con anteras
versatiles; ovario hirsuto, brevemente estipitado, el estilo
filiforme encorvado con estigma truncado o capitado. Fruto en
vainas glabras subsésiles, pequefias, usualmente con una sola

semilla oscura con arilo amarillo naranja (Machaca, 2015).
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El aceite de Copaifera paupera (Copaiba) al ser administrado por via topica
posee efecto cicatrizante al ser aplicado sobre heridas superficiales inducidas en

ratas.
1.6. Objetivos
Objetivo general:

Determinar el efecto cicatrizante del aceite de Copaifera paupera (Copaiba) en

ratas.
Objetivos especificos:

Identificar cualitativamente la presencia de diversos grupos quimicos en el aceite
de Copaifera paupera (Copaiba), por medio de ensayos quimicos

correspondientes.

Describir la capacidad de miscibilidad del aceite de Copaifera paupera

(Copaiba) en determinados compuestos quimicos.

Determinar el efecto cicatrizante del aceite de Copaifera paupera (Copaiba) en

ratas en concentraciones de 10%, 50% y 100%.

Il. METODOLOGIA
2.1 Tipo y disefio de investigacion
2.1.1 Tipo

El disefio del estudio fue de tipo analitico-experimental,

aleatorizado, completo, pre-clinico in vivo.

2.1.2 Disefio

13



La presente investigacion buscO determinar el efecto
cicatrizante del aceite Copaifera paupera (Copaiba), en ratas,

teniendo en cuenta el siguiente disefio experimental:

Grupos tratamientos

Grupo | corte + Solucion suero fisioldgico 2 mL/Kg

corte + Trimicot (Clotrimazol 2%, gentamicina
Grupo 1l 0.1%, betemetasona 0.01%).

Grupo 1 Corte + aceite 10%

Grupo IV Corte + aceite 50%

Grupo V Corte + aceite 100%

2.2 Poblacién y muestra
2.2.1 Poblacién:
> Poblacién;: Ratas albinas

» Poblacion,: Copaifera paupera (Copaiba)

2.2.2 Muestra:
» Muestra;: Ratas albinas Cepa Holtzman: 30 unidades
» Muestra,: Aceite de Copaifera pauoera (Copaiba): 250 mL.
2.3. Técnicas e instrumentos de investigacion:

2.3.1. Obtencion de la muestra vegetal:

14



2.3.2.

La muestra vegetal (aceite de copaiba) fue obtenida del mercado
de la chacra a la olla, ubicado en el distrito de Chimbote,
Provincia de Santa, Departamento de Ancash, y su procedencia
fue del distrito de Tingo Maria.

Estudio fitoquimico preliminar del aceite de Copaiba paupera
(Copaiba).

El estudio fitoquimico del aceite de copaiba se realiz6 en el
laboratorio de farmacologia de la Facultad de Medicina Humana
de la Universidad San Pedro, al cual se le practicd, las reacciones
de Dragendorff y Mayer (alcaloides), Shinoda (flavonoides),
cloruro férrico (compuestos fendlicos), gelatina (taninos),
ninhidrina (aminoacidos), Burtranger (quinonas) y &cido sulfurico
alfa naftol (glicosidos) (Lock de Ugaz, 2017).

2.3.2.1. Fundamento: permite determinar cualitativamente los

principales grupos quimicos presentes en una planta,
consiste en la extraccion de la planta con solventes
apropiados y la aplicacion de reacciéon de color y

precipitacion.

2.3.2.2.Procedimiento:

a) ldentificacion de Alcaloides
Ensayo de Dragendorff
Se colocd 1 mL del extracto en un tubo de ensayo,
luego se afiadié 3 gotas del reactivo de Dragendorff, y
se procedi6 a observar considerandose positivo la

formacion de un precipitado rojo ladrillo.

Ensayo de Mayer
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b)

c)

Se colocd 1 mL del extracto en un tubo de ensayo, a
continuacion, se afiadié 3 gotas del Reactivo de Mayer
y se procedi6 a observar considerandose positivo la
formacion de un precipitado blanco.

Ensayo de Wagner

Se colocd 1 mL del extracto en un tubo de ensayo, a
continuacion, se afiadié 3 gotas del Reactivo de Wagner
y se procedio a observara considerandose positivo la

formacion de un precipitado café.

Identificacién de Flavonoides

Ensayo de Shinoda

Se colocd 1 mL del extracto en un tubo de ensayo,
luego se agreg6 limadura de magnesio seguido de 3
gotas de &cido clorhidrico concentrado y se procedié a
observar considerandose positivo si la reaccion es de

rojo oscuro intenso.

Identificacién de compuestos fendlicos y/o taninos
Ensayo de Cloruro Férrico (FeCls)

Se coloc6 1 mL del extracto en un tubo de ensayo, a
continuacion, se agregé 3 gotas del reactivo FeClzal 10%
y se procedi6 a observar considerandose positivo la

aparicién de coloracién verde oscuro.

d) Identificacion de triterpenoides y/o esteroides

Ensayo de Liebermann-Burchard

Se colocd 1 mL del extracto en un tubo de ensayo, a
continuacion se agregd 5 gotas de acido acético seguido
de 5 gotas de anhidrido acético, luego se agrego 1 gota

de 4&cido sulfdrico y se procedi6 a observar
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considerandose  positivo para triterpenoides una
coloracion rojo-marron y para esteroides la presencia de

anillo color verde.

e) Identificacién de Quinonas
Ensayo de Borntrager
Se coloc6 1 mL del extracto en un tubo de ensayo, a
continuacion, se agregd 5 gotas del reactivo de
Borntrager y se procedié a observar considerandose
positivo si la reaccién es de color rojo intenso o rosado

oscuro.

f) Identificacién de Azucares reductores
Se coloc6 1 mL del extracto en un tubo de ensayo,
primero se mezclé Fehling A + Fehling B y luego se
afiadi6 a la muestra. Considerandose positivo un

precipitado rojo.

g) Identificacion de Saponinas
Se coloc6 1 mL extracto en un tubo de ensayo y se
diluyé con 5 veces su volumen en agua y se agito la
mezcla fuertemente durante 2 minutos. Considerandose
positivo la aparicion de espuma de 2mm de altura en la

superficie y si persistié por mas de 2 minutos.

2.3.3. Test de miscibilidad del aceite de Copaifera paupera (copaiba).

Para la determinacion de la miscibilidad del aceite de copaiba, se

distribuyeron 0.5 mL del latex de de aceite de Copaifera paupera
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en siete tubos de ensayo, los cuales fueron enumerados

respectivamente y se ensayaron los siguientes disolventes:

N° | Disolvente
1 | Agua

2 | Eter

3 | Etanol

4 | Tween 80

2.3.4. Determinacion del efecto cicatrizante del aceite de Copaifera

paupera (copaiba) (Vaisberg, 1997).

Para determinar el efecto analgésico, se utilizaron 3° ratas albinas
cepa Holtzman 180 + 20 g de peso corporal. Las cuales
procedieron del bioterio del Instituto Nacional de Salud (Lima-
Chorrillos), las cuales fueron aclimatadas 7 dias antes de la
experimentacién y fueron alojados en jaulas metélicas con
alimento balanceado en pellets (ratonina) y agua a libertad a
temperaturas 25 + 1 °C, con 12 horas ciclo luz / oscuridad y
humedad relativa aproximadamente 60%, luego se distribuyeron

de manera aleatoria en 7 grupos de seis ratas cada grupo.

Todos los especimenes fueron depilados 24h antes de realizar dos
cortes en la region escapular, en un area de 1cm?, que incluyé piel

y tejido celular subcutaneo.

En la primera fase de la investigacion, se aplicé diariamente, por
un periodo de 07 dias, el aceite en concentraciones de 10, 50 y
100% en las heridas abiertas y bajo el efecto anestésico, con 50

mg/kg de pentobarbital sédico en grupos de seis animales para
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cada concentracion, y se calculd el porcentaje de eficacia de

cicatrizacion usando la formula en varios dias:

GE — GC
W%t =——— x100
GC

%C: Porcentaje de cicatrizacion
GC: Grupo control negativo

GE: Grupo experimental

Se observé el tiempo de aparicion, caida de la costra y cicatrizacion del area
durante todo el periodo experimental. Al finalizar el tratamiento, los animales
fueron sacrificados mediante sobredosis de anestesia pentobarbital sédico 100
mg/kg e inmediatamente se realizaron las pruebas de resistencia a la tension
planteada por Vaisberg. Luego se compar0 el efecto cicatrizante de las
formulaciones con mejores resultados frente a placebo (solucidén suero
fisioldgico) y el farmaco patron (trimicot), utilizando la prueba de resistencia a

la tension (gramos de arena necesarios para abrir una herida).

2.4 Procesamiento y analisis de la informacion

Los datos fueron expresaron como valor medio + error estdndar de la media
(EE), limite superior e inferior, andlisis de varianza ANOVA, los valores
fueron estadisticamente significativos con el valor p <0,05. Utilizandose el

Programa estadistico SPSS, version libre para Windows.
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I11. RESULTADOS

Tabla 1. Marcha fitoquimica del aceite de Copaifera paupera (Copaiba).

Reaccion de Identificacion Metabolito Secundario Cantidad
Gelatina Taninos -
Tricloruro férrico Compuestos Fendlicos -
Mayer Alcaloides -
Hidrdxido de sodio Quinonas -

Liebermann Esteroides y triterpenos ++
Shinoda Flavonoides -

Leyenda:

(+++) = Abundante cantidad;

(++) = Regular cantidad o positivo,

(+) = Poca cantidad o trazas;

(-) = Ausencia.
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Tabla 2. Datos obtenidos al evaluar el efecto cicatrizante del aceite de Copaifera

paupera (Copaiba) en ratas.

Intervalo confianza 95%

Valor Error
Tratamiento
medio estandar
Inferior Superior

SSF 2 mL/Kg 29.50 1.69 24 34
Trimicot 73 1.32 70 79
Copaiba 10% 38.66 1.31 35 44
Copaiba 50% 56.16 1.92 51 62
Copaiba 100% 60.33 1.02 58 65
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Tabla 3. Evaluaciéon de la solubilidad del aceite de Copaifera paupera (Copaiba).

N° | Disolvente Solubilidad
1 | Agua -
2 | Eter +
3 | Etanol +
4 | Tween 80 +++
Donde:
(-)=insoluble,

(+)=poco soluble,

(++)=relativamente soluble,

(+++)=soluble.
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Figura 1. Valor medio de las masas de la resistencia a la tension al evaluar el

efecto cicatrizante del aceite de Copaiba pauera (Copaiba) en ratas.
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Figura 2. Diagrama de cajas del valor medio de las masas de la resistencia a la

tensidn al evaluar el efecto cicatrizante del aceite de Copaiba pauera (Copaiba)

en ratas
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Figura 3. Porcentaje del efecto cicatrizante de las masas de la resistencia a la

tension al evaluar el efecto cicatrizante del aceite de Copaiba pauera (Copaiba)

en ratas
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IV. ANALISIS Y DISCUSION

El estudio fitoquimico del aceite de Copaiba paupera (copaiba) ha evidenciado
la presencia de esteroides triterpénicos en regular cantidad (++) (Tabla 1); lo
que se confirma con el estudio de Arroyo et al (2009).

En la tabla 2 y en las figuras 1,2 y 3, se observan los resultados del efecto
cicatrizante del aceite de Copaiba paupera (copaiba), donde se evidencia que
conforme se incrementan las concentraciones de los extractos (10%, 50% y
100%), las masas promedias de la tension para abrir heridas superficiales en
ratas fueron de 44.17 gr., 53.67 gr. y 60.60 gr. respectivamente, asi como los
porcentajes de efecto cicatrizante aumentaron con la dosis 66.25% (10%),
80.50% (50%) y 90.90% (100%). A su vez también se observa que el
porcentaje de efecto cicatrizante con el control negativo SSF 2mL/Kg fue de
44.25%, mientras que con el control positivo Trimicot fue del 100%, las tres
concentraciones del aceite de copaiba ensayadas evidencian un efecto
cicatrizante, sobre todo la que se aplica en dosis de copaiba 100%, cercana al
de trimicot.

Se evalud la solubilidad del aceite de Copaiba paupera, donde se evidencia
que el aceite es insoluble en agua (-), poco soluble en alcohol y éter (+), y

soluble en tween 80° (polisorbato de sodio 80°). (tabla 3).

El efecto cicatrizante del aceite de Copaiba paupera estaria mediado por la
presencia de los terpenos, quienes desencadena una cascada de cuatro fases
solapadas e interconectadas y dependientes de la activacion y de la accién
celular que estimulan el crecimiento, reparacion y remodelacion del tejido, lo
que permite el restablecimiento de las caracteristicas fisicas, mecanicas y
eléctricas que favorecen las condiciones normales del tejido. Asi mismo
estimulan a la migracion de fibroblastos en la zona afectada (Arroyo et al.,
2009).

26



V. CONCLUSIONES

Se realizo la marcha fitoquimica del aceite de Copaiba paupera (Copaiba),
logrando identificar la presencia de esteroides triterpénicos en regular
cantidad (++).

La evaluacion de la solubilidad del aceite de Copaiba paupera, evidencié que
es insoluble en agua, poco soluble en alcohol y éter (+), y soluble en

polisorbato de sodio 80°.

Se evidencio que el aceite de Copaiba paupera en concentraciones de 10%,
50% y 100% presentaron efecto cicatrizante en la prueba tension en heridas
superficiales en ratas, siendo la mejor concentracion pura (100%), con una
eficacia cicatrizante de 90.90%, relativamente cercano al estandar
farmacoldgico trimicot. Asi mismo se evidencié un efecto cicatrizante de

dosis respuesta, de manera escalonada del aceite de Copaiba paupera.

Se demostré que en condiciones experimentales el aceite Copaiba paupera

(Copaiba) presenta efecto cicatrizante en ratas con heridas superficiales.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar estudios fotoquimicos del aceite obtenidos de diferentes lugares
geogréficos, para evaluar la presencia de sus metabolitos secundarios y

permita asociarle a una posible actividad farmacologica.

Realizar estudios anatomopatologicos de las muestras de piel para

determinar mejor efecto cicatrizante.

Comparar el efecto cicatrizante con otras especies vegetales, asi como con

otros estandares farmacoldgicos de eficacia comprobada.
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IX.

ANEXOS Anexo 01. Tabla de recoleccion de datos

Nro | Tratamientos | Tension (gramos)
1 |SSF2 mL/kg 25
2 |SSF2ml/kg 24
3 | SSF2ml/kg 31
4 |SSF2 mL/kg 34
5 |SSF2 ml/kg 30
6 |SSF2ml/kg 33
7 | Trimicot 70
8 | Trimicot 72
9 | Trimicot 79
10 | Trimicot 72
11 | Trimicot 74
12 | Trimicot 71
13 | Copaiba 10 % 35
14 | Copaiba 10 % 39
15 | Copaiba 10 % 44
16 | Copaiba 10 % 40
17 | Copaiba 10 % 36
18 | Copaiba 10 % 38
19 | Copaiba 50 % 52
20 | Copaiba 50 % 62
21 | Copaiba 50 % 59
22 | Copaiba 50 % 60
23 | Copaiba 50 % 51
24 | Copaiba 50 % 53
25 | Copaiba 100 % 65
26 | Copaiba 100 % 60
27 | Copaiba 100 % 61
28 | Copaiba 100 % 59
29 | Copaiba 100 % 58
30 | Copaiba 100 % 59
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Anexo 02. Estadistica descriptiva del promedio de las masa de tension al evaluar el

efecto cicatrizante del aceite de Copaifera paupera (Copaiba) en ratas.

Estadistica descriptiva SSF Copaiba Copaiba Copaiba
2mL/Kg Trimicot 10% 50% 100%

Media 29.5 73 38.6666667 56.1666667 60.3333333
Error tipico 1.6881943 1.31656118 1.30809446 1.92209377 1.02198065
Mediana 30.5 72 38.5 56 59.5
Moda #N/A 72 #N/A #N/A 59
Desviacién estandar 4.13521463 3.2249031 3.20416396 4.70814896 2.50333111
Varianza de la muestra 17.1 10.4 10.2666667 22.1666667 6.26666667
Curtosis 1.72463322 2.78476331 0.68181818 2.61321725 2.84857402
Coeficiente de -

asimetria 0.50910614 1.61006627 0.78023473 0.10220641 1.61486955
Rango 10 9 9 11 7
Minimo 24 70 35 51 58
Maximo 34 79 44 62 65
Suma 177 438 232 337 362
Cuenta 6 6 6 6 6
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Anexo 03. Analisis de varianza (ANOVA) del promedio de las masa de tension al

evaluar el efecto cicatrizante del aceite de Copaifera paupera (Copaiba) en ratas.

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

SSF 2 mL/Kg 6 177 29.5 17.1
Trimicot 6 438 73 10.4
Copaiba 10% 6 232 38.6666667 10.2666667
Copaiba 50% 6 337 56.1666667 22.1666667
Copaiba 100% 6 362 60.3333333 6.26666667
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 7264.46667 4 1816.11667 137.168933 1.2687E-16 2.75871047
Dentro de los
grupos 331 25 13.24
Total 7595.46667 29
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