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RESUMEN

Una herida es una pérdida de continuidad normal de los tejidos, mientras que el
poder de autorreparacion que tienen todos los seres vivos se denomina
cicatrizacién. Las medidas que se han implementado para el cuidado de este
tipo de lesiones han establecido histéricamente las bases de la terapéutica
actual, la misma que sigue desarrollandose a través de la busqueda de
moléculas que promuevan la cicatrizacién de manera mucho mas efectiva y
justamente las plantas ofrecen dicha posibilidad de manera importante. Agave
- americana en nuestro medio ofrece una gran alternativa dado los antecedentes
tradicionales de su empleo como cicatrizante. El objetivo de este trabajo fue
determinar el efecto cicatrizante de los flavonoides aislados del extracto
hidroalcohdlico de las flores de Agave americana “cabuya’, realizado en los
laboratorios del area de Farmacia de la Universidad Nacional de San Cristobal
de Huamanga, durante los meses de enero a marzo de 2014. La muestra fue
colectada en el distrito de Ayacucho, regiéon Ayacucho. Del analisis
cromatografico y espectral se identificaron flavonoles y rutina. El efecto
cicatrizante se determind mediante el método tensiométrico administrandose
flavonoides aislados de las flores de Agave americana a concentraciones de 0,2;
0,5 y 1% y comparados frente al estandar Dermaclin Plus. El mayor porcentaje
de efecto cicatrizante se observd con la concentracién de 0,5%, alcanzando un
67,1%. El porcentaje de efecto cicatrizante de los flavonoides a la concentracién
de 0,5% con un 67,1% fue significativamente mayor que el estandar Dermaclin
Plus (p<0,05), y al 1% con un 63,2%, estadisticamente similar (p>0,05).

Se concluye que los flavonoides aislados del extracto hidroalcohdlico de las
flores de Agave americana “cabuya” poseen efecto cicatrizante lo que confirma
su uso tradicional y representa una buena alternativa en la curacién de heridas.

Palabras clave: Flavonoides, Efecto cicatrizante, Agave americana, “cabuya”

p. 4%



I. INTRODUCCION
En muchos sistemas de salud de América, Asia y Europa es frecuente el uso de
drogas vegetales y fitomedicamentos como parte integral de la medicina
convencional' y nuestro pais no es la excepcién ya que nuestra medicina
tradicional hace uso de un gran nimero de especies vegetales para curar sus
enfermedades y sindromes, desde los mas leves hasta los més graves.
La curacién de heridas es un tema tan antiguo como la historia del hombre. El
hombre de Neandertal en Irak 60000 afios a.C. usé hierbas contra las
quemaduras. En el antiguo Egipto ya se usaban como apésitos el barro, gomas,
resinas, miel, mirra y sustancias oleosas e Hipdcrates trataba las heridas con
vino, cera de abejas, roble sagrado, aceite y azlicar.?
Una herida es una pérdida de la continuidad normal de los tejidos, mientras que
el poder de autorreparacion que tienen todos los seres vivos se denomina
cicatrizacion.® Las medidas que se han implementado para el cuidado de este
tipo de lesiones han establecido histéricamente las bases de la terapéutica
actual, la misma que sigue desarrollandose a través de la busqueda de
moléculas que promuevan la cicatrizacidbn de manera mucho mas efectiva y
justamente las plantas ofrecen dicha posibilidad de manera importante.
Agave americana es una especie de amplio uso en la medicina tradicional en
nuestro medio. Existen evidencias en la literatura de que esta especie posee
multiples propiedades medicinales dentro de las que destaca la curaciéon de
heridas, ¢ por lo que ha sido objeto de amplios estudios destinados a demostrar
cientificamente dichas propiedades terapéuticas.
Cabe destacar que este frabajo se desarrollé en los laboratorios de
Farmacognosia y Farmacologia de la Escuela de Formacion Profesional de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, en la Ciudad de Ayacucho, Peru. Cada etapa del trabajo se ha



desarrollado en base a procedimientos y protocolos estandarizados de

laboratorio de tal forma que los resultados reflejan la confiabilidad del

experimento.

En vista de tales evidencias y como un aporte al conocimientc cientifico de la

“cabuya’, se emprendié este trabajo, el mismo que se condujo en aras de lograr

los siguientes objetivos:

Evaluar el efecto cicatrizante de los compuestos fendlicos aislados de las
flores de Agave americana “cabuya’.

Aislar los compuestos fendlicos de las flores de Agave americana “cabuya”.
Identificar los compuestos fendlicos presentes en las flores de Agave
americana “cabuya”, mediante pruebas quimicas, cromatograficas vy
espectrales.

Determinar la concentracion de los compuestos fendlicos aislados de las
flores de Agave americana “cabuya” con mayor efecto cicatrizante, y
Comparar el porcentaje de efecto cicatrizante de los compuestos fendlicos
aislados de las flores de Agave americana “cabuya” con un medicamento de
referencia (Dermaclin Plus®).



Il. MARCO TEORICO
2.1. Agave americana “cabuya”
2.1.1. Descripcion botanica
Agave americana es una planta herbacea, perenne, monocotiledénea, de hojas
simples grandes, basales. Flores bisexuales, de perigonio corolino, formado por
seis tépalos amarillentos carnosos, dispuestos en dos ciclos: tres internos y tres
externos. Hojas simples, enteras, gruesas de color verde azulado, cubierta por
una gruesa cuticula, de bordes espinosos; terminado en una espina fuerte a ia
que estan adheridas interiormente un conjunto de fibras bastante resistentes.
Dichas hojas presentan una cubierta cerosa e impermeable llamada cuticula. El
tallo es corto, cilindrico, cuyo apice esta cubierto por un penacho de grandes
hojas, casi a flor de tierra. Cuando la planta alcanza la madurez y las hojas
~posteriores son mas cortas, aparece por el medio el llamado escapo floral, a
manera de un falso tallo cilindrico de entrenudos largos que llevan hojas cortas,
triangulares pobres en clorofila y con el apice espinoso. Dicho escapo floral
contiene un gran racimo de flores bisexuales pedunculadas en forma de
candelabro. Estas plantas después de florecer una sola vez en su vida, mueren.
Durante largo tiempo siguen acrecentando la roseta de sus hojas basales y
algunas hasta producen un corto tronco, pero durante este tiempo nunca
florecen. El androceo, consta de seis estambres libres. El gineceo, de ovario
infero, tricarpelar concrescente, trilocular con numerosos évulos en cada celda.
El fruto suele ser una capsula valvar con semillas aplanadas. Se propaga
vegetativamente a través de bulbillos.®



2.1.2. Clasificacién taxon6émica

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : LILIOPSIDA

SUB CLASE : LILIIDAE

ORDEN : LILIALES

FAMILIA : AGAVACEAE
GENERO : Agave

ESPECIE . Agave americana L.
Nombre Vulgar : “cabuya”

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de ciercias biolégicas de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga (Anexo N 01).

2.1.3. Propiedades medicinales atribuidas por la medicina tradicional

Agave americana se ha utilizado ampliamente en la medicina tradicional. El

zumo de las raices se utiliza contra llagas canceradas o inflamadas, podridas e

inveteradas, sin excepcién de las venéreas, con singular alivio, y por lo comun

con una completa curacion de ellas* Las hojas cortadas en porciones

adecuadas y previamente soazadas se emplean para aliviar los calambres y

reumatismo.®

2.2, Antecedentes de estudio cicatrizante

Existen innumerables estudios sobre el efecto cicatrizante de varias especies

vegetales. En nuestro medio destacan los siguientes:

e Actividad cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de las hojes de Oenothera
rosea “yawar $0qo”.®

e Efecto cicatﬁzante del extracto hidroalcohdlico de las hojas y raices de
Gamochaeta americana (Mill.) Wedd. “geto qeto”, en ratones albinos.”

o Efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de las flores y hojas de ligaria
cuneifolia “tullma”, en ratones albinos.®

o Efecto cicatrizante del extracto hidroalcohélico de los tallos y hojas de Stevia
rebaudiana Bertoni “estevia”.®

e Actividad cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Jungia
paniculata (D C) A. Gray “matico de puna”, en ratones albinos.™

2.2.1. Estudio farmacolégico de algunas especies de Agave

El extracto metandlico del Agave sisalana mostré un fuerte efecto sobre Shigella



dysenteriae y moderadamente sobre Bacilus atrophaeus.’ E| extracto de las
hojas y flores de Agave attenuata también mostré un buen potencial antioxidante
medido por su actividad captadora del radical DPPH e inhibicion de la
peroxidacion lipidica.'?

2.2.2. Estudios quimicos de algunas especies de Agave

Estudios fitoquimicos de especies del género Agave han revelado su riqueza
importante en compuestos fendlicos, incluyendo flavonoides, homoisoflavonoides
y acidos fenélicos, asi como glucésidos de flavonol (kaempferol-3-O-glucésido y
kaempferol-3-O-rutindsido) presentes en las flores en Agave americana.’® Los
extractos crudos de tépalos y anteras de Agave durangensis revel6 en total ocho
flavonoles (cinco glicésidos de quercetina y tres glicosidos de canferol), las flores
tuvieron el contenido mas alto de flavonoides (1210,4.ug/extracto seco) y el perfil
de flavonoides mas complejo (ocho compuestos).' Asi mismo, se han
identificado polifenoles en Agave americana, por lo que representa una fuente
importante de este metabolito.'® Asi mismo, estudios sobre el extracto acuoso
del zumo de Agave sisalina puso en evidencia la presencia de alcaloides,
flavonoides, taninos, saponinas y glucésidos cardiacos'’, en tanto que el extracto
metandlico de las hojas de Agave afttenuata mostrd niveles apreciables en
cuanto a su contenido total de compuestos fendlicos y flavonoides.'? Los fenoles
presentes en el género Agave también tienen un gran potencial como
marcadores quimiotaxondmicos especificos.'

2.3. La herida y la cascada de cicatrizaciéon

Las heridas son lesiones traumaticas de la piel con solucién de continuidad de la
misma. La cicatrizacién cutanea corresponde a la compleja interaccién entre
muchos tipos de células (con sus citoquinas o mediadores) y la matriz
extracelular®, lo que constituye una respuesta inmune innata a la lesion tisular
con el objetivo de restaurar la integridad del tejido y la funcién de barrera de la
piel.

2.3.1. Fase hemostatica.

Los microvasos lesionados se contraen, la cascada de coagulacién se activa, las
plaquetas se agregan, y se forma un coagulo de fibrina, el cual se acopla a la
herida y sirve como una matriz provisional. Se da la liberacion de numerosas
citoquinas, quimioquinas, y factores de crecimiento, incluyendo el factor de
crecimiento derivado de plaquetas, factor de crecimiento epidérmico, factor de



crecimiento celular endotelial vascular y factor de crecimiento transformante 1.
Desde el coagulo y el tejido circundante se promueve la migracion de células
inflamatorias al sitio de la lesién."®

2.3.2. Fase inflamatoria.

Se caracteriza por la infiltracion secuencial de los neutréfilos, monocitos y
linfocitos. Los neutrofilos, cuyo maximo se da a las 24 horas, fagocitan invasores
infecciosos y restos de tejido desvitalizado. Los monocitos migran a la herida y
se diferencian en macréfagos maduros que podrian regular la respuesta de
curacion de heridas, ya que eliminan desechos, células apoptéticas, neutrofilos
viejos y promueven la conclusion de la inflamacién segregando citoquinas y
factores de crecimiento que reclutan y activan otras células implicadas en el
proceso de reparacion. Los macréfagos pro-inflamatorios M1 activados estan
presentes durante la fase inflamatoria temprana, mientras que los macréfagos
antiinflamatorios M2 activados (promotores de la regeneracién tisular por
queratinocitos y estimuladores de la angiogénesis y sintssis de matriz
extracelular) prevaleceran después de la reparacién. El papel de los linfocitos,
(ultimas células inflamatorias para entrar en la herida) no se ha definido
claramente, pero podrian influir en el proceso de cicatrizacidon de heridas
mediante interacciéon célula-célula directa con los macréfagos, plaquetas,
queratinocitos y fibroblastos, y/o a través de la liberacion de citoquinas conocidas
por jugar un papel en la remodelacién tisular.'®

2.3.3. Fase proliferativa.

Se caracteriza por proliferaciéon y migracion de queratinocitos que involucran
reepitelizacién. Se sustituye la matriz de fibrina provisional con tejido de
granulacion. Los fibroblastos proliferan en respuesta a factores cle crecimiento y
la sintesis de componentes de la matriz extracelular, como colageno tipo Il y |,
glicosaminoglicanos y proteoglicanos. La angiogénesis, inducida por hipoxia, se
extiende hacia la nueva matriz, formando una densa red de capilares que
suministra oxigeno y nutrientes a las células de la herida. Formado el tejido de
granulacion, algunos fibroblastos se diferencian en miofibroblastos, que
expresan actina y son actores clave en la contraccion de la herida y la
remodelacion de la matriz extracelular.

2.3.4. Fase de remodelacion.

Es esencial para la restauracién de la funcionalidad completa del tejido. Los



componentes de la matriz extracelular son constantemente degradados y
nuevamente sintetizados para lograr la arquitectura aproximada del tejido
normal. La fracciéon de colageno tipo Il disminuye con el tiempo, y se sustituye
por la mas fuerte de colageno de tipo |, aumentando la resistencia a la traccion,
pero no alcanza mas de 80% de la piel no herida. La densidad microvascular

vuelve a la normalidad por la regresioén de los capilares recién formados.®

maduracion de 18 cicatriz

Afibrilias de cotageno

Tinfocitos

. muacrofagos!
neﬁ;éﬁlqp V7 . wfv
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Figura 1. Fases de la cicatrizacién normal de heridas cutaneas.’

2.4, Polifenoles cuaternarios derivados de bioflavonoides citricos 1%

(Dermaclin Plus®, Laboratorios Quilab).

* Polifenoles cuaternarios derivados de bioflavonoides citricos. Tienen
accién bactericida, fungicida, antiviral y antiparasitaria extremadamente
potente y de amplio espectro efectivo y potente accién residual.

e Lidocaina. Es un anestésico que aplicado tépicamente sobre la piel o
submucosa ejerce una potente accion analgésica en la zona de aplicacion.
Actla blogqueando la iniciacién y conduccion del impulso nervioso al disminuir
la permeabilidad de la membrana neuronal al sodio iénico.

2.5. Principales metabolitos secundarios cicatrizantes

2.5.1. Flavonoides

La principal actividad atribuida a los flavonoides es la de ser “venoactivos”’, es

decir, ser capaces de disminuir la permeabilidad de los capilares sanguineos y

aumentar su resistencia. Tienen como nucleo basico al 2-fenil cromano.

Farmacolégicamente son antioxidantes (por quelacién de metales), accion



antiespasmédica, antiinflamatoria, anticoagulante indirecto de la sangre, accién
diurética, antiedematoso, hipocolesterolemiante.'®

Por ejemplo, se ha demostrado que los flavonoides purificados de Vitex
leucoxylon poseen actividad cicatrizante al reducir significativamente la
resistencia a la rotura de heridas.'®

2.5.2. Taninos

Los taninos son polifenoles, distribuidos en taninos condensados e hidrolizables,
con una inmensa variabilidad estructural, alcanzando altos grados de
polimerizacién.?

Los taninos son conocidos desde la antigliedad por sus propieclades curtientes,
astringentes, antiinflamatorias y antidiarreica.?' Las proantocianidinas o taninos
condensados son un grupo de bioflavonoides polifenélicos biolégicamente
activos que son sintetizados por muchas plantas y se ha demostrado que
facilitan la cicatrizacion de heridas??, tanto bajo la forma de extracto como de
formulaciones semisélidas.?® Se postula que al limitar la pérdida de fluidos e
impedir las agresiones externas, los taninos favorecen la regeneraciéon de los
tejidos en caso de heridas superficiales 0 quemaduras.'®



lil. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion

El presente trabajo de Investigacion se realiz6 en los laboratorios de
Farmacologia y Farmacognosia de la Escuela Profesional de Farmacia y
Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud, de la Universidad Nacional
de San Cristébal de Huamanga, durante los meses de agosto a diciembre de
2013.

3.2. Poblaciéon y muestra

3.2.1. Poblacién

Flores de Agave americana “cabuya” que crece en el distrito de Ayacucho,
provincia de Huamanga, regién Ayacucho.

3.2.2. Muestra

2.5 kg de flores de Agave americana “cabuya’”.

3.2.3. Unidad experimental

30 ratones albinos, Mus musculus, machos, de dos meses de edad y de 20 +/-
25 g de peso, que fueron adquiridos del Instituto Nacional de Salud-Centro
Nacional de Productos Biolégicos, Lima.

3.3. Disefio metodologico para la recolecciéon de datos

3.3.1. Recoleccion de la muestra

La recoleccion, seleccion y secado de las muestras se realiz6 de acuerdo a los
procedimientos establecidos por Villar del Fresno. Se seleccionaron las flores
intactas; se lavaron con abundante agua y se secaron a la sombra, en una
habitacién ventilada, sobre papel periddico, aproximadamente por una semana.?
3.3.2. Obtencion del extracto hidroalcohélico

2,5 kg de flores de Agave americana “cabuya” fueron molidos en un mortero de
porcelana. El material seco y molido obtenido se extrajo por maceracion durante



7 dias con etanol de 80°. Luego se filtré con papel Whatman N° 40 y la solucién
hidroalcohdlica se concentré a presiéon y temperatura reducida hasta sequedad
en una estufa a una temperatura no mayor de 50°C.

3.3.3. Tamizaje fitoquimico

Para la identificacion y reconocimiento de los diferentes metabolitos secundarios
presentes en el extracto se realizaron las reacciones de coloracion y
precipitacion.?

3.3.4. Extraccion e identificacion de los flavonoides

El extracto hidroalcohdlico seco se reconstituyo con agua destilada y se traté con
éter de petréleo para eliminar grasas, ceras, pigmentos y otros metabolitos que
posiblemente interfieran en la extraccion de compuestos fendliccs. La extraccién
liquido-liquido con acetato de etilo se hizo utilizando un embudco de separacion,
para recuperar finalmente la fracciéon de acetato de etilo y evaporarla a sequedad
(fraccién flavonica).?®

3.3.5. ldentificacion de los flavonoides
a. Pruebas cualitativas

Reactivo de cloruro férrico: se afadié unas gotas de cloruro férrico 1%, sobre la
fraccion de acetato de etilo.

b. Cromatografia en capa fina (CCF)

La fraccion de acetato de etilo se reconstituyé con 0,5 mi de metanol y se aplicé
en la base de la placa cromatografica con capilares de vidrio.

Se llevd a una cubeta cromatografica conteniendo como sistema de solventes
BAW (butanol, acido acético y agua) en una proporcién de 4:1:5.2"

Se retird la placa y dej6é secar al aire para luego observar bajo lampara de luz
UV. Se revel6 con cloruro férrico 1%.

3.4. Diseiio experimental

Los animales de experimentacion fueron agrupados de manera aleatoria en
cinco grupos, donde cada grupo estuvo comprendido de seis animales (Tabla 1):
Grupo I: Blanco o control negativo (gel base, desprovisto de compuestos
fendlicos)

Grupo |l: Estandar o control positivo (Dermaclin Plus® que son polifenoles
cuaternarios derivados de bioflavonoides citricos 1%)

Grupos lll, IVy V: Geles al 0,2; 0,5y 1,0% de los compuestos fendlicos aislados
de las flores de Agave americana “cabuya”, respectivamente.
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Tabla 1. Disefio experimental para la evaluacion del efecto cicatrizante de los
flavonoides aislados de Agave americana. Ayacucho 2013.

Grupo Gel base Dermaglin plus Concentracion (%)
0,2 0,5 1.0
Blanco X
Grupo control X
Tratamiento 1 X
Tratamiento 2 x
Tratamiento 3 «

3.5. Determinacion del efecto cicatrizante

a. Formulacioén de los geles

Se formulé geles a base de los compuestos fendlicos aislados del extracto

hidroalcohdlico de Agave americana “cabuya” al 0,2; 0,5y 1,0 %. Se reconstituy6é

0,2; 0,5y 0,1 g de compuestos fenélicos con 20 ml de agua destilada y luego se

enrazo con agua destilada csp 100 ml, soluciones que se calentaron para luego

afadir un gramo de carboximetilcelulosa y finaimente metilparabeno como

preservante. De otro lado, se formulé también un gel base (blanco) disolviendo a

fuego lento 1g de carboximetiicelulosa mas agua destilada csp 100 ml y la

incorporacion final de metilparabeno.

b. Test de cicatrizacién

Se fundamenta en la aplicacion de una fuerza de tension ejercida (medida en

mililitros de agua) necesaria para abrir una herida incisa de 1cm de longitud

producida en el tercio superior del lomo del ratén.?

Se sigui6 el procedimiento siguiente:

. Se depil6 el lomo de los ratones en un area aproximada de dos centimetros
cuadrados con el depilatorio comercial Opilca®.

« Se peso los ratones y se colocaron en jaulas individuales.

« Se administr6 por via SC una dosis de 74 mg/Kg de pentobarbital a cada
ratén para una buena manipulacion. ‘

« Se les practicé una incisién de un centimetro de largo en el lomo de cada
raton, previa desinfeccion de la zona.

« Se hizo puntos de sutura con un punto triple utilizando hilo de sutura no
reabsorbible Mersilk® 3/0.
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« Se administré la primera dosis de tratamiento a cada grupo: compuestos
fendlicos al 0,2; 0,5 y 0,1%; blanco (gel); medicamento de referencia
(Dermaclin Plus®) cantidad necesaria hasta recubrir la herida cada 8 horas,
por un periodo de tres dias.

« Luego de 72 horas de tratamiento se procedi6é a sacrificar a los ratones con
una sobredosis de pentobarbital sédico 1%.

. Se retiraron los puntos de sutura y se colocé los animales en posicién
decubito ventral sobre el aparato de tensién.

» Se insertaron las agujas del aparato de tensién a 0,5 cm de los bordes de la
herida y el agua contenido en la bureta se dejara caer al vaso hasta que
genere una fuerza de tensidn que abrira la herida en toda su longitud.

. Se anoté el nivel de agua alcanzado.

+ Se determind el porcentaje de la actividad que es la expresion de la
resistencia que muestra la cicatriz al ser sometido a una tensién, y que es
expresada en porcentaje de la siguiente manera.

% EC = %x 100
Donde:
%EC : Porcentaje de efecto cicatrizante
Xwo  : Fuerza promedio para abrir la herida del grupo tratado con los extractos
) : Fuerza promedio para abrir la herida del grupo sin tratamiento (blanco).

3.7. Analisis estadistico

La diferencia significativa existente entre los tratamientos fue evaluada mediante
analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significacion estadistica de 95%
(p<0,05). Las comparaciones entre los tratamiento se hizo el test de Duncan y
frente al estandar con el test de Dunnett, para cuyo efecto se usé del programa
SPSS version 21.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 2. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohélico de las flores de
Agave americana. Ayacucho, 2013.

Ensayo Metabolito Observacion Valoracién
. . Fluorescencia verde
Catequinas Catequinas +
esmeralda
. Azucares . ) i
Fehling Coloracién rojo ladrillo ++
reductores
) Ligera presencia de
Espuma Saponinas +++
espuma.
Cloruro Compuestos .
. ) ) Precipitado azul negruzco ++
férrico fendlicos y taninos
Shinoda Flavonoides Coloracion violeta intensa 4+
Antocianinas Antocianidina Coloracién rojo marrén ++
+++: Abundante  ++: Regular +: Escaso
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Figura 4. Cromatografia en capa fina del visto bajo luz ultravioleta de los
flavonoides aislados de las flores de Agave americana “cabuya”. Ayacucho,
2014.
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V. DISCUSION
Las flores de Agave americana “cabuya’ (Anexo 2) fueron recolectadas y
seleccionadas en el distrito de Ayacucho, provincia de Huamanga, regién
Ayacucho.
La Tabla 2, expone los resultados del screening fitoquimico realizado donde se
puede apreciar los metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de las flores de Agave americana “cabuya”. Es evidente la
presencia abundante de compuestos fenélicos (Flavonoides, taninos
condensados). Saponinas y catequinas. Lo que indica, evidentemente, la
eficacia del método de extraccion empleado. Este resultado, por lo tanto,
confirma lo hallado por otros autores.?®
Muchos estudios dan cuenta de que los compuestos fenoélicos se distribuyen en
todas las partes aéreas de la planta''®, y las flores no son la excepcién. Por
ejemplo, Subramanian y col. aislaron clorogenina con un rendimiento de 0,5% de
las flores frescas de Agave americana, a su vez identificaron los glucésidos de
flavonoles como kaempferol-3-glucésido y kaempferol-3-rutindsido.®
Es muy probable que el polen de las flores recolectadas también hayan
contribuido a dar positivo a las reacciones de identificacién para compuestos
fendlicos. En efecto, se ha descrito la presencia de fenoles en el polen de Agave
durangensis.®
Muchos trabajos de investigacién orientados a determinar el efecto cicatrizante in
vivo llevadas a cabo en nuestro medio han usado con frecuencia el estandar
Cicatrin’® cuya composiciéon guardaba poca relacién con la naturaleza quimica
de los extractos de origen vegetal. En este trabajo, sin embargo, el estandar
usado fue el Dermaclin Plus®, un producto con un principio activo natural
(flavonoides) similar a los presentes en extractos vegetales, util en desinfeccion
de heridas, cortes, quemaduras y otras afecciones de la piel.
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La Figura 2, muestra el porcentaje de efecto cicatrizante por efecto del
medicamento de referencia y los geles a base de los flavonoides aislados de las
flores de Agave americana “cabuya”. Los hallazgos a raiz de la prueba de
tensién muestran que los flavonoides demuestran, de manera importante, el
porcentaje alto de efecto cicatrizante, muy por encima del estandar, que se ha
logrado con los geles a concentraciones de 0,5y 1%. Una particularidad se nota
cuando a la concentracion de 0,5% existe ligera superioricad frente a la
concentracién de 1%, lo que ademas indica que el efecto cicatrizante no
dependeria de la concentracion de flavonoides puesto que se nota cierta
tendencia hacia la inhibicion de la cicatrizacion a una concentraciéon mayor,
probablemente por algtin mecanismo toxico.

La prueba de comparaciones multipes de Dunnett (Anexo 7) nos da informacién
mas clara al respecto. El estadistico en referencia, con una confiabilidad del
95%, arroja como resultado que, efectivamente, el efecto logrado por la
concentraciéon de flavonoides al 1% es estadisticamente similar al estandar de
referencia Dermaclin Plus, en vista de que p>0,05, mientras que el efecto
cicatrizante de las demas concentraciones resultaron ser diferentes al estandar
de referencia Dermaclin Plus, ya que p<0,05.

Las comparaciones multiples con la prueba de Duncan (Anexo 8), prescindiendo
del estandar, nos confirma la diferencia estadistica (p<0,05) del efecto
cicatrizantes de la concentracién de flavonoides al 0,2% fren'e a las demas
concentraciones de geles de flavonoides administrados siendo, ademas, que los
efectos de las concentraciones de 0,5 y 1% son estadisticamente similares
(p>0,05). Todos estos resultados nos llevan a la conclusién de cjue las flores de
Agave americana poseen flavonoides con actividad cicatrizante significativa,
cuya naturaleza quimica probablemente facilita el proceso regenerativo por
mecanismos mucho mas efectivos que el estandar de referencia.

Ya que Agave americana es una de las especies mas estudiacdas, la literatura
reporta la presencia de dos glucésidos de flavonol en sus flores. =n efecto, como
se puede apreciar comparativamente, existe mucha similitud de la curva
espectral UV obtenida con la curva estandar de la rutina. l.os flavonoides
aislados (Figura 3 y 4), por lo tanto, parecen coincidir con los obtenidos por
Sankara, los mismos que corresponden a los glucésidos del kaenferol ya
mencionados arriba: kaempferol-3-glucésido y kaempferol-3-rutinssido.®
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Respecto al posible mecanismo de accidn cicatrizante, caben muchas
posibilidades dado que el proceso fisiopatolégico es muy complejo. Podriamos
establecer que los compuestos fendlicos de las flores de Agave americana
ejercen un potente poder antioxidante capaz de proteger a los fibroblastos y
queratinocitos de la piel en pro de la cicatrizacién de las heridas, como el caso
de Chromolaena odorata, cuyo extracto etandlico ha demostrado ser beneficioso
para el tratamiento de heridas. Este trabajo hecho sobre la proteccién de dafio
oxidativo de cultivos celulares de piel donde se ensay6 los compuestos fendlicos
pudo explicar el posible mecanismo implicado en la curacién de heridas. Los
compuestos mas activos se fraccionaron y se identificaron a partir de! extracto
bruto usando cromatografia liquida acoplada con espectroscopia UV y
espectrometria de masas. Se investigé los efectos antioxidantes de las
fracciones purificadas en cultivos de fibroblastos y queratinocitos mediante
ensayo colorimétrico de liberacion de hidrogenasa y lactato. Los resultados
mostraron que los acidos fendlicos presentes (protocatéquico, p-hidroxibenzoico,
p-cumarico, ferulico y acidos vantllico) y mezclas complejas de agliconas lipéfilas
de flavonoides (flavanonas, flavonas y flavonoles, chalconas) participen como
potentes antioxidantes en la proteccidon de las células de piel contra el dafio
oxidativo lo que a su vez podria contribuir en la mejora de la cicatrizacion de
heridas.?® |

Existen innumerables especies vegetales cuyos compuestos fendlicos,
particularmente los flavonoides, han demostrado un amplio espectro de
actividades bioldgicas dentro de las cuales se encuentran |la antiinflamatoria,
proceso fisiopatoldgico crucial durante el proceso de cicatrizacion de heridas. Un
ejemplo claro se puede apreciar en el estudio realizado sobre las actividades
antiinflamatoria y cicatrizantes del extracto alcohdlico crudo y los flavonoides de
Vitex leucoxylon, los que demostraron ser eficaces en el control de la inflamacion
aguda, con ningun efecto sobre la inflamacion crénica, donde el extracto crudo
también redujo significativamente la resistencia a la rotura de la herida.'®

En gran medida cualquier mecanismo antiinflamatorio y antioxidante va a
favorecer el proceso de cicatrizacién. Los flavonoides no sélo han demostrado
sus actividades en modelos in vivo, sino también in vitro. Los enfoques para la
investigacién in vitro de los procesos de cicatrizaciéon de heridas, por ejemplo, se
han reportado en los estudios con especies de Buddleja. En efecto, se ha podido
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observar que los extractos de las hojas de Buddleja globosa, que contenia tres
flavonoides y dos derivados del acido cafeico, indujeron la diferenciacién de los
queratinocitos y alteré la expresidon de las proteinas producidas por los
fibroblastos cultivados, incluso mostré algin efecto sobre la contraccién reticular,
con la consecuente aceleracioén en la curacion de heridas.®%!

Se evaluaron las propiedades antioxidantes y composicion fenélica de extractos
de diferente hidrofobicidad de flores comestibles enteras de Agave durangensis.
Separadamente, se analizaron extractos crudos de tépalos y anteras—polen. El
analisis de HPLC-DAD revelé en total ocho flavonoles (cinco glicosidos de
quercetina y tres glicdsidos de canferol), que variaron en nimero y concentracion
en los extractos. Los extractos totales de las flores enteras tuvieron el contenido
mas alto de flavonoides (1210,4 ug/g extracto seco) y el perfil de flavonoides
mas complejo (ocho compuestos). Todos los extractos mostraron importante
actividad antioxidante, no claramente asociada al contenido de flavonoides. Los
extractos crudos de tépalos mostraron las propiedades antioxiclantes mas altas
(capacidad antioxidante total, capacidad bloqueadora de radicales libres, y
capacidad reductora de fierro: 30,2 mg de equivalentes de Acido ascoérbico,
ECs0=0,074 pg/mL, e 1C5=43,28 ug/mL, respectivamente). Las flores de Agave
durangensis representan una fuente importante de flavonoles antioxidantes.'
Otro trabajo similar también aporta evidencia sobre la actividad antioxidante
involucrada en el proceso de cicatrizaciéon de heridas de las agavaceas. Agave
attenuata también mostré un buen potencial antioxidante frente a radicales libres
DPPH e inhibicién de la peroxidacién lipidica.'2
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VIi. CONCLUSIONES
Los flavonoides aislados del extracto hidroalcohdlico de las flores de Agave.
americana “cabuya” poseen efecto cicatrizante.
Los compuesto fenélicoé aislados de las flores de Agave. Americana
“cabuya” corresponden a ciertos flavonoles y a la rutina basado en analisis
espectral UV y comparativamente con las absorbancias de la rutina
reportados en la bibliografia.
La concentracién con el mayor porcentaje de efecto cicatrizante fue al 0,5%,
con un maximo de 67,1%.
El porcentaje de efecto cicatrizante de los flavonoides a la concentracién de
0,5% con un 67,1% fue significativamente mayor que el estandar Dermaclin
Plus (p<0,05), y al 1% con un 63,2%, estadisticamente similar (p>0,05).
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Vil. RECOMENDACIONES
Evaluar histolégicamente el proceso de cicatrizacion en un tratamiento
prolongado con esta planta.
Realizar estudios de toxicidad dérmica para evaluar la seguridad de los
flavonoides de esta especie vegetal.
Realizar estudios clinicos con férmulas semisélidas elaboradas a base de
los flavonoides de esta especie.
Desarrollar y evaluar la estabilidad de los geles elaborados a base de los
flavonoides de esta planta a fin de garantizar su tiempo de vida media.
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Anexo 1
Certificado de identificacion botanica de Agave americana “cabuya’.

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioguimica Srta. lveth, PRADO HUAIMANI, ha
solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : LILIOFSIDA

SUB CLASE : LILHDAE

ORDEN : LILIALES

FAMILIA : AGAVACEAE
GENERO : ¢ Agave

ESPECIE : Agave americana L.
N.V. : “cabuya azul”

Se expide la certificacién correspondiente a solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 05 de Noviembre del 2013
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Anexo 2
Disefio para la identificacion de metabolitos secundarios de extracto
hidroalcohdlico de las flores de Agave americana “cabuya”.

Extracto hidroalcohélico

Dividir en fracciones

=a{ 1mL ENSAYO DE CATEQUINAS

- 2 mL ENSAYO DE RESINAS

jnasmed 2 ML ENSAYO DE FEHLING (Az. Reductores)

el 2 ML ENSAYO DE BALIET (Lactonas)

2mL ENSAYO DE LIEBERMAN-BUCHARD
(Triterpenoides-esteroides)

et 2 mL ENSAYO ESPUMAS (Saponinas)

el 2 ML ENSAYO DE Cl, Fe (Fenoles y taninos)

i 2 ML ENSAYO DE NINHIDRINA {Aminodcidos)

eeet 2 ML ENSAYO DE BORNTRAGER {Quinonas)

haeend 2 ML ENSAYO DE SHINODA (Flavonoides)

et 2 L. ENSAYO DE KEDDE (Cardendlidos)

— 2 mL ENSAYO DE ANTOCIANIDINA

6 mL en 3 porciones ENSAYOS DE DRAGENDORFF
MAYER Y WAGNER (Alcaloides)
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Anexo 3
Flujograma del proceso de extraccién de los compuestos fendlicos de las flores
de Agave americana “cabuya”.

1000 g flores de “cabuya” (peso seco)

Maceracion (7 dias en 2L EtOF 80%)
y

Extracto hidroalcohélico

A

Reconstituir con agua destilada y

Marcha ﬁtoquimica desengrasar con I‘ter de petréleo
3
| }
Fraccion etérea Fraccion desengrasada

Extraccién con acetato de etilo

A )

Fraccion de acetato de etilo Fraccién acuosa
(compuestos fenélicos)

Efecto cicatrizante e Cloruro férrico
CCF
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Anexo 4

Flores de Agave americana “cabuya”
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Anexo 5

Agave americana “cabuya” en su habitat natural
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Anexo 6

Extracto hidroalcohélico de las flores de Agave americana “cabuya”
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Anexo 7
Porcentaje de efecto ccatrizante por efecto de los flavonides aislados de las
flores de Agave americana “cabuya”. Ayacucho,2014.

80 - 67.1
63.2

57.5
60 -

50 -

40 -

Efecto cicatrizante()%)

30 4

16.5
20 A

0 a 1] T T
Dermaclin  Flavonoides Flavonoides Flavonoides
0.2% 0.5% 0.1%

Tratamiento
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Anexo 8
Prueba de comparaciones muitiples de Dunett del porcentaje de efecto
cicatrizante de los flavonoides aislados de las flores de Agave americana

“cabuya’.
95% de
n Diferencia de Error . intervalo de
. (J) Estandar . Sig. !
Tratamiento medias (I-J) estandar confianza
Limite inferior
F02% Dermaclin -122,18228 12,55157 1,000 -1560,1361
F0,5% Dermacliin 70,48651" 12,56157 ,000 42,5327
F1% Dermaclin 37,47757° 12,55157 ,011 9,6238
p<0,05
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Anexo 9
Prueba de comparaciones multiples de Duncan para las medias del porcentaje
del efecto cicatrizante de los flavonoides aislados de las flores de Agave
americana “cabuya” al 0,2; 0,5y 1%.

Subconjunto para alfa =: 0,05

Tratamiento N
1 2 3
F0,2% 5 21,9928
F 1% 5 181,6526
F0,5% 5 214,6616
Sig. 1,000 . 1,000 1,000
p<0,05
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Anexo 10

Matriz de consistencia

Titulo Problema Objetivos Hipétesis variables Marco taérico Metodologia

“Efecto i Tendran General Los compuestos Variable Agave americana. Nive! de investigacién. Béasica-

cicatrizante efecto *Evaluar el efecto fendlicos aislados independiente Propiedades atribuidas por Experimental

de los  cicatrizante cicatrizante de los de las fiores de Compuestos la medicina tradicional. Las Poblacién. Plantas de Agave

compuestos  los compuestos fendticos Agave americana. fendlicos aislados  raices, contra heridas y Nagas amenicana. “cabuya”, que crecen en el

fendlicos compuestos aislados de las flores ‘“cabuya” poseen de [as flores de canceradas o inflamadas®, distrito de Ayacucho provincia de

aiglados de fendlicos de Agave americana efectocicatrizante. Ageve americana calambres y reumatismo® Huamanga, Region Ayacucho.

las fiores de aislados de ‘"cabuya’. “cabuya”. Estudio farmacol6gico de Muestra. 25 kg de flores de Agave

Agave las flores de Especificos Indicador algunas especies del género  americana. “cabuya’.

amerncans Agave « Ajslar los Concentraciones  Agave Agave sisalana mostré Unidad experimental. 30 ratones

“cabuya’. ameficana compuestos fendlicos de 0,205y 1,0 un fuente efecto sobre Shigelfa aibinos de ambos sexos Mus musculus,

Ayacucho “cabuya”? de las flores de % de los dysenterige y moderadamente de 20 a8 25 g de peso, adquiridos del

2013. Agave americana - compuestos sobre Bacilus afrophaeus® Instituto Macional de Salud-Centro
“cabuya”. fendlicos aislados  Agave altenuata es Nacional de Productos Biclogicos -

« ldentificar los Variable antioxidante e inhibe f{a Lima.

compuestos fendlicos

presentes en las
fiores
* de Agave

americana. “cabuya”,

mediante pruebas
quimicas
cromatograficas.

» Determinar la

concentracién de los
compuestos fendficos
aislados de las fiores
de Agave amencana.
“cabuya” con mayor
efecto cicatrizante.

s Comparar el
porcentaje de efecto
cicatrizante de los
compuestos fendlicos
aislados de las flores
de Agave americana.
‘cabuya” con un
medicamento de
referencia (Dermaclin
Plus® 1%).

dependiente
Efecto
cicatrizante
indicador:
Resistencia a la
tensién
expresada en mi
de agua.

peroxidacién lipidica.”

Estudio quimico.
Compuestos fendlicos incluido
flavenoides,
homoiscflavenoides y Acidos
fendlicos.® alcaloides, laninos,
sapoeninas y glucésidos
cardiacos®.

La herida y la cascada de
cicatrizacién Las heridas son
lesiones traumdticas de fa piel
con solucidn de continuidad.
La cicatrizacion corresponde a
fa compleja interaccién entre
muchos tipos de ceélulas {con
sus citoquinas o mediadores) y
la matriz extracelular®,

-Fase hemostatica

-Fase inflamatoria

-Fase proliferativa

-Fase de remodelacion
Metabolitos secundarios gque
participan en la cicatrizacién
-Flavonoides

-Taninos.

Extraccién de flavonoides. Extraccién
liquido-liquido con acetato de efilo.

Test de cicatrizacion. Metodo
tensiométrico propuesto por Howes. Se
fundamenta en la adicién de la fuerza de
tension ejercida necesaria para abrir una
herida incisa de un centimetro de
longitud proeducida en el tercio superior
del lomo del ratén.

Diseflo experimentat. Disefio aleatorio.
Cinco grupos aleatorios, cada uno con
repeticiones de seis ratones.

Grupo |: Blanco (gel)

Grupo H: Estandar: Demaciin Plus®
Grupos I, W vy V. Geles al 0,2, 05 y
1,0% de los compuestos fendlicos
aislados de las flores de Agave
americana. “cabuya’, respectivamente.
Analisis estadistico. Analisis de
varianza (ANOVA} con un nivel de
significacién estadistica de 95%. Las
comparaciones entre cada tratamiento
se hardan con la Pruebas de Duncan y
Dunnett, para cuyo efecto se recurrira al
uso del programa SPSS versidn 20.
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Efecto cicatrizante de los compuestos fenélicos aislados de las flores de Agave
americana '“cabuya”.Ayacucho 2013.

Iveth Prado Huamani.! José Manuel Diez Macavilca'
Farmacia y Bioquimica: UNSCH

RESUMEN

Una herlda es una pérdida de continuidad normal de los tejidos, mientras que el poder de autorreparacion que tienen todos
los seras vivos se denomina cicatrizaclén. Las medidas que se han implementado para el cuidado de este lipo de lesiones
han establecido histéricamente las bases de la terapéutica actual, la misma que sigue desamolldndose & través de la
bdsqueda de moléculas que promuevan la cicatrizacién da manera mucho mas efectiva y justamente las plantas ofrecen
dicha posibilidad de manera importante. Agave americana en nuestro medio ofrece una gran attemativa dado los
antecedentes tradlcionales de su empleo como cicatrizante. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto cicatrizante
de los flavonoides aislados del extracto hidrealcohélico de las flores de Agave americang "cabuya”, realizado en los
laboratorios del drea de Farmacia de la Universidad Nacionat de San Cristébal de Huamanga, durante los meses da enero
a marzo de 2014, La muestra fue colectada en el distrito de Ayacucho, region Ayacuche. Del andlisis cromatogréfico y
espectral se identificaron flavonoles y nutina. E! efecto cicatrizante se determiné mediante &l método tensiométrico
administrandose flavonoides aislados de las flores de Agave americana a concentraciones de 0,2; 0,5 y 1% y comparados
frente al estandar Dermaclin Plus. El mayor porcentaje de efecto cicatrizanta se observd con l1a concentracidn de 0,5%,
alcanzando un 67,1%. €l porcentaje de efecto cicatrizante de ios flavonoides a la concentracidn de 0,5% con un 87,1% fue
significativamente mayor que el estdndar Dermaclin Plus (p<0,05), y al 1% con un 83,2%, estadisticamente similar
(p=0,05). ]

Se concluye que los flavoncides alslados del extracto hidroalcohdlico de las flores de Agave americana “cabuya” possen
efecto cicatrizante lo gue confirma su uso tradicional y representa una buena altemativa en fa curacién de hertdas.

Palabras clave: Flavonoides, Efecto cicatrizante, Agave americana, “cabuya”

SUMMARY

An injury is loss a normal continuity of the tissues, while self-healing power which all living beings have are
called cicatrization. The actions that have been implemented for the treatment of these kinds of injuries have
established historically the basis of the current therapeutic, which continues developing itself through the
search for molecules that promote cicatrization more effectively. Plants offer this possibility significanily. the
American Agave in our environment provides a great alternative because of its historic uses as traditional
healing. The objective of this study was to determine the healing effect of flavonoids isolated from alcoholic
extract of the flowers of American Agave (cabuya), It was done in the laboratories of pharmacy area of San
Cristobal de Huamanga University. From january to March in 2014. The sample was taken in the district of
Ayacucho-Ayacucho region. From the chromatographic and spectral analysis it was identified flavonols and
rutin, The healing effect was determined by the tensiometric metrod administering flavonids isolated from
American Agave flowers at concentrations of 0.2, (1.5 and 1% and compared with the standard Dermaclin
Plus. The higher percentage of healing effect of the flavonoids was observed in concentrations of 0.5%
reaching 64.1%. The percentage of healing effect of flavonoids to the concentration of 0.5% with a 67.1%
was significantly higher than the standard Dermaclin Plus (), and 1% with 63.2% statistically similar (). It is
concluded that the flavonoids isolated from the alcoholic extract of the American Agave [lowers (cabuya)
possess healing effect confirming its traditional use and represents an alternative in injury healing,

Keywords: effective cicatrization, American Agave, flavonids.

INTRODUCCION tienen todos los seres vivos se denomina cicatrizacion.?

Las medidas que se han Implementado para el cuidado de

En muchos sistemas de salud de América, Asia y Europa
es frecuemte el usoc de drogas vegetales vy
fitomedicamentos como parte integral de la medicing
convencional' y nuestro pals no es la excepcién ya que
nuestra medicina radicional hace uso de un gran ndmero
de especies vegetales para curar sus enfermedades y
sindromes, desde los mds leves hasta los mads graves.

La curacién de heridas es un tema tan antiguo como la
historia de! hombra. El hombre de Neandertal en Irak
60000 afos a.C. usd hierbas contra las quemaduras. En el
anftiguo Egipto ya se usaban como apdsitos el barro,
gomas, resinas, miel, mira y sustancias oleosas e
Hipdcrates trataba las heridas con vino, cera de abejas,
roble sagrado, aceite y azdcar.?

Una herida es una pérdida de la continuidad normal de
los tejidos, mientras que el poder de eutorreparacion que

este tipo de lesiones han establecido histéricamente las
bases de la terapéutica actual, la misma que sigue
desamoltindose a través de la blsqueda de moléculas
que promuevan ia cicatrizacibn de manera mucho mas
efactiva y justamente las plantas ofrecen dicha posibilidad
de manera importante,

Agave americana es una especie de amplio uso en la
medicina tradicional en nuestro medio. Existen evidencias
en la literatura de que esta especia posee mdliples
propiedades medlcinales dentro de las gque destaca la
curacién de heridas, ? por lo que ha sido objeto de amplios
estudios destinados a demostrar clentificamente dichas
propiedades terapeuticas.

Cabe destacar que ests trabajo se desamollé en los
laboratorios de Fammacognosla y Fammacologia de la



Escuela de Formacion Profesional de Farmacia y
Bioguimica de la Universidad Nacional de San Cristobal
de Huamanga, en la Ciudad de Ayacucho, Per. Cada
etapa del trabajo se ha desarrollado en base a
procedimientos y protocolos estandarizados de laboratorio
de tal forma que los resultados reflejan la confiabilidad del
experimento.

En vista de tales evidencias y como un aporte al
conocimiento cientifico de la “cabuya”, se emprendié este
trabajo, el mismo que se condujo en aras de lograr los
siguientes objetivos:

Objetivo General:

¢ Evaluar el efecto cicatrizante de los compuestos
fendlicos aislados de las flores de Agave americana
“cabuya”.
Objetivos especificos:

e Aislar los compuestos fendlicos de las flores de
Agave americana “cabuya”.

* {dentificar los compuestos fenélicos presentes en las
flores de Agave americana “cabuya’, mediante
pruebas quimicas, cromatogréaficas y espectrales.

e  Determinar la concentracion de los compuestos
fendlicos aislados de las flores de Agave amsricana
“cabuya” con mayor efecto cicatrizante, y

»  Comparar el porcentaje de efecto cicatrizante de los
compuestos fendlicos aislados de las flores de
Agave americana “cabuya” con un medicamento de
referencia (Dermaclin Plus®).

MATERIAL Y METODOS

1. Ubicaeién
El presente trabajo de Investigacion se realizé en los
laboratorios de Farmacologia y Farmacognosia de fa
Escuela Profesional de Famnacia y Bioguimica de la
Facultad de Ciencias de la Salud, de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante los
meses de agosto a diciembre de 2013.

s 3.2, Poblacién y muestra

s  3.2.1.Poblacién
Flores de Agave americana ‘cabuya” que crece en el
distrito de Ayacucho, provincia de Huamanga, region
Ayacucho.

e  3.2.2. Muestra
2.5 kg de flores de Agave americana “cabuya”.

s  3.2.3. Unidad experimental
30 ratones albinos, Mus musculus, machos, de dos meses
de edad y de 20 +/- 25 g de peso, que fusron adquiridos
del Instituto Nacional de Salud-Centro Nacional de
Productos Bioldgicos, Lima.

+ 3.3. Diseiio metodolégico para la recoleccién

de datos

¢  3.3.1. Recoleccién de la muestra
La recoleccion, seleccion y secado de las muestras se
realizé de acuerdo a los procedimientos establecidos por
Villar del Fresno. Se seleccionaron las flores intactas; se
lavaron con abundante agua y se secaron a la sombra, en
una habitacién ventilada, sobre papel periddico,
aproximadamente por una semana.??

¢  3.3.2. Obtenci6n del extracto hidroalcohélico
2,5 kg de flores de Agave americana “cabuya” fueron
molidos en un mortero de porcelana. E! materiai seco y
molido obtenido se extrajo por maceraciéon durante 7 dias
con etanol de 80°. Luego se fiftrd con papel Whatman N°
40 y la solucion hidroalcohélica se concentré a presién y
temperatura reducida hasta sequedad en una estufa a una
temperatura no mayor de 50°C.

e  3.3.3. Tamizaje fitoquimico
Para la identificacion y reconocimiento de los diferentes
metabolitos secundarios presentes en el extracto se
realizaron las reacciones de coloracién y precipitacion.?

*  3.3.4. Extraccion e identificacién de fos
flavonoides

El extracto hidroalcohdlico seco se reconstituyo con agua
destilada y se traté con éter de petrleo para eliminar
grasas, ceras, pigmenios y otros metabolitos que
posibiemente interfieran 2n la extraccién de compuestos
fendlicos. La extraccion liquido-liquido con acetato de etilo
se hizo utilizando un embudo de separacién, para
recuperar finalmente la fraccion de acetato de etilo y
evaporarla a sequedad (fraccién flavénica).®

+  3.3.5. |dentificaicion de los flavonoides
a. Pruebas cualitativas
Reactivo de cloruro fénico: se afadid unas gotas de
cloruro férrico 1%, sobre 1a fraccion de acetato de etilo.
b. Cromatografia en capa fina (CCF)
La fraccién de acetato de etilo se reconstituyd con 0,5 ml
de metanol y se aplizd en la base de la placa
cromatografica con capilares de vidrio.
Se llev6 a una cubeta ciomatografica conteniendo como
sistema de solventes BAVV (butanol, acido acético y agua)
en una proporcién de 4:1:5.2*
Se retird la placa y dejo secar al aire para luego observar
bajo lampara de luz UV. Se reveld con cloruro férrico 1%.

s 3.4, Disefio experimental
Los animales de experirnentacion fueron agrupados de
manera aleatoria en circo grupos, donde cada grupo
estuvo comprendido de se¢is animales (Tabla 1):
Grupo |: Blanco o control negativo (gel base, desprovisto
de compuestos fendlicos)
Grupo Il: Estandar o cont-ol positivo (Dermaclin Plus® que
son polifenoles cuaternaiios derivados de bioflavonoides
citricos 1%)
Grupos ill, IV y V: Geles al 0,2; 0.5 y 1,0% de los
compuestos fendlicos aistados de las flores de Agave
americana “cabuya”, respactivamente.
Tabla 1. Disefio experimental para la evaluacién del efecto
cicatrizante de los flavonoides aislados de Agave
americana. Ayacucho 2013.

Gel Derm aclin Concentracién (%)
Grupo base plus ®
0,2 05 1,0
Blanco X
Grupo control X
Tratamiento t X
Tratamiento 2 X
Tratamiento 3 X

s 3.5. Determinacién del efecto cicatrizante

a. Formulacién de los geles
Se formul6 geles a bas2 de los compuestos fendlicos
aislados del extracto hidroalcohdlico de Agave americana
“cabuya” al 0,2; 0,5 y 1,0 %. Se reconstituyé 0,2; 0,5 y
0,19 de compuestos fenélicos con 20mi de agua
destilada y luego se enrazdé con agua destilada csp
100 ml, soluciones que se calentaron para luego afiadir un
gramo de carboximetiicelulosa y finaimente metilparabeno
como preservante. De otro lado, se formul6 también un gel
base (blanco) disolviendo a fuego lento 1g de
carboximetilcelulosa mas agua destilada csp 100 ml y la
incorporacion final de met iparabeno.
b. Test de cicatrizacion
Se fundamenta en la aplizacién de una fuerza de tension
ejercida (medida en mililitros de agua) necesaria para abrir
una herida incisa de 1cm de longitud producida en el tercio
superior del lomo del raton.?”
Se siguid el procedimientc siguiente:
e Se depil6 el lomo de los ratones en un drea

aproximada de dos centimetros cuadrados con el

depilatorio comercial (Opilca®.



« Se pes6 los ratones y se colocaron en jaulas
individuales.

« Se administrd por via SC una dosis de 74 mg/Kg de
pentobarbital a cada raton para una buena
manipulacion.

» Se les practicd una incisién de un centimetro de largo
en el lomo de cada raton, previa desinfeccion de la
zona,

« Se hizo puntos de sutura con un punto triple utilizando
hilo de sutura no reabsorbible Mersilk® 3/0.

« Se administré la primera dosis de tratamiento a cada
grupo: compuestos fendlicos al 0,2; 0,5 y 0,1%; blanco
(gel); medicamento de referencia (Demaclin Plus®)
cantidad necesaria hasta recubrir la herida cada 8
horas, por un periodo de tres dias.

« lLuego de 72 horas de tratamiento se procedi6 a
sacrificar a los ratones con una sobredosis de
pentobarbital sadico 1%.

» Se refiraron los puntos de sutura y se colocé los
animales en posicién dectbito ventral sobre el aparato
de tension.

« Se insertaron las agujas de! aparato de tension a 0,5
cm de los bordes de la herida y el agua contenido en
la bureta se dejara caer al vaso hasta que genere una
fuerza de tension que abrird la herida en toda su
longitud.

« Se anoté el nivel de agua alcanzado.

« Se determiné el porcentaje de la actividad que es ia
expresion de la resistencia que muestra la cicatriz al
ser sometido a una tension, y que es expresada en
porcentaje de la siguiente manera.

Xtto ~ Xb

0, PR

% EC = Xio x 100
Donde:
%EC : Porcentaje de efecto cicatrizante
Xtto : Fuerza promedio para abrir la herida del grupo
tratado con los extractos
Xn : Fuerza promedio para abrir la herida del grupa

sin tratamiento (blanco).
e 3.7. Andlisis estadistico

La diferencia significativa existente entre los tratamientos
fue evaluada mediante andlisis de varianza (ANOVA) con
un nivel de significacién estadistica de 95% (p<0,05). Las
comparaciones entre los tratamiento se hizo el test de
Duncan y frente al estandar con el test de Dunnett, para
cuyo efecto se usé del programa SPSS versién 21.

RESULTADOS

Tabla 2. Metabolitos secundarios presentes en e) extracto hidroalcohélico de
tas flores de Agave americana. Ayacucho, 2013.

Ensayo Mestabolito Observacién Valoracitn
i Fluorescencia
Catequinas Catequinas +
verde esmeralda
. Azicares Coloracitn rojo
Fehling . ++
reductores ladrillo
X Ligera presencia
Espuma Saponinas 4+
de espuma.
Compuestos .
Cloruro ) Precipitado azul
fendlicos y ++
férrico negruzco
taninos

. . Coloracién violeta
Shinoda Flavonoides i haad
intensa

- L Coloracion rojo
Ar A idina ++
marrén

+++: Abundante ++: Regular +: Escaso

P
Ce
o
g
[ gk
(=)

& -
0.00 % 31@
&
g 40,001
-4
B
o 000+
oo
Decmacin Favonoicn 02%  Fevonckies 05 % Flavoncidss 1%

Tratamiento

Figura 2. Porcentaje de efecto cicatrizante por efecto de
los flavonoides aislados de las flores de Agave americana
“cabuya”. Ayacucho, 2014.

nm

Figura 3. Curvas espectrales correspondientes a los
flavonoides aislados de las flores de Agave americana
“cabuya”. Ayacucho, 2014.

Figura 4. Cromatografia en capa fina del visto bajo luz
ultravioleta de los flavonoides aislados de las flores de

DISCUSIONES:

Las flores de Agave americana “cabuya” (Anexo 2) fueron
recolectadas y seleccionadas en el distrito de Ayacucho,
provincia de Huamanga, region Ayacucho.

La Tabla 2, expone los resuitados del screening
fitoquimico realizado donde se puede apreciar los
metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de las flores de Agave americana
“cabuya”. Es evidente la presencia abundante de
compuestos fendlicos (Flavonoides, taninos
condensados). Saponinas y catequinas. Lo que indica,



evidentemente, la eficacia del método de extraccion
empleado. Este resultado, por lo tanto, confirma lo hallado
por otros autores.?®

Muchos estudios dan cuenta de que los compuestos
fendlicos se distribuyen en todas las partes aéreas de la
planta™®'s, y las flores no son la excepcion. Por ejemplo,
Subramanian y col. aislaron clorogenina con un
rendimiento de 0,5% de las flores frescas de Agave
americana, a su vez identificaron los glucésidos de
flavonoles como kaempferol-3-glucésido y kaempferol-3-
rutindsido.?®

Es muy probable que el polen de las flores recolectadas
también hayan contribuido a dar positivo a las reacciones
de identificacion para compuestos fendlicos. En efecto, se
ha descrito la presencia de fenoles en el polen de Agave
durangensis."

Muchos trabajos de investigacion orientados a determinar
el efecto cicatrizante in vivo llevadas a cabo en nuestro
medio han usado con frecuencia el estandar Cicatrin™®
cuya composicién guardaba poca relacién con la
naturaleza quimica de los extractos de origen vegetal. En
este trabajo, sin embargo, el estandar usado fue el
Dermaclin Plus®, un producto con un principio activo
naturai (flavonoides) similar a los presentes en extractos
vegetales, util en desinfeccion de heridas, cortes,
quemaduras y otras afecciones de la piel.

L.a Figura 2, muestra el porcentaje de efecto cicatrizante
por efecto del medicamento de referencia y los geles a
base de los flavonoides aislados de las flores de Agave
americana “cabuya”. Los hallazgos a raiz de la prueba de
tensién muestran que los flavonoides demuestran, de
manera importante, el porcentaje alto de efecto
cicatrizante, muy por encima del estandar, que se ha
logrado con los geles a concentraciones de 0,5 y 1%. Una
particularidad se nota cuando a la concentracién de 0,5%
existe ligera superioridad frente a la concentracién de 1%,
lo que ademds indica que el efecto cicatrizante no
dependeria de la concentracién de flavonoides puesto que
se nota cierta tendencia hacia la inhibicion de la
cicatrizacién a una concentracion mayor, probablemente
por algiin mecanismo téxico.

La prueba de comparaciones mdltipes de Dunnett (Anexo
7) nos da informacién mas clara al respecto. El estadistico
en referencia, con una confiabilidad del 95%, amroja como
resultado que, efectivamente, el efecto logrado por la
concentracién de flavonoides al 1% es estadisticamente
similar al estandar de referencia Dermaclin Plus, en vista
de que p>0,05, mientras que el efecto cicatrizante de las
demas concentraciones resuitaron ser diferentes al
estandar de referencia Dermaclin Plus, ya que p<0,05.
Las comparaciones maltiples con la prueba de Duncan
(Anexo 8), prescindiendo de! estandar, nos confimma la
diferencia estadistica (p<0,05) del efecto cicatrizantes de
la concentracion de flavonoides al 0,2% frente a las demas
concentraciones de geles de flavonoides administrados
siendo, ademés, que los efectos de las concentraciones
de 0,5 y 1% son estadisticamente similares (p>0,05).
Todos estos resultados nos llevan a la conclusion de que
las flores de Agave americana poseen flavonoides con
actividad cicatrizante significativa, cuya naturaleza quimica
probablemente facilita el proceso regenerativo por
mecanismos mucho mas efectivos que el estandar de
referencia.

Ya que Agave americana es una de las especies mas
estudiadas, la literatura reporta la presencia de dos
glucdsidos de flavonol en sus fiores. En efecto, como se
puede apreciar comparativamente, existe mucha similitud
de la curva espectral UV obtenida con fa curva estandar
de la rutina. Los flavonoides aislados (Figura 3 y 4), por lo
tanto, parecen coincidir con los obtenidos por Sankara, los
mismos que corresponden a los glucésidos del kaenferol
ya mencionados arriba: kaempferol-3-glucésido y
kaempferol-3-rutinésido.?®

Respecto al posible mecanismo de accién cicatrizante,
caben muchas posibilidlades dado que el proceso
fisiopatoldgico es muy complejo. Podriamos establecer
que los compuestos fendlicos de las flores de Agave
americana ejercen un potente poder antioxidante capaz de
proteger a los fibroblastos y queratinocitos de la piel en
pro de la cicatrizacién de fas heridas, como el caso de
Chromolaena odorata, cuyo extracto etandlico ha
demostrado ser beneficioso para el tratamiento de heridas.
Este trabajo hecho sobre: la proteccién de dario oxidativo
de cultivos celulares cle pie!l donde se ensay6é los
compuestos fenélicos pudo explicar el posible mecanismo
implicado en la curacién de heridas. Los compuestos mas
activos se fraccionaron y se identificaron a partir del
extracto bruto usando cromatografia liquida acoplada con
espectroscopia UV y aspectrometria de masas. Se
investigd los efectos antioxidantes de las fracciones
purificadas en cultivos de fibroblastos y gqueratinocitos
mediante ensayo colorimétrico de liberacion de
hidrogenasa y lactato. Los resultados mostraron que los
acidos fendlicos  presentes  (protocatéquico, p-
hidroxibenzoico, p-cumar co, fertlico y &cidos vanillico) y
mezclas complejas de agliconas lipéfilas de flavonoides
(favanonas, flavonas y flavonoles, chalconas) participen
como potentes antioxidantes en la proteccion de las
células de pie! contra el dafio oxidativo lo que & su vez
podria contribuir en la mejora de la cicatrizacion de
heridas.?®

Existen innumerables especies vegetales cuyos
compuestos fendlicos, particularmente los flavonoides,
han demostrado un amplio espectro de actividades
biolégicas dentro de las cuales se encuentran la
antiinflamatoria, proceso fisiopatologico crucial durante el
proceso de cicatrizacion de heridas. Un ejemplo claro se
puede apreciar en el estudio realizado sobre las
actividades antinflamatoia y cicatrizantes del extracto
alcohdlico crudo y los flavionoides de Vitex leucoxylon, los
que demostraron ser eficaces en el control de la
inflamacion aguda, con ningUn efecto sobre la inflamacién
cronica, donde el exitracto crudo también redujo
significativamente la resis‘encia a la rotura de Ia herida.”
En gran medida cualquier mecanismo antiinflamatorio y
antioxidante va a favorecer el proceso de cicatrizacion.
Los flavonoides no sélo han demostrado sus actividades
en modelos in vivo, sino también in vitro. Los enfoques
para fa investigacion in vitro de los procesos de
cicatrizacién de heridas, pior ejemplo, se han reportado en
los estudios con especies de Buddleja. En efecto, se ha
podido observar que lus extractos de las hojas de
Buddleja globosa, que contenia tres flavonoides y dos
derivados del acido cafeic:o, indujeron la diferenciacién de
los queratinocitos y alterd la expresién de las proteinas
producidas por los fibrobiastos cultivados, incluso mostré
algun efecto sobre la contraccién reticular, con la
consecuente aceleracion en la curacién de heridas, 33!

Se evaluaron las propieds des antioxidantes y composicion
fenélica de extractos de diferente hidrofobicidad de flores
comestibles enteras de  Agave  durangensis.
Separadamente, se analizaron extractos crudos de tépalos
y anteras—polen. El analisis de HPLC-DAD revelé en total
ocho flavonoles (cinco ¢licésidos de quercetina y tres
glicésidos de canferol), que variaron en ndmero y
concentracién en los extractos. Los extractos totales de
las flores enteras tuvieron el contenido mas alto de
flavonoides (1210,4 pg/c extracto seco) y el perfil de
flavonoides méas complejo (ocho compuestos). Todos los
extractos mostraron importante actividad antioxidante, no
claramente asociada al contenido de flavonoides. Los
extractos crudos de tépualos mostraron las propiedades
antioxidantes mas altas (capacidad antioxidante total,
capacidad bloqueadora ce radicales libres, y capacidad
reductora de fierro: 30,2 mg de equivalentes de acido
ascorbico, ECg=0,074 pg/mL, e IC5~=43,28 pg/mL,
respectivamente). Las flores de Agave durangensis



representan una fuente importante de flavonoles
antioxidantes.™

Otro trabajo similar también aporta evidencia sobre la
actividad antioxidante involucrada en el proceso de
cicatrizacién de heridas de las agavéceas. Agave
altenuata también mostré un buen potencial antioxidante
frente a radicales libres DPPH e inhibicion de la
peroxidacién lipidica.'?
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