& UNID

UNIVERSIDAD INTERAMERICANA

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
CARRERA PROFESIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

EFECTO CICATRIZANTE DEL GEL A BASE DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Copaifera paupera (Herzog) Dwyr
(COPAIBA) EN RATONES ALBINOS

TESIS PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE QUIMICO
FARMACEUTICO

AUTORES
BACH. GLADIS DIAZ DIAZ
BACH. EDGAR QUISPE CRISPIN

ASESOR
Dr. NESQUEN JOSE TASAYCO YATACO

Lima Peru

2019



DEDICATORIA

El presente trabajo lo dedicamos a Dios, por ser el inspirador y darnos fuerza y sabiduria
para continuar en este proceso pese a algunos pormenores en el camino se culmino
satisfactoriamente, a nuestros padres, y familiares que nos brindaron su apoyo

incondicional.

Diaz Diaz Gladis
Quispe Crispin Edgar



AGRADECIMIENTO

Agradecemos a nuestro asesor Dr. Nesquen José Tasayco Yataco, profesores, compafieros
que compartieron sus conocimientos para culminar el proyecto con éxitos y a la
Universidad Interamericana Para El Desarrollo que nos abrieron las puertas para el

desarrollo y elaboracion de nuestra tesis.

Diaz Diaz Gladis
Quispe Crispin Edgar



RESUMEN

Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) planta medicinal Gtil en el tratamiento de
cistitis, gonorrea, incontinencia urinaria; infeccion de mucosa y piel. Objetivo. Comprobar
el efecto cicatrizante del gel elaborado a base del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) (GEHHCP) en ratones albinos. Métodos. Se
uso hojas deshidratas y pulverizadas de Copaiba, se macerd en etanol 70%, se realizo
prueba de solubilidad, marcha fitoquimica y se elabord gel al 5, 10 y 15%. Se us6 30
ratones albinos, peso entre 25 a 30 g, fueron separados al azar en 5 grupos, por via topica
recibieron los tratamientos; I) Control gel base, 1) GEHHCP 5%, 111) GEHHCP 10%, 1V)
GEHHCP 15%, VI) Cicatricure®. El efecto cicatrizante se valoré mediante prueba
tensiométrica y cortes histologicos. Resultados. El extracto de hojas de Copaiba fue muy
soluble en metanol, soluble en acetato de etilo, acetona poco soluble en etanol, fue
insoluble en agua. Se identific6 compuestos fendlicos, leucoantocianidinas, alcaloides,
taninos y flavonoides. El efecto cicatrizante fue significativamente mayor (p<0.05) con el
GEHHCP al 15% (88%) comparado con el grupo control, gel al 10% (40%) y gel al
5%(16%), el efecto fue dependiente de la concentracion. Comparado con el Cicatricure®
el efecto fue similar (p>0.05). En el estudio histolégico se observd leve angiogénesis,
moderado fibrosis y disminucion de la inflamacién. Conclusion. EI gel elaborado a base
del extracto hidroalcohdlico de hojas de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba)
tuvo efecto cicatrizante en ratones albinos corroborado mediante prueba tensiométrica y

estudios histoldgicos.

Palabras clave. Copaifera paupera, copaiba, heridas, cicatrizante



ABSTRACT

Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) medicinal plant useful in the treatment of
cystitis, gonorrhea, urinary incontinence; mucosal and skin infection. Objective. Check the
healing effect of the gel made from the hydroalcoholic extract of Copaifera paupera
(Herzog) Dwyr (Copaiba) (GEHHCP) leaves in albino mice. Methods Dehydrated and
powdered Copaiba leaves were used, macerated in 70% ethanol, solubility test,
phytochemical gait was performed and 5, 10 and 15% gel was made. 30 albino mice were
used, weighing between 25 and 30 g, were randomly separated into 5 groups, topically
received the treatments; 1) Base gel control, I1) GEHHCP 5%, 11l) GEHHCP 10%, IV)
GEHHCP 15%, V1) Cicatricure®. The healing effect was assessed by tensiometric test and
histological cuts. Results Copaiba leaf extract was very soluble in methanol, soluble in
ethyl acetate, acetone poorly soluble in ethanol, was insoluble in water. Phenolic
compounds, leucoanthocyanidins, alkaloids, tannins and flavonoids were identified. The
healing effect was significantly greater (p <0.05) with 15% GEHHCP (88%) compared to
the control group, 10% gel (40%) and 5% gel (16%), the effect was dependent on
concentration. Compared to Cicatricure® the effect was similar (p> 0.05). In the
histological study, mild angiogenesis, moderate fibrosis and decreased inflammation were
observed. Conclusion. The gel made from the hydroalcoholic extract of Copaifera paupera
(Herzog) Dwyr (Copaiba) leaves had a healing effect in albino mice corroborated by

tensiometric testing and histological studies.

Keywords. Copaifera paupera, copaiba, wounds, healing
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INTRODUCCION

Las heridas se definen como interrupcion en la continuidad del revestimiento del epitelio
de la piel 0 mucosa causado por problema fisico, quimico o térmico. Dhivya (2015). La
cicatrizacion de herida es un proceso biolégico complejo que conlleva a la restauracion de
la integridad del tejido y desde el punto de vista fisioldgico se divide en cuatro fases;
hemostasia, inflamacion, proliferacion y remodelacion del tejido. Sing (2017).

Por su complejidad, tratar las heridas es un desafio, especialmente en pacientes con
enfermedades cronicas como diabetes mellitus, presencia de bacterias patégenas como
Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa, complicaciones que incluyen ulceras
venosas de las piernas, Ulceras en pies de pacientes diabéticos, en este contexto se requiere
de nuevas terapias, la medicina tradicional ha abierto nuevas vias de desarrollo basados en
la etnofarmacologia. Suéarez (2018). Se estima que en el mundo existe entre 750,000 y 1,
000,000 de especies de plantas, de las cuales se aprovecha sus sustancias activas y se
emplean usualmente para tratar enfermedades cronicas que incluyen enfermedades del

higado, cancer, asma, afecciones reumatologicas entre otros. Cumali (2018).

El Copaifera es un género que incluye al menos 72 especies en todo el mundo, se
distribuye en América Central y del Sur, s6lo en Brasil se ha ubicado 16 especies, puede
crecer unos 40 m de altura y vivir en promedio 400 afios. Da Silva (2018). Del tronco
producen exudados o aceite, es un liquido transparente, amarillo o marron claro, las
propiedades medicinales populares incluyen antiinflamatorio, antitumoral, antiséptico,
antihemorragico, analgésico y cicatrizante. Das (2008).

En este estudio se evalud el efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) elaborado en forma de gel (5%, 10% y 15%)
aplicados en ratones albinos inducidos a heridas, luego de aplicar la metodologia
experimental se comprobd el efecto cicatrizante mediante la prueba tensiométrica de

apertura de heridas y estudios histologico.



CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion de la realidad problemética

Las estimaciones para el tratamiento de las heridas agudas y crénicas varian entre
28.1 mil millones hasta 96.8 mil millones de ddlares, los gastos mas altos
corresponden a heridas quirurgicas, seguidas de diabetes, Ulceras del pie con mayor
tendencia en pacientes ambulatorios, factores como el envejecimiento, infecciones
dificiles de tratar, aumento de diabetes y obesidad en todo el mundo hacen que las
heridas cronicas constituyan un verdadero desafio clinico, social y econémico en los
sistemas de salud. Chandan (2019). Los factores que interfieren en la cicatrizacion de
las heridas deben abordarse de manera holistica como el ambiente en que se
desarrolla la herida que incluye infeccidn, tejido necrotico y suministro vascular,
ademas coexistencia fisica y factores psicol6gicos como el estado nutricional, estado
de la enfermedad (diabetes, cancer, artritis, otros) y los problemas de salud mental

pueden afectar la curacion de heridas. Orsted (2018).

Regenerar una piel sana sigue siendo un desafio debido a su estructura multicapa y
presencia de diversos tipos de células en la matriz extracelular, las terapias
tradicionales basadas en compuestos de origen natural son alternativas importantes
para curacion de heridas, ofrecen nuevas posibilidades de tratamiento y mejorar el
acceso a la asistencia sanitaria que permite superar algunas limitaciones como los
altos costos, tiempos prolongados y aumento de resistencia bacteriana. La eficacia
clinica de estos compuestos se investiga mediante ensayos in vitro e in vivo en
modelos animales y humanos, ademas de nuevos métodos de extraccion,
purificacion, control de calidad, protocolos de tratamiento y los efectos adversos que

estos puedan ocasionar. Bartolo (2015).

El Per( es un pais rico en biodiversidad bioldgica vegetal, existen al menos 25000
especies vegetales distribuidas principalmente en los valles interandinos y zonas
tropicales de nuestro Pais. Guevara (2017). Tradicionalmente especies del genero
Copaifera son conocidas como copaiba y se emplean para el tratamiento de diversas
enfermedades, antimicrobiano, antiulcerosos, antinflamatorio y cicatrizante de

lesiones de piel. Almora (2015). Con el presente estudio de investigacion se pretende



contribuir al &rea de los fitofarmacos, al demostrar en el tratamiento de heridas el
efecto cicatrizante del extracto hidroalcoholico de las hojas de Copaifera paupera

(copaiba), proponiendo una nueva alternativa de farmacoterapéutica.

1.2. Formulacién del problema
1.2.1. Problema general

a. ¢El extracto hidroalcohdlico de hojas de Copaifera paupera (Herzog)

Dwyr (Copaiba) preparado en forma de gel tendra efecto cicatrizante en

ratones albinos?

1.2.2. Problemas especificos
a. ¢Qué concentracion del extracto hidroalcohdlico de hojas de Copaifera
paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) preparado en forma de gel tendra
mejor efecto cicatrizante en ratones albino?
b. ¢Tendrd efecto cicatrizante el extracto hidroalcohdlico de hojas de
Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) preparado en forma de

gel en forma significativa respecto al Cicatricure® en ratones albinos?

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general
a. Comprobar el efecto cicatrizante del gel elaborado a base del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr

(Copaiba) en ratones albinos

1.3.2.  Objetivos especificos
a. Determinar la concentracion del extracto hidroalcohélico de hojas de
Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) preparado en forma de
gel con mayor efecto cicatrizante en ratones albinos
b. Determinar si el efecto cicatrizante del extracto hidroalcoholico de
hojas de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) preparado en
forma de gel es significativo respecto al Cicatricure® en ratones albinos



1.4. Justificacion

Los beneficios que posee la planta Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) ain
no han sido identificados del todo en nuestro pais, dichas propiedades estan
registradas desde los tiempos mas antiguos de la medicina tradicional. Por ello se
requiere evaluar sus propiedades para lograr validar el conocimiento tradicional con
nuevos conocimientos cientificos y poder aportar en la terapéutica farmacoldgica de
enfermedades que afecta a los humanos en nuestro caso sobre la curacion de heridas.

Las lesiones de la piel son muy frecuentes sobre todo en la poblacién urbana y esto
requiere de forma especial un tratamiento adecuado para su pronta recuperacion. El
margen de atencion en la salud es muy bajo en zonas urbanas, las personas con
lesiones frecuentes de la piel siempre han mostrado una preocupacién por su salud y
problemas de retardo de cicatrizacion de heridas, por ello se trata de buscar respuesta
satisfactoria en el menor tiempo posible y con reducidas reacciones adversas. Ibazeta
(2018). Es importante resaltar, que en la actualidad existe poco conocimiento en el
Per(, para el aprovechamiento de la planta de Copaiba en la elaboracién de un

producto natural con propiedades cicatrizantes para las heridas.



CAPITULO II
FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. Antecedentes

2.1.1 Nacionales
Almora et at (2014). Peru. En su estudio “Efecto cicatrizante del aceite de

Copaifera officinalis (copaiba), en personas con ulcera péptica”, el efecto
cicatrizante del aceite de copaiba se compard con Omeprazol 20 mg, en personas con
diagnostico de Ulcera péptica, se realizaron estudios clinico fase Il, aleatorios, doble
ciego, grupo paralelo, en el Instituto de Investigaciones Clinicas, Facultad de
Medicina, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru. Participaron
personas con diagnostico de Ulcera péptica diagnosticado con técnica de endoscopia
de eleccion, con evaluacién pre y post tratamiento con aceite de copaiba, formulada
en capsulas de 80 mg y 120 mg. En el ensayo clinico incluyeron 60 personas de
seleccion aleatoria en tres grupos paralelos, de 20 casos cada uno, segun orden de
Ilegada; los dos primeros grupos recibieron capsulas de aceite de copaiba, en dosis de
80 y 120 mg, respectivamente; y un tercer grupo recibi6 Omeprazol 20 mg. Los
tratamientos fueron administrados en ayunas, 30 minutos antes de la ingesta del
primer alimento. El porcentaje de cicatrizacion es 65% y 75% de la Ulcera péptica
con aceite de copaiba, respectivamente, contra 100% en el grupo de Omeprazol, sin
efectos adversos significativos; dos presentaron nauseas y tres epigastralgias.
Concluyen que las capsulas de aceite de Copaiba tienen efecto cicatrizante en Ulcera

péptica y sin efectos adversos significativos.

Yaringafio (2015).Per0. En su estudio “Formulacion de una crema dermocosmética
a base de Mauritia flexuosa LF y Copaifera reticulada var. Peruviana con efectos
regenerador de la piel lesionada en ratones de la cepa Mus musculus BALB/c”.
Realizaron evaluaciones fisicoquimicas de la oleorresina de Copaiba y aceite de
aguaje posteriormente, elaboraron crema en tres concentraciones a base de aceite de
Mauritia flexuosa LF (aguaje), una concentracion de crema a base de oleorresina de
Copaifera reticulada var. Peruviana (Copaiba) y una mezcla de ambas, en las cuales
se realizaron estudios de estabilidad a temperatura de 40°C y 5°C por 120 dias con

un pardmetro de analisis organolépticos: olor, color y aspecto, parametros



fisicoquimicos, viscosidad y pH, andlisis microbiolégico total, regeneracion de la
piel dafiada mediante las cremas dermocosmetica se evaluaron por método
tensiometro y corroborando con estudios histologicos. Se emplearon ratones de la
cepa Mus musculus BALB/c de 33 g de peso corporal. El tratamiento fue con cremas
dermocosméticas con aguaje 8%, Copaiba 10% y una mezcla de ambos a las mismas
concentraciones, los resultados se compararon el grupo control y grupo tratado con
crema comercial Cicalfate®. Se observé mayor efecto regenerador de la piel con la

crema dermocosmetica.

Sanizo, et al. (2016). Perd, En su estudio “efecto clinico de Copaifera paupera en la
recuperacion de la mucosa alveolar post exodoncia” con una prueba no probabilistica
de 37 personas para el grupo control y 38 personas para el grupo experimental, se
aplicaron 3 gotas de Copaifera paupera y se realizaron controles a las 7, 15y 21
dias. Encontrando una recuperacion favorable en el grupo experimental, el 100% de
las personas con aspecto adecuado, el 97.4% mostron una coloracién rosado coral,
2.6% fue rojizo. El 94.7% de las personas experimentales presentaba consistencia
firme y resiliente, en un 5.7% fue de consistencia blanda; el 100% de los pacientes
no mostraron  sangrado. De manera general el 94.7% presentaron una buena
cicatrizacion, 5.3% una cicatrizacion favorable, y el 0% no presenta cicatrizacion.
Los efectos de la aplicacion de Copaifera paupera son positivos, en cuanto a sus
propiedades curativas, cicatrizantes, antiinflamatorias y antibacteriano permitieron la
recuperacion de la mucosa alveolar de los pacientes que acuden al Policlinico

Essalud de Juliaca.

Herrera et al. (2015).Pert, En su estudio “efecto protector de la resina de Copaifera
officinalis (copaiba) en lesiones géstricas inducidas por indometacina en Rattus
rattus var albinus en la ciudad de Cajamarca”. El disefio del trabajo fue de tipo
experimental, al azar se formaron grupos, cada grupo recibidé los siguientes
tratamientos: 1) NaCl 0.9%, Il) Ranitidina 50 mg/Kg, I1l) Copaiba 2 mL/kg y 1V)
Copaiba 4 mL/Kg. Reportaron que el la inhibicién fue 51% y 77% con dosis de 2
mL/kg y 4 mL/kg de aceite de Copaiba respectivamente. Concluyen que la dosis de 4
mL/kg de aceite de Copaiba present6 mayor efecto protector frente a lesiones

gastricas.



2.1.2. Internacionales

Batista, et al. (2014). Brasil En su estudio “Influenza del aceite de Copaiba
(Copaifera sp.) En el tratamiento de herida cutanea” el efecto cicatrizante de aceite
de Copaiba, en la herida infectada. se demostrd que el aceite de resina de copaiba
como recubrimiento primario sobre el area infectada e inflamada redujeron el edema
local y la exudacién purulenta, resultante de proceso infeccioso a pesar del corto
experimento y muestreo pequefio, la actividad terapéutica del aceite de Copaiba

como cicatrizante y otros tipos de lesiones cuténeas.

De Almeida, et al. (2017). Brasil, En sus estudios de “Aceite de Copaiba en la
curacion experimental de heridas en caballos” El efecto de 10% de aceite de Copaiba
en heridas de caballos. Ocho caballos adultos. En el grupo de tratamiento, las
heridas recibieron 10% de aceite de Copaiba y en el grupo de control, 0,9% de
cloruro de sodio, en el vendaje diario durante 21 dias. Las heridas fueron evaluadas
tres.7, 14 y 21 dias después de la operacién. No se observaron diferencias
significativas entre los grupos. Las tasas medias de contraccion de la herida lumbar
fueron 80.54% y 69.64%, para los grupos control y tratados, respectivamente para las
heridas en la region metacarpiana, estos promedios fueron 44.15% y 52.48%,
respectivamente. El 10% de aceite de copaiba tiene beneficios en la cicatrizacion de
heridas en las especies equinas y sugiere que el aceite de copaiba se puede usar como

una posibilidad terapéutica en la terapia dé heridas.

Alves et al. (2017).Brasil, En su estudio “uso de aceite de Copaiba en tratamiento de
curacion de lesiones”. El aceite de copaiba tiene efectos curativos y
antiinflamatorios. Efectos que ya se han demostrado en varios modelos de animales.
Efecto de aceite de copaiba asociado con micro agujas en la piel de ratas.
Posteriormente sometidos a: microagujas aisladas, microagujas asociadas con aceite
mineral y microneedling asociado con el aceite de copaiba. Se realizaron biopsias en
todos los animales la mayor produccion de colagenos y fibroblastos el aceite de
copaiba asociado con microagujas fue capaz de estimular una mayor produccion de

colagenos y fibroblastos en la piel de las ratas y efecto cicatrizante.

Oliveira et al. (2014).Brasil En su estudio “actividad antimicrobiana de los aceites

de copiaba brasilefios obtenidos de diferentes especies del género Copaifera”. Usaron



bacterias gram positivas y gram negativas para valorar el efecto antibacteriano.
Observaron que el aceite de Copaiba fue activo frente a bacterias gram positivos
como Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, S. aureus resistentes a
meticlinas, Staphyloccocus epidermidis y Bacillus subtilis; con la concentracion
inhibitoria desde 31,3 a 62,5 ug/mL. Se evidencié moderada actividad frente a
dermatofitos, Microsporum canis y Trichophyton rubrum. No se observé actividad
contra levaduras y bacterias gram negativas. La microscopia electronica se observo
dafio y roturas en la pared celular, lo que disminuy6 la liberacion de compuestos
citoplasmaticos, alteraciones en la morfologia y disminucién en el volumen celular,

lo que indica que el aceite de Copiaba puede alterar la pared celular.

2.2. Bases teoricas

Clasificacion taxonomica de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba)

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Género: Copaifera
Especie: Copaifera paupera (Herzog) Dwyr

a) Distribucion geografica
Existe mas de 72 especies catalogados para el género Copaifera: Copaifera
reticulada, Copaifera multijuga, Copaifera glycicapa, Copaifera matii,
Copaifera paupera, Copaifera chodotiana, Copaifera langsdorffi, Copaifera
guianesis, Copaifera duckei, Copaifera pubiflora, Copaifera officinalis. La
mayoria distribuidos en América del Sur, particularmente en Perd, Bolivia,
Argentina, Brasil, Colombia, Venezuela; Guyana en Africa, 16 especies son
reportados en Brasil. En Bolivia en bosque himedo tropical se ha encontrado

especie Copaifera duckei. Atais (2015).



b)

Figura 1: Zonas donde se encuentra especies de Copaiba. Fuente. Veiga (2002)

Uso tradicional de copaiba en la medicina

La Copaiba tiene una amplia gama de indicaciones etnofarmacolégicas, como
para el tratamiento de cistitis, gonorrea, incontinencia urinaria y sifilis; faringitis
estreptocdcica, hemoptisis, incluyendo bronquitis respiratorias, sinusitis y
neumonia respiratorias, infeccion de la mucosa y la piel, leishmaniosis, dermatitis,
psoriasis, heridas; eccemas, ulceras y lesiones del Gtero y leucorrea, anemia,
mordedura de serpientes y dolor de cabeza. Las personas de lgarape Miri
utilizaron para curar heridas, tumores de prostata, y antiparasiticos; la especies de
Copaifera también se usaron por sus propiedades, afrodisiacas, anticancerigenas,
antirreumaticas, estimulantes, antisépticos, antitetanicas, antiinflamatorias,
antiherpéticas, antihelminticos, antitomurales. Maia (2015).

Aspectos generales de copaiba

El aceite de copaiba se obtiene del tronco de los arboles del género Copaifera por
exudacion de un liquido que va desde transparente, amarillo a Marron claro, lo
cual es usada en la superficie de la piel para el proceso de curacion normal de las
heridas, antiséptico urinario, antiinflamatorio, ulcera y cicatrizacién, en los
ultimos afios las investigaciones realizadas han permitido la validacion de
diversos usos tradicionales, el cual destaca efecto cicatrizante evitando la
colonizacion de bacterias demostrando asi en los estudios preclinicos de las

investigaciones. Masson (2013).
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Actividad farmacoldgica de los principales sesquiterpenos de Copaiba

Los principales sesquiterpenos que se encuentra en la oleorresina de copaiba son:
B-bisabolene, Trans-o-bergamotene, oxido de cariofileno, [-cariofileno, o-
humuleno, a-cubebene, a-cadinol, a- y B-selinene, B-cariofileno d-cadineno, [3-
elemene y a-copaene: Muchos estudios han demostrado que los sesquiterpenos
son las principales sustancias que presentan en oleorresinas de copaiba.
Representan mas del 90% de su composicion, muchos efectos se atribuyen a los
principales sesquiterpenos de la oleorresina. Sin embargo, el efecto farmacolégico
de la oleorresina no ha atribuido a un solo componente, porque los componentes
que presentan la oleorresina pueden interactuar sinérgicamente en la promocion
del efecto cicatrizante. Da Trindate (2018).

i
P-caryophyllene caryophyllene osxide a-humulenc

=

P-clemens
Gecadinene a-cadinol

AR = dFPRTTRS

3] H

a-s¢linene Pe-selhinene

e e
P-bisabaolends rrans-a-hbergamotene

a-cubebene

Figura 2: Principales componentes quimicos de Copaiba que se observa las diferentes estructuras
de los componentes Fuente. Da Trindate (2018).
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Extractos vegetales

Los extractos son preparados concentrados de consistencia solida, liquida o
intermedia, derivados generalmente de vegetales desecados, se obtienen por
evaporacion parcial o totalmente el disolvente en los liquidos extractivos de origen
vegetal. Los extractos segun su consistencia y concentracion de principio activo se

clasifican en: extractos fluidos, secos, blandos y los crio extracto. Carrién (2016).

Extractos Fluidos: Por lo general los extractos fluidos se obtienen por percolacion
con alcohol de 70° y luego la concentracién a vacio se estandariza. Generalmente
se realiza extraccion exhaustiva en donde se obtiene el 80% de liquido lo resto se

concentra al vacio hasta la consistencia blanda. Guerra (2015).

Extractos Secos: Conjunto de todas las sustancias que en condicion fisicas no se
volatilizan y son facil de pulverizar, esto se obtiene por evaporacion de disolventes
con humedad no mayor de 5% y con la concentracidn superior de principio activo a
comparacion de las drogas originales. Aungue en ocasiones resultan hidroscopios y
de facil manipulacion. También se utiliza alcoholes de diferentes concentraciones y
agua, en la actualidad se puede obtener extractos secos nebulizados que son mas
estable que los tradicionales. Chaparro (2015).

Extractos Blandos: tienen una riqueza superior de la droga partida se extrae
evaporando el disolvente con una consistencia semisélida. Pero que no moja el
papel filtro el disolvente puede ser agua o mezclas hidroalcoholicas. Amaguafa
(2018).

Piel
La piel forma parte del sistema tegumentario, constituido por las glandulas
subcutaneas, la piel es el érgano mas grande del cuerpo humano y esta constituida

por tres capas superpuestas, de la superficie tales como:
« LaEpidermis
+ Dermis

 Hipodermis o tejidos celular subcutaneo
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La Epidermis.

Es la parte méas superficial y estd conformada por dos grupos de células:
queratinocitos y células dendriticas. Las células no dendriticas se organizan en

capas mas superficiales hacia dentro. Palomino (2016):

Capa cornea
Capa lucida

Capa granulosa

YV V V V

Capa espinosa
» Capa basal

La Dermis

Es el estrato conjuntivo que alberga en su interior de los plexos vasculonerviosos
son 20 a 30 veces mayor que las capas anteriores y sirve de sostén a la epidermis
estan formado por componente fibroso como fibras de colédgeno (principal
estructura de la dermis) y fibra elastica. Sus células constitutivas son los
fibroblastos, los mastocitos e histiocitos son las células mas importantes. Por
debajo de la dermis se encuentra la hipodermis, que sirven de proteccion frente a

las lesiones de organos internos. Navarrete (2017).
La Hipodermis

Tejido subcutaneo, se extiende bajo la dermis, que tiene un predominio de tejido
conjuntivo laxo y dependiendo del estado nutricional de cada persona, posee
menor o mayor cantidad de tejidos adiposos relacionado a los tejidos mas
profundos como los tejidos musculares como el periostio o el pericondrio.
Montalvo (2014).

Principales Funciones De La Piel

e Proteccion: La piel tiene funcion de barrera de defensa entre el medio
ambiente interno, externo y agentes patdgenos.

e Termorregulacion: La piel contiene suplementos sanguineos que permite un
correcto control de pérdida de energia por radiacion conduccion vy
conveccion.

e Almacenamiento de lipidos y agua.
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e Sensacion: la piel contiene terminaciones nerviosas que reaccionan ante
diversos estimulos como frio, calor, presion, vibracion y dafio tisular.
Medlineplus (2019).

Glandula sebacea
Poros Musculo
Melanocito ;
i . Queratinocitos
Melanina A muertos
5 .
o y./ *— Queratinocitos
. ol g e L/ )
Epidermis | 53515 o7 Células basales
- [ - Y
- .‘t ] 5 2 e - — . ”
- | e = Terminacion
r : | £ nerviosa
; ) { / ' vasos sanguineos
Dermis K )j/
\ i \
Grasa

Figura 3: Capas de la piel es esta figura se observa las capas de la piel Fuente. MedlinePlus
(2019)

Herida

La herida es el resultado de la ruptura de la superficie de la piel, causada muchas
veces por un objeto cortante. Las lesiones tisulares se reparan mediante la
regeneracion del tejido lesionado se la pérdida del tejido es poco importante suele
bastar con aproximar los bordes de las heridas, pero se la herida es de mayor

consideracion la curacién se prolonga mas tiempo. Bosch (2016).

Clasificacién de herida

a. Heridas abiertas: Son las heridas que permanecen por mayor tiempo sin cerrar
tienen mayores de infecciones, se observa separacion de tejidos blandos de la
piel.

b. Heridas cerradas: Son heridas producidas por el golpe, produciendo una
hemorragia en la piel (hematoma) y deben tratarse rapidamente para que no se
compromete la funcion de un drgano y la circulacion sanguinea.

c. Heridas simples: Son heridas que no ocasionan ningin dafio importante en el
6rgano por ejemplo los arafiazos.

d. Heridas complicadas: Son heridas profundas generalmente con lesiones en la
piel, musculo, tendones, nervios y vasos sanguineos pueden presentar

perforacion visceral.
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e. Heridas limpias: Son heridas de inflamacion minima que no estan infectadas
generalmente son cerradas.

f. Heridas contaminadas: Son heridas que muestran inflamacion, que han
interrumpido la técnica estéril por lo general son accidentales.

g. Heridas infectadas o sucias: Son heridas de tejidos muertos con signos de

infeccion clinica, como los drenajes purulentos. Michua (2018).

Cicatrizacion

La cicatrizacion es la reparacion de procesos interactivos y dindmicos, cuya
secuencia se superpone en el tiempo. Con la finalidad de cicatrizacion y se divide
en tres fases (inflamatoria, proliferativa y remodelacion tisular).

a. Fase inflamatoria

Es la fase de vasoconstriccion rapida, hemostasia inmediata, y una vaso dilatacion
que permite la llegada rapida de las células circulantes al foco de la herida y va
depender de diferentes factores como prostaglandinas, histaminas y derivados de
complementos (C3a y C5a),también polimorfonucleares neutréfilos y monocitos,
son atraidos hacia la herida gracias a las sustancias proinflamatorias como las
citosinas por el complemento de los productos de degradacién de fibrina y las
moléculas adherentes que expresan selectinas en el endotelio. Y los leucocitos
permite que se refuercen sus interacciones con las células endoteliales, los
neutrofilos son los primeros en llegar hasta las heridas en donde libera una enzima
proteolitica como colagenasas Yy elastasa favoreciendo la penetracion de las células
garantizando la limpieza de lesién y su efecto antiinfeccioso local, fagocitados por
los macréfagos presentes en la herida por la citosina antiinflamatoria que ejerce

funcién inmunomoduladores. Senet (2016).
b. Fase proliferativa

Conocido también como la tercera etapa de cicatrizacion, fase inflamatoria y
precursora de la fase tisular se inicia el tercer dia y dura 15 a 20 dias, donde aparece
una barrera protectora con el objetivo de aumentar los procesos regenerativo

evitando el proceso infeccioso este se caracteriza por la activacion de angiogénesis
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y migracion de fibroblastos, quiénes facilitan la formacion de matriz extracelular

provisional. Guarin (2015).

¢c. Remodelacion tisular

Ultima etapa donde comienza la fibroplasia y contintia por meses. La célula
principal es el fibroblasto que produce la fibronectina, &acido hialuronico,
proteoglicano y colageno durante la fase de reparacion que sirve de base para la
migracion celular y suporte tisular. El acabo de un afio o mas el colageno tipo il
que se depositd durante la reparacion es remplazado por tipo uno similar al que
tenia la dermis originalmente. Guarin (2015).

2.3. Marco conceptual

Planta

Las plantas son seres vivos pluricelulares que fabrican su propia materia organica,
por lo general de color verde y no son capaces de desplazarse de un lugar a otro.
Munray (2016).

Droga

Sustancias quimicas de origen natural, sintético o semi- sintético que, al ser
ingerida por una persona, puede producir cambios fisiologicos, psicolégicos o de
conducta. OMS (2018).

Principios activos

Son sustancias quimicas que tienen actividad terapéutica. Pala (2017).
Sesquiterpenos

Compuestos quimicos con 15 atomos de carbono y tres isopreno, la mayoria
presentan unidn regular cabeza cola, Se distribuyen ampliamente en aceites
esenciales. Abdulkhaleq (2018).

Inflamacion

La inflamacion es una defensa de las células animales contra ciertas lesiones o

infecciones microbianas. Girén (2018).
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Antimicrobiano

Sustancias quimicas que actuna contra los microorganismos impidiendo su
multiplicacion y desarrollo. Lindy (2006).

Etnofarmacoldgicas

Es la integracion de diferentes especialidades (botanica, quimica extractiva
estructural, farmacologia experimental y clinica) que estudia de modo cientifico las
formas terapéuticas atribuidas por el saber tradicional a todo tipo de productos
naturales. Lindy (2006)

Fibronectina

Son proteina gque se caracterizan por unirse a compuestos de carga negativa como la
heparina o el DNA, a carga positiva como las poliaminas y a otros tan variados
como el colageno y el fibrindgeno. Lindy (2006).

Fibroplasia

Produccion de tejido fibroso en algunos procesos organicos, como la cicatrizacién
de una herida. Lindy (2006).

Proteoglicano

Molécula compuesta por la union covalente entre una cadena de aminoacidos y uno

o varios glicosaminoglicanos sulfatados. Girén (2008).

2.4. Hipdtesis y variables
2.4.1. Hipotesis general
a. El extracto hidroalcohdlico de hojas de Copaifera paupera (Herzog)
Dwyr (Copaiba) preparado en forma de gel tiene efecto cicatrizante en

ratones albinos

2.4.2. Hipotesis especificas
a. La concentracion del extracto hidroalcohdlico de hojas de Copaifera
paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) preparado en forma de gel que tiene
mejor efecto cicatrizante en ratones albinos es de 15%
b. El efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) preparado en forma de

gel es significativo respecto al Cicatricure® en ratones albinos
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2.4.3. Operacionalizacion de variables e indicadores
Tabla 1
Operacionalizacion de las variables
Variables Definicion operacional Dimensiones o indicadores
aspecto
Independiente Los componentes activos Fitoquimica Flavonoides,  esteroides
Gel a base del o metabolitos secundarios y/o triterpenoides,
extracto identificados en extractos alcaloides, = compuestos
hidroalcohdlico de plantas medicinales fendlicos, taninos,
de Copaifera suelen brindar beneficios azucares reductores,
paupera terapéuticos variados en grupo amino libre,
(Herzog) Dwyr beneficio de la salud Prueba de glicosidos
(Copaiba) humana como es el caso solubilidad
de curacion de heridas Agua, etanol, metanol,
acetato de etilo,
cloroformo
Dependiente Los modelos de animales Induccién de % de efecto cicatrizante

Efecto

cicatrizante

de experimentacion son

muy empleados para

valorar la actividad

biolégica de diferentes

sustancias de  origen
vegetal y brindan
importante  informacion

cientifica para el uso
seguro y eficiente de
productos naturales y en
el futuro sirvan de sustrato
para  elaboracion  de

fitomedicamentos

heridas a ratones

albinas

Concentracion

del gel

5%
10%
15%

La tabla 1 indica la Operacionalizacion de variables fuente: elaboracién propia
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CAPITULO 111
METODOLOGIA

Tipo y disefio de investigacion

El tipo de investigacion fue aplicativo, nivel explicativo, disefio experimental
prospectivo y transversal. Es aplicado porque se desarrolla en un determinado
contexto y los resultados son aplicados a una situacion objetiva y explica el
fundamento de los mismos. Fue experimental porque se trabajé con grupos
controles y grupos de prueba, se manipul6 la variable independiente y la seleccion
de la muestra fue de tipo probabilistico. Es prospectivo porque las observaciones
se realizaron segun tiempo de evolucién de la cicatrizacién de heridas segun
tratamiento aplicado. Fue transversal porque se realizd una sola medida al

culminar el proceso experimental. Oliveros (2018).

Descripcion del método y disefio

3.2.1. Recoleccion de las hojas de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba)
Las hojas frescas de la planta de Copaiba, se recolectaron en el mes de abril
del afio 2019 en la Ciudad de Yurimaguas, capital de la provincia de Alta
Amazonas en el departamento de Loreto ubicado a 148 msnm. Las hojas
seleccionadas fueron desprovistas del polvo con escobilla de cerdas
delgadas, luego se embalaron en cajas de carton y se trasladaron a
laboratorio de investigacion de la Universidad Interamericana para el

Desarrollo.

3.2.2. Preparacion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Copaifera
paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) (Método CYTEC. 1995)
Las hojas seleccionadas de Copaiba fueron deshidratadas en la estufa de aire
circulante a 40 °C durante 72 horas, seguido se tritur6 en molino de cuchilla
de acero inoxidable hasta polvo homogeéneo vy fino, el cual se pesé 100 g y
se macer0 en solvente hidroetanol 70% por 10 dias a temperatura ambiente
en frasco &mbar se agitd cada 12 horas, posterior se filtré con papel de filtro
N° 40, luego, el filtrado se coloco a la estufa a 40 °C hasta evaporacion total

del solvente y se obtuvo el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
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Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba), luego se almacené en frasco

de vidrio protegido de la luz y el calor, se refriger6 hasta porterior uso.

Prueba de solubilidad y tamizaje fitoquimico. Método Lock (2016).

Se pes6 5 mg de extracto seco de hojas de Copaiba y se coloc6 en 8 tubos
de ensayo para observar la solubilidad se afiadié solventes de diferentes
polaridades: Agua, etanol, metanol, cloroformo, acetona, butanol, hexano,
acetato de etilo. La valoracion de solubilidad se realizd segun lo siguiente:
Muy soluble (+++), soluble (++), poco soluble (+) e insoluble (-).

Para el tamizaje fitoquimico se pesd 40 mg de extracto seco de hojas de
Copaiba, se disolvié en 20 mL de metanol, luego se afiadié 1 mL en cada
tubo de ensayo y seguido se agreg0 V gotas de recativos especificos para
identificacion de metabolitos secundarios.

Tabla 2

Reactivos de marcha fitoquimica

Reactivo Constituyentes quimicos
1. Popoff Alcaloides

2. Wagner Alcaloides

3. Dragendorff Alcaloides

4. Mayer Alcaloides

5. Bertrand Alacaloides

6. Sonnesnschein Alcaloides

7. Lieberman Burchard Triterpenoides y/o esteroide
8. Shinoda Flavonoides

9. Gelatina Taninos

10. Tricloruro férrico Compuestos fendlicos

11. Rosenhein Leucoantocianidinas

12. Ninhidrina Aminoacidos libres

13. Fehling Ay B AzUcares reductores

14. Control

Abundante (+++), Regular (++), Poco (+), Ausencia (-)

Tabla 2 indica los reactivos que se utiliz6 en la marcha fitoquimica fuente: elaboracion

propia
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3.2.4. Determinacién del efecto cicatrizante del extracto hidroalcohélico de las

hojas de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) preparado en
forma de gel. Método Vargas (2007)

Se emplearon 30 ratones albinos, 15 hembras y 15 machos, con peso entre
14a 25 gr, adquiridos en el Instituto Nacional de Salud (INS), fueron
aclimatados durante 4 dias a 23 °C, 60 % de humedad, ciclo luz/oscuridad
12 horas. Se formaron 5 grupos de ratones en forma aleatoria. Todos los
ratones fueron depilados en el tercio superior de lomo con crema depiladora
Vett®. 24 horas después se realiz6 un corte de 1 cm en la zona depilada con
la ayuda de un bisturi. Seguido se aplico los tratamientos por via tdpica cada
12 horas durante 7 dias, cada grupo recibié un tratamiento diferenciado

como se indica.

Grupo A Control gel base
Grupo B GEHHCP 5%
Grupo C GEHHCP 10%
Grupo D GEHHCP 15%
Grupo E Cicatricure®

GEHHCP=Gel a base del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Copaifera
paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba)

Luego de los 7 dias de tratamiento, los animales fueron sacrificados y se
realizo la prueba de tension de apertura de herida mediante un dinamometro,
el porcentaje del efecto cicatrizante en cada grupo se calculé segun la
siguiente expresion:

% de efecto cicatrizante = (100*GT/GC) — 100|

GT = Grupo tratado GC = Grupo control

Asimismo, se obtuvo muestra de piel de cada raton para realizar estudio
histologico segun técnica de laboratorio anatomopatoldgico.

3.2.5. Materiales, equipos y reactivos

MATERIALES:

Beacker de vidrio de 250ml y 100ml

Algodon ckf 500gr
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e Gasa medica 10X10cm

e Papel filtro whatman n 40

e Bagueta de vidrio gotero de plastico
e Frasco de vidrio color &mbar de un litro
e Guantes de latex descartable

e Mascarilla descartable

e Gorro descartable

e Pipeta de vidrio 1ml,2ml,5ml y 10 ml
e Propipeta de goma

e Mortero y pildn de porcelana

e Espatula de metal

e Tubos de ensayo de vidrio 13X100ml
e Probeta de 100ml

Jaula de metal

EQUIPOS

e Balanza analitica

e Balanza triple brazo

e Estufa marca Memmert
e Molino casero

e Cocinilla eléctrica

REACTIVOS.
e \Wagner
e Popoff

e Mayer
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e Draggendorf
e Shinoda
e Cloruro férrico

e Bouchardat

e Gelatina

e Ninhidrina
e Fehling A-B
e Molish

e Agua

e Etanol

e Metanol

e Cloroformo

e Acetona

e Acetate

e Cicatricure®

Extracto hidroalcoholico de Copaifera paupera (copaiba)

3.3. Poblacién y muestra
- Poblacién vegetal: Planta de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba)
- Poblacién animal: 30 ratones albinos, 15 hembras y 15 machos con peso entre
14a25¢g
- Muestra vegetal: Extracto hidroalcohdlico de las hojas de Copaifera paupera
(Herzog) Dwyr (Copaiba) preparado en forma de gel
- Muestra animal: 5 grupos de ratones albinos ambos sexo (n=6), a cada grupo se

administré un tratamiento distinto
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Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos
La técnica fue la observacion el cual se realizé a cada muestra de estudio
Los instrumentos fueron elaborados Ad hoc para recoleccién de datos de prueba de

solubilidad, tamizaje fitoquimico y efecto cicatrizante

Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Los datos obtenidos fueron registrados en el paquete en hoja de calculo de Excel,
luego se migré al paquete estadistico SPSS versién 20. Se realizé el analisis
ANOVA (Andlisis de varianza) de una sola via, se realiz6 también analisis
descriptivo, comparaciones multiples de Tukey, analisis de Duncan, se trabajon con
95% de significancia (p<0.05), los resultados fueron expresados en promedio =+

error estandar.
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CAPITULO IV
PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Presentacion de resultados

Ensayo de solubilidad

Tabla 3
estudio preliminar de la Prueba de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de hojas

de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba)

SOLVENTE SOLUBILIDAD
1. Agua -
2. Etanol +
3. Metanol +++
4. Cloroformo +++
5. Acetona ++
6. Acetato de etilo ++

Muy soluble (+++), Soluble (++), Poco soluble (+), Insoluble (-)

Figura 4. Solubilidad del extracto hidroalcoh6lico de hojas de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr
(Copaiba) Fuente. Elaboracién propia
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El extracto hidroalcohodlico de hojas de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba)
resultd tener buena solubilidad en metanol y cloroformo, soluble en acetona y acetato

de etilo, poco soluble en etanol e insoluble en agua (tabla 3 y figura 4).

Marcha fitoquimica

Tabla 4
estudio preliminar de Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de hojas de

Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba)

Reactivo Constituyentes quimicos Resultado
1. Popoff Alcaloides -
2. Wagner Alcaloides +
3. Dragendorff Alcaloides ++
4. Mayer Alcaloides -
5. Bertrand Alacaloides ++
6. Sonnesnschein Alcaloides ++
7. Lieberman Burchard Triterpenoides y/o esteroide -
8. Shinoda Flavonoides
9. Gelatina Taninos
10. Tricloruro férrico Compuestos fenolicos +++
11. Rosenhein Leucoantocianidinas ++
12. Ninhidrina Aminoacidos libres -
13. FehlingAy B Azlcares reductores -
14. Control

Leyenda: Abundante (+++), Regular (++), Poco (+), Ausencia (-)

Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohélico de hojas de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr

(Copaiba) Fuente. Elaboracién propia

En el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr
(Copaiba) se identificaron metabolitos secundarios en mayor proporcion compuestos
fenolicos, en regular proporcion leucoantocianidinas y alcaloides, en poca proporcion

taninos y flavonoides como se aprecia en la tabla 4 y figura 5.
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Figura 5. Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohélico de hojas de Copaifera paupera (Herzog)

Dwyr (Copaiba) Fuente. Elaboracion propia

Ensayo de tension de apertura de herida en el efecto cicatrizante

Tabla 5

Promedio de tensién de apertura de herida en el efecto cicatrizante del gel a base
del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr
(Copaiba)

Intervalo de
Desviacion confianza para la Efecto
n Promedio estandar mediaal 95% Minimo Maximo cicatrizante

Limite Limite (%)

inferior superior
Contol o 567 3830 5465 6269 54 63 0
Gel Base
o MO 6 eg17 6242 6L62 7472 60 75 16%
COONCP 6 8217 11805 6978 9456 67 95 40%
COUNCP 6 11067 12728 9732 12402 85 117 88%
Cicatricure 6 104.83 14.345 89.78 119.89 76 113 78%

n=Ndmero de animales por grupo  GEHHCP=Gel a base del extracto hidroalcohélico de las hojas
de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) Fuente. Elaboracién propia

% de efecto cicatrizante = (100*GT/GC) — 100|

GT = Grupo tratado GC = Grupo control
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En la tabla 5 y figura 6, se aprecia que el GEHHCP 15% tiene mayor efecto
cicatrizante en ratones albinos (88%) y es significante (p<0.05) respecto a las otras
dosis del GEHHCP 5% (16%); GEHHCP 10% (40%) y del grupo control gel base
(p<0.05). Asi tambien el grupo GEHHCP 15% tiene mayor efecto que los tratado con

el Cicatricure® (78%), sin embargo esta diferencia no es significante (p>0.05).

Porcentaje de efecto cicatrizante

88

100 - 78
o 80 -
£ 60 - 40
] il
5 40 16
S 0 ﬂ
0

Control Gel GEHHCP 5% GEHHCP GEHHCP Cicatricure
Base 10% 15%

Grupos de tratamiento

Figura 6. Porcentaje del efecto cicatrizante del gel a base del extracto hidroalcohélico de las hojas de

Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba)

Tabla 6
Analisis ANOVA del efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba)

Suma de Media .
cuadrados ol cuadratica : <llgk
Inter-grupos 12221.533 4 3055.383 27.249 .000
Intra-grupos 2803.167 25 112.127
Total 15024.700 29

Anélisis ANOVA del efecto cicatrizante del extracto hidroalcoholico de las hojas de Copaifera

paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) Fuente. Elaboracién propia

En la tabla 6 se observa que los promedios de la prueba de tension de apertura de
herida en los grupos de tratamiento son diferentes, es decir, que por lo menos uno de

los grupos tiene efecto cicatrizante en ratones.
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Estudio histologico de herida en el efecto cicatrizante

Tabla 7
Indicadores de evaluacion del estudio histolégico del efecto cicatrizante del extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba)

Neoangiogenesi

Inflamacién Fibrosis Cicatrizacion
S
Grupos
Lev Lev Moderad
Moderado No Leve Leve Moderado
e e 0
Control gel
X X X X
base
GEHHCP
X X X X
5%
GEHHCO
X X X X
10%
GEHHCO
X X X X
15%
Cicatricure
X X X X

®

GEHHCP=Gel a base del extracto hidroalcoholico de las hojas de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr

(Copaiba) Fuente. Elaboracion propia

En la tabla 7 y figura del 7 al 11 se observa escasa inflamacion en los grupos del
GEHHCP 10% y 15%, existe mayor inflamacion en el grupo GEHHCP 5%. La
fibrosis se presentd hasta 50% de la muscular en los grupos GEHHCP 5% y 10% y
hasta 90% en el grupo GEHHCP 15%. Existe ausencia de neoangiogénesis en el
grupo GEHHCP 5% mientras que en los grupos de GEHHCP 10%, 15% vy
Cicatricure® existe presencia de neoangiogénesis. En todos los grupos de
tratamiento existe cicatrizacion leve, excepto en el grupo GEHHCP 15% existe

mayor cicatrizacion respecto a los otros grupos tratados.
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Figura 7. Histologia de piel del grupo control gel base Fuente. Elaboracién propia

Figura 8. Histologia de piel del grupo GEHHCP 5% Fuente. Elaboracion propia

Figura 9. Histologia de piel del grupo GEHHCP 10% Fuente. Elaboracion propia
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Figura 10. Histologia de piel del grupo GEHHCP 15% Fuente. Elaboracion propia

Figura 11. Histologia de piel del grupo GEHHCP 15% Fuente. Elaboracion propia
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4.2. Prueba de hipotesis
4.2.1. Hipotesis general

H1: El extracto hidroalcoholico de hojas de Copaifera paupera (Herzog)
Dwyr (Copaiba) preparado en forma de gel tiene efecto cicatrizante en
ratones albinos
HO: El extracto hidroalcohdlico de hojas de Copaifera paupera (Herzog)
Dwyr (Copaiba) preparado en forma de gel, No tiene efecto cicatrizante en
ratones albinos.
Tabla 8
Andlisis de Duncan de los grupos de tratamiento en el ensayo de efecto

cicatrizante

Subconjunto para alfa = 0.05

Grupos n L 5 3
Control Gel Base 6 58.67
GEHHCP 5% 6 68.17
GEHHCP 10% 6 82.17
Cicatricure 6 104.83
GEHHCP 15% 6 110.67
Sig. 133 1.000 349

N=Ndmero de ratones por grupo GEHHCP=Gel a base del extracto hidroalcoholico de las

hojas de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) fuente: elaboracion propia

En la tabla 9 se aprecia que al comparar el grupo de Cicatricure® con los
grupos tratados con el extracto se prueba que el GEHHCP 15% tiene efecto
cicatrizante similar (p>0.05) al Cicatricure® y efecto diferente (p<0.05)
respecto al control y las otras concentraciones del extracto. Asi también se
prueba que el GEHHCP 10% tiene efecto cicatrizante y es significante
respecto al control (p<0.05). El efecto del grupo del GEHHCP 5% es similar
a lo observado con el grupo control gel base. Se observa que al menos dos
grupos (GEHHCP 10% y 15%) tienen efecto cicatrizante.

Por lo expuesto se acepta la hipotesis H1.
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Hipdtesis especificas
H1: La concentracion del extracto hidroalcohdlico de hojas de Copaifera
paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) preparado en forma de gel que tiene mejor

efecto cicatrizante en ratones albinos es de 15%.

HO: La concentracion del extracto hidroalcohdlico de hojas de Copaifera
paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) preparado en forma de gel que tiene mejor

efecto cicatrizante en ratones albinos No es de 15%.

Tabla 9
Comparaciones multiples segln test de Tukey de los grupos de tratamiento en

el ensayo de efecto cicatrizante

. . Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de

(1) Grupos (J) Grupos o Error tipico Sig. Limite Limite
s (=) inferior superior
g;’;‘;m' Gel 52.000 6.114 000* 34.05 69.95
ceucp | CEHHCPS®% 42500 6.114 000* 24.55 60.45
15%
e 28.500 6.114 001* 10.55 46.45
Cicatricure 5.833 6.114 873 1212 23.79

GEHHCP=Gel a base del extracto hidroalcoholico de las hojas de Copaifera paupera
(Herzog) Dwyr (Copaiba)
*p <0.05

Fuente. Elaboracion propia

En comparaciones multiples de test de Tukey se prueba que el grupo del
GEHHCP 15% tiene mayor efecto cicatrizante y es significante respecto a las
otras concentraciones del extracto de Copaiba (p<0.05), sélo respecto al
grupo Cicatricure® su efecto es similar (p>0.05). Por tanto, se aprueba la

hipdtesis H1 y se rechaza la hipétesis HO.
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H2: El efecto cicatrizante del extracto hidroalcohodlico de hojas de Copaifera
paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) preparado en forma de gel es significativo

respecto al Cicatricure® en ratones albinos

HO: El efecto cicatrizante del extracto hidroalcoh6lico de hojas de Copaifera
paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) preparado en forma de gel No es

significativo respecto al Cicatricure® en ratones albinos

Tabla 10
Comparaciones multiples segln test de Tukey de los grupos de tratamiento en
el ensayo de efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de hojas de

Copaifera paupera (Herzog) Dwyr

. . Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de

(1) Grupos (J) Grupos medias (1-J) Error tipico Sig. Limite Limite
inferior superior
control Gel 46.167 6.114 000 28.21 64.12
ase
GEHHCP 5% 36.667 6.114 .000 18.71 54.62
Cicatricure
GEHHCP 22.667 6.114 .008 471 40.62
10%
GEHHCP -5.833 6.114 873* -23.79 12.12

15%

GEHHCP=Gel a base del extracto hidroalcoholico de las hojas de Copaifera paupera
(Herzog) Dwyr (Copaiba)
*p >0.05

Fuente. Elaboracién propia

Segln lo expuesto en la tabla 10 de analisis de Tukey se prueba que al
comparar los efectos cicatrizantes del extracto hidroalcoholico de hojas de
Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) respecto al Cicatricure no es
significante (p>0.05) en al menos en uno de los grupos del extracto, en este
caso comparado con el grupo GEHHCP 15%. Quiere decir que el GEHHCP
15% tiene similar efecto cicatrizante que el Cicatricure®. Por lo expuesto se

acepta HO y rechaza la hipotesis H2..
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4.3. Discusion
La cicatrizacion de heridas puede ser facilitada por aplicacidn topica o sistémica de
productos naturales con propiedades medicinales, los componentes fitoquimicos
bioactivos tales como taninos, alcaloides, flavonoides, saponinas, compuestos
fendlicos obtenidas de plantas medicinales tienen funcién especifica sobre las
propiedades de cicatrizacion, asi tenemos que las saponinas contribuyen en la sintesis
de pro-colageno, los taninos, flavonoides o compuestos fenolicos actuarian
eliminando radicales libres en la membrana celular y ayudan a restablecer la piel o
mucosa dafiada. Ibrahim, (2018) La planta de Copaiba crece en la selva peruana y
popularmente es usado el aceite obtenida de sus tallos por sus propiedades
medicinales anitulcerosos, anitinfeccioso, antireumatico. Da Trindade (2018). En el
presente trabajo se estudio al gel elaborado a base del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Copaifera Paupera (Herzog) Dwyr, en el extracto se identifico metabolitos
secundarios como compuestos fendlicos, leucoantocianidinas, alcaloides, taninos y
flavonoides (tabla 3 y figura 7). Estos resultados son compatibles con la buena
solubilidad del extracto en metanol (tabla 2, figura 6) el cual indica que los
componentes activos tienen caracter polar y por tanto facilita la solubilidad por
formacion de puentes de hidrogeno. Mirghazanfan, (2019) indica que los taninos
favorecen la epitelizacion y contribuyen a la formacién neoangiogénesis y los
compuestos fenolicos disminuyen el proceso inflamatorio en el lugar de la lesion
dérmica. Wang (2017) refieren que los taninos facilitan el cierre de heridas
probablemente por aumento de células fibroblasticas y facilitar la sintesis de
colageno en piel. Estos mecanismos estarian involucrados en el efecto cicatrizante
mostrado por el extracto de hojas de Copaiba preparado en forma de gel. Se observo
que el efecto dependié de la concentracion del gel, es decir que la concentracion del
gel al 15% tuvo mejor y significativo efecto que la concentracion del 10% y 5%
(p<0.05) y comparado con el Cicatricure® el efecto fue similar (p>0.05) segln se
aprecia en la tabla 3. El estudio de cortes histoldgicos comprueba el efecto
cicatrizante por disminucion de la inflamacion, aumento de fibrosis y
neoangiogénesis en especial en el grupo que fue tratado con la concentracion del gel
del extracto al 15%. Samadi, et al. (2017) prepararon crema al 10 y 20% a base de
Cucurbita moschata y observaron curacion de heridas por aumento de migracion y

proliferacion celular, es decir aumentd la epitelizacion en piel dafiada. Herrera.
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(2017) en su estudio de extractos etanolico de corteza de Colletia spinosissima
indican que el efecto cicatrizante se debe a la produccion de coladgeno en tejidos
epiteliales por accion de taninos, alcaloides y flavonoides luego de aplicacion tdpica
en heridas inducidas a ratas albinas. Los mecanismos descritos estarian asociados al
efecto cicatrizante hallado en nuestro estudio. Conclusion, se comprobd que el gel
elaborado a base del extracto hidroalcohdlico de hojas de Copaifera paupera
(Herzog) Dwyr (Copaiba) tuvo efecto cicatrizante en ratones albinos corroborado

mediante prueba tensiométrica y estudios histoldgicos.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

v

Se comprobd que el gel elaborado a base del extracto hidroalcohodlico de las hojas
de Copiafera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) tiene efecto cicatrizante en
ratones albinos el cual fue comprobado mediante prueba tensiométrica y estudios
hitol6gicas

Se identifico en el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Copiafera paupera
(Herzog) Dwyr  (Copaiba) presencia de  compuestos  fendlicos,
leucoantocianidinas, alcaloides, taninos y flavonoides y que tendrian funcion
especifica en el proceso de cicatrizacion de heridas

La concentracion del gel elaborado a base del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Copiafera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) que evidencié mejor efecto
cicatrizante fue del 15% el cual diferente y significante respecto a los otros grupos
tratados con el gel a base del extracto en estudio

La concentracion del gel al 15% a base del extracto hidroalcoholico de las hojas
de Copiafera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) resultd tener efecto similar
respecto al grupo tratado con Cicatricure®, es decir los efectos cicatrizantes de

ambos grupos no fueron significantes.

5.2. Recomendaciones

v

Realizar investigacion de extractos de hojas de Copaiba para valorar el
mecanismo de accidn del proceso de cicatrizacion de heridas

Realizar investigaciones de toxicidad a dosis repetidas de extractos de hojas de
Copaiba y valorar indicadores bioquimicos, hematoldgicos y anatomopatoldgicos
Realizar investigaciones clinicas de extractos de hojas de Copaiba para proponer
formulacién de fitofarmacos e incorporarlo a la terapéutica de cicatrizacion de

heridas
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Anexo A. Matriz de consistencia

ANEXOS

PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES METODOLOGIA
GENERAL GENERAL GENERAL Vi Enfoque: Cuantitativo
1 ¢El extracto hidroalcohdlico | 1. Comprobar el efecto | 1. El extracto Tino v disefio del estudio. Experimental
de hojas de Copaifera paupera | cicatrizante del extracto | hidroalcohélico de hojas | Extracto Fitoquimicos Compuestos poy - EXP

(Herzog) Dwyr (Copaiba)
preparado en forma de gel
tendra efecto cicatrizante en
ratones albinos?

ESPECIFICOS

1.;Qué concentracion  del
extracto hidroalcohdlico de
hojas de Copaifera paupera
(Herzog) Dwyr (Copaiba)
preparado en forma de gel
tendra mejor efecto
cicatrizante en ratones albino?

2. ¢Tendra efecto cicatrizante
el extracto hidroalcohdlico de
hojas de Copaifera paupera
(Herzog) Dwyr (Copaiba)
preparado en forma de gel en
forma significativa respecto al
Cicatricure® en  ratones
albinos?

hidroalcohdlico de hojas
de Copaifera paupera
(Herzog) Dwyr (Copaiba)
en ratones albinos

ESPECIFICOS

1. Determinar la
concentracion del extracto
hidroalcohdélico de hojas
de Copaifera paupera
(Herzog) Dwyr (Copaiba)
preparado en forma de gel
con mayor efecto
cicatrizante en ratones
albinos

2. Determinar si el efecto
cicatrizante del extracto
hidroalcohdlico de hojas
de Copaifera paupera
(Herzog) Dwyr (Copaiba)
preparado en forma de gel
es significativo respecto al
Cicatricure® en ratones
albinos

de Copaifera  paupera
(Herzog) Dwyr (Copaiba)
preparado en forma de gel
tiene efecto cicatrizante en
ratones albinos

ESPECIFICAS

1. La concentracion del
extracto hidroalcoholico de
hojas de Copaifera paupera
(Herzog) Dwyr (Copaiba)
preparado en forma de gel
que tiene mejor efecto
cicatrizante en ratones
albinos es de 15%

2. El efecto cicatrizante del
extracto hidroalcohoélico de
hojas de Copaifera paupera
(Herzog) Dwyr (Copaiba)
preparado en forma de gel
es significativo respecto al
Cicatricure® en ratones
albinos

hidroalcoholico de
hojas de Copaifera
paupera (Herzog)
Dwyr (Copaiba)

VD

Efecto cicatrizante

Concentracion del
gel

Prueba de
apertura de herida

Via de
administracion

Cortes
histolégicos

fendlicos, taninos,
leucoantocianidinas,
esteroides y/o
triterpenoides,
flavonoides,
alcaloides, azlcares
reductores,
aminoacidos

5%
10%
15%

% de efecto
cicatrizante

Topica

Fibrosis
Inflamacion
Neoangiogénesis
Cicatrizacion

preclinico, aplicado y explicativo

Técnica

Observacion

Instrumento
Ad hoc

Poblacién
30 ratones albinos

Planta de Copaifera paupera (Copaiba)

Muestra
5 grupos de 6 ratnoes cada uno

Extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Copaifera paupera (Copaiba) preparado

en forma de gel (EHHCP)
Grupos experimentales
1) Control gel base

I1) GEHHCP 5%

111) GEHHCP 10%

IV) GEHHCP 15%

V) Cicatricure®
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Anexo B. Instrumento de recoleccion de datos para medir la tension del efecto cicatrizante
del GEHHCP. en ratones albinos

Tratamiento Grupo Tension

GEL BASE

GEHHCP 5%

GEHHCP 10%

GEHHCP15%

CICATRICURE

OO oror1 o1 o1 Ol BB BREDROWOWOOWOWWWWNDNDNDNMNNMNNNDNNREFPREPPREPRE

GEHHCP=Gel a base del extracto etanolico de las hojas de Copaifera paupera (Herzog)

Dwyr (Copaiba)



Instrumento de marcha fitoquimica para realizar estudio preliminar y reconocer metabolitos secundarios

Constituyentes

Reactivo o Resultado

quimicos

1. Wagner Alcaloides

2. Popoff Alcaloides

3. Mayer Alcaloide

4. Dragendorff Alcaloide

5. Shinoda Flavonoides

6. Tricloruroférrico Compuestos

7. Burchard Esteroides ylo

8 Ninhidrina triterpenoides

9. FehlingAyB Aminoacidos libres

) AzUcares reductores
10. Gelatina + NaCl

11. Molisch Taninos
Glicosidos
Leyenda: Presencia (+) Ausencia (-)

Andlisis de la marcha fitoquimica de extracto hidroalcohélico de las hojas de Copaifera paupera

“Copaiba”. Fuente: Elaboracién propia



Instrumento de prueba de solubilidad

Solvente Solubilidad
1. Agua +
2. Etanol ++
3. Metanol +++
4. Cloroformo +++
5. Acetona +++
6. acetato +++

Fundamento: muy soluble +++, soluble ++, poco soluble +, insoluble -.

Fuente: Elaboracién propia

46



47

Anexo C. Datos de prueba de tension de apertura de herida

Tratamiento Grupo Tension

1 55
54
57
61
62
63

GEL BASE

61
60
69
72
72
75

GEHHCP 5%

67
69
84
85
93
95

GEHHCP 10%

85
112
116
117
117
117

GEHHCP15%

76
106
110
112
113
112

CICATRICURE

OO oror ot ot ol BB DEEDDOOOOWWWWNDNDNDNMNNMNNMNDNIFPREPPRPPRERPRE

GEHHCP=Gel a base del extracto etanolico de las hojas de Copaifera paupera (Herzog)

Dwyr (Copaiba)



Anexo D. cronograma del programa experimental
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MESES

Setiembre | Octubre | Noviembre | Diciembre | Enero | Febrero
SEMANAS

234123 1/2(3/4|1/2/3|4 2|3 34

Identificacion
taxondmica

Obtencion del
extracto
hidroalcohdlico

Proceso de la
marcha fitoquimica

Prueba de
solubilidad

Preparacién de gel

Prueba de
cicatrizacion

Analisis de datos

Resultados

Informe
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Anexo E. Testimonios fotograficos del efecto cicatrizante de hojas de Copaiba

-

¢ s
S z +

Figura 12. Recoleccion de hojas de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba) en la ciudad de

Yurimaguas

Figura 13. Ratones albinos inducidos a heridas para evaluar el efecto cicatrizante del gel elaborado a base

del extracto hidroalcohélico de las hojas de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba).
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Figura 14. Elaboracion del gel a base del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Copaifera paupera

(Herzog) Dwyr (Copaiba).

Figura 15. Aplicacion de los tratamientos para evaluar el efecto cicatrizante del gel elaborado a base del

extracto hidroalcoholico de las hojas de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba)
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Figura 16. Prueba de tensién de apertura de herida en el efecto cicatrizante del gel elaborado a base del

extracto hidroalcohdlico de las hojas de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba)

Figura 17. Obtensidon de muestras de piel para estudio histolégico en el efecto cicatrizante del gel elaborado

a base del extracto hidroalcoho6lico de las hojas de Copaifera paupera (Herzog) Dwyr (Copaiba)



Copaifera paupera (copaiba)

INFLAMACION FIBROSIS
NO LEVE | MODERADO SEVERO NO LEVE | MODERADO SEVERO
GEL BASE X X
GEHHCP 5% X X
GEHHCP 10% X X
GEHHCP 15% X X
CICATRICURE® X X
NEOANGIOGENESIS ESTADIO CICATRIZACION
NO LEVE | MODERADO SEVERO LEVE MODERADO SEVERO VICIOSA _ |
GEL BASE X X
GEHHCP 5% X X
GEHHCP 10% X X
GEHHCP 15% X X
CICATRICURE® X X
LAMINAS DE HISTOLOGIA
RATONES CODIGO
GEL BASE B1
GEHHCP 5% A3
GEHHCP 10% A4
GEHHCP 15% B4
CICATRICURE® A5
GEL BASE (B1)

Figura 18. Estudios estologicos de la piel.
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GEHHCP 5% (A3)

GEHHCP 10% (A4)

GEHHCP 15% (B-4)

Figura 19. Estudios estologicos de la piel

HIPO!
M

EDICO ANA
CMP: 37954

£ VILCAPAZA

ATAMAR!

TOMOPATOLOGO
RNE: 26550
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CICATRICURE® ( A5)

CUADRO Copaifera paupera (copaiba)

INFLAMACION | FIBROSIS NEOANGIOGENESIS CICATRIZACION
GEHHCP 5% PRESENTE HASTA 50 % DE AUSENTE ADECUADA
LA MUSCULAR
GEHHCP 10% ESCASO HASTA 50 % DE LA PRESENTE ADECUADA
MUSCULAR
GEHHCP 15% ESCASO HASTA 90 % DE LA PRESENTE ADECUADA
MUSCULAR

Figura 20. Estudios estologicos de la piel.

RNE: 26550
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Anexo F: juicio de expertos

Anexo F: juicio de expertos

FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO POR JUICIO DE EXPERTOS

l. DATOS GENERALES » < % ’ : % ) X
14 Apellidos y nombres del experto: \Bf\t’\ AUACA . OICVANA
1.2 Grado académicos: ......... a2 e il = " U
1.3 Cargo e institucién donde labora: \.DL:A
14  THOIO'AS IAINVESTGACION .. oncneressecsnsmssunsasasssnsstisassiieessss i ssaesaaam oo n oo s saaas s RS v T VT T
1.5 AUtOT OB INSITUMBNTOE oxoiessvesdisnsiossimsaimsps iR s s risas s ass i A S
1:6; Nombreidelinstiumenton o iastn i it Setsss il ( sspssishiss susatssg adesghagaesassidvasy
INDICADORES CRITERIOS CUALITATIVOSICUANTITATIVOs | Deficiente | Regular | Bueno Buonast. | Excelente
0-20% 21-40% 41-60% 80% 81-100%
1.  CLARIDAD Esta formulado con lenguaje apropiado. g 5
2.  OBJETIVIDAD Esta expresado en conductas observables. Q Q
3. ACTUALIDAD Adecuado al alcance de ciencia y tecnologia. g {
4. ORGANIZACION Existe una organizacion légica. (8 1
’ 5 X )
5.  SUFICIENCIA Comprende los aspectos de cantidad y calidad.
6. INTENCIONALIDAD Adecuado para valorar aspectos del estudio. 8 %/
Basados en aspectos Tedricos-Cientificos y del f?
7. CONSISTENCIA R 2
8. COHERENCIA EntyeL .los indices, indicadores, dimensiones y f 3
9. METODOLOGIA La estrategia responde al propdsito del estudio. ? 8
Genera nuevas pautas en la investigacion y C%
10 'GONVEMIENTIA construccioén de tearias. Q
SUB TOTAL X 36 a1
TOTAL 3
VALORACION CUANTITATIVA (Total x 0.20) : ....... g’g*q D ........

VALORACION CUALITATIVA:: ...
OPINION DE APLICABILIDAD: ..... A\

irma y Posfirma del é?er»toh
DNI: %86 17755



Anexo G: constancia de taxonomia de copaiba

i Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA Kok i
yos'a ¥ VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO | iy P

§ T MUSEO DE HISTORIA NATURAL

N ======""" UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS ? 100

“Afio de la lucha contra la corrupcién y la impunidad”

CONSTANCIA N°140-USM-2019

El JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL,
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA
QUE:

La muestra vegetal (planta estéril) recibida de Edgar Quispe Crispin; estudiante de la
Universidad Interamericana para el Desarrollo, ha sido estudiada y clasificada como:
Copaifera paupera (Herzog) Dwyr y tiene la siguiente posicién taxonémica, segin el
Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988).
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE: ROSIDAE
ORDEN: FABALES
FAMILIA: CAESALPINIACEAE
GENERO: Copaifera
ESPECIE: Copaifera paupera (Herzog) Dwyr

Nombre vulgar: “Copaiba”
Determinado por: Mg. Hamilton Beltran Santiago

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
estime conveniente.

Lima, 08 de mayo de 2019

fs. L5
=)

O A. . CANO ECHEVARRIA

HERBARIO SAN MARCOS (USM)

ACE/ddb

Anexo H: certificado sanitario de ratones albinos
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INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS
COORDINACION DE BIOTERIO

CERTIFICADO SANITARIO N° | 301-2019
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Producto . Ratdn albino Lote N°  © M-45-2019
Espacie . Mus masculus Cantidad : 26
Copa . Balvo/CNPB Edad - 1 mis %
Peso : 15a249 Sexo : macho (12)
hembra (13)
Gulas de © 038334 Destno . Quispe Crispin, Edgar
romision
Chorrilios : 07-11-2018

*Referencia - PR.T-CNPB-153, Procedimionto para el ingreso, Cuarentena y Control
Sanitario para Animales de Experimentacion.

Chorrilios, 07 de noviembro dol 2019

(Fecha de emisidn del certificado)
ﬂ‘w‘—,&\ ¢
MV Arturo Rosales Femnandez
NOTA: El Boterio no se hace CMV.P. 1586




