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RESUMEN

Introduccion. Desde la antigiiedad, el hombre ha buscado diferentes métodos para
el tratamiento de las heridas. En San Rafael, Coxcatlan, Puebla, la corteza de la
especie Ceiba aesculifolia subsp parvifolia, es utilizada por los pobladores de la
localidad para aliviar heridas que no pueden cicatrizar. En la region se le conoce a
esta especie como “Pochote”. Una herida consiste en una lesion en alguna parte
del cuerpo que dafia las estructuras anatomicas y funcionales normales a
consecuencia de un trauma. Para su restauracion, se lleva a cabo un proceso
llamado cicatrizacion que consiste en tres fases: inflamacion, proliferacion y
maduracion, las cuales son secuenciales y simultaneas establecidas dentro de un
tiempo determinado, que intenta devolver la integridad anatomica, funcional y
estética de los tejidos lesionados dejando una cicatriz. El objetivo de este trabajo
fue corroborar cientificamente la eficacia cicatrizante de los extractos de C.

aesculifolia subsp parvifolia.

Metodologia. Por maceracion se obtuvo el extracto metandlico (MeOH1) de la
corteza y con una particién se obtuvieron las fracciones hexanica (H) y metandlica
libre de compuestos no polares (MeOH2). De MeOH1 y MeOH2 se evalud: la
actividad antimicrobiana (método de difusién en agar de Kirby-Bauer), la capacidad
antioxidante (método de reduccion del radical 2,2-Difenil-1-Picrilhidracil), fenoles
totales (Follin-Ciocalteu) y flavonoides totales (cloruro de aluminio) y se realizd una
cromatografia liquida de alta resolucién HPLC. Se utilizaron ratones machos (Mus
musculus), de la cepa CD1 de 6-8 semanas de edad, a cada raton se le hizo un
corte aproximadamente de 1cm en la region dorsal. Todos los tratamientos (extracto
metandlico al 5%, 10%, 20%, Recoverdén NC, gel a base de carbopol) se aplicaron
por via topica cada 12 horas durante 10 dias. Un lote de ratones se utilizé para
evaluar la cicatrizacion por el método tensiométrico y otro para el analisis

histoldgico.
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Resultados. MeOH1 y MeOH2 presentaron actividad antibacteriana y antifangica
(sobre las cepas Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,Salmonella
typhimurium,Vibrio cholerae y Candida albicans ), la capacidad antioxidante obtuvo
una CAs0=13.72ug/mL para MeOH1 y CAs0=16.72 pg/mL para MeOH2 y esta
relacionada con la cantidad de fenoles y flavonoides totales. MeOH1 y MeOH2
presentaron fenoles con una concentracién de 440 mg eAG/g, para los flavonoides
se obtuvo una concentracién en MeOH1 de 6.0ug eQ/g y para MeOH2 de 5.3 ug
eQ/g. En cuanto a la cromatografia liquida de alta resolucion HPLC se encontrd que
el compuesto predominante fue la catequina y las concentraciones de 5% y 10 %
presentaron el 60% y 100% de eficacia cicatrizante, lo cual se confirmé realizando
la histologia de los diferentes tratamientos y corroboré que el extracto MeOH1

favorece el proceso de cicatrizacién en heridas superficiales.

Conclusion. El extracto de Ceiba aesculifolia. subsp. parvifolia favorece la actividad

cicatrizante.
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INTRODUCCION

Desde la antigiiedad, el hombre ha buscado diferentes métodos para el tratamiento
de las heridas, acelerar el proceso de cicatrizacion de esas lesiones, ya que entre
mas rapido y eficaz sean, menores seran las molestias para ellos y rapidamente

recobraran su buen estado de salud (Rodriguez y Gonzalez 2011).

Una herida se puede definir como una lesion en alguna parte del cuerpo que dafia
las estructuras anatémicas y funcionales normales a consecuencia de un trauma, la
lesion puede ocurrir por cualquier tipo de fuerza mecanica o térmica que rompen la
piel (Teller y White 2016). Independientemente del tipo de herida que se trate y de
la extension que abarque la pérdida de tejido, en cualquier curacién de una herida
ocurren tres fases que se solapan en el tiempo y no se pueden disociar unas de
otras. Cuando se produce la herida empieza la cicatrizaciébn que es un proceso de
reparacion ordenado con una secuencia de eventos bioldgicos, establecida dentro
de un tiempo determinado, que intenta devolver la integridad anatoémica, funcional

y estética de los tejidos lesionados dejando una cicatriz (Sepulveda y Carolis 2005).

Esta serie de eventos complejos son activados a partir del dafio producido y esta
orientado a estimular el crecimiento, reparacion y remodelacion del tejido, lo que
permite el restablecimiento de las caracteristicas fisicas, mecanicas que favorecen
las condiciones normales del tejido. El proceso de cicatrizacion es una secuencia
de eventos que depende de la dinamica celular del tejido lesionado y circundante
estas células permiten la liberacion de factores de crecimiento y citocinas para llevar
a cabo la reparacion en tres fases: aguda o inflamatoria, proliferacion celular y

remodelacion tisular (Corredor et al., 2013).

Con la hemostasia se inicia de inmediato la inflamacién la cual se presenta con los
signos fisicos de eritema, calor, edema y dolor. La inflamacién representa una
dilatacion de los vasos sanguineos, con aumento de su permeabilidad, y el
reclutamiento de los leucocitos hacia el foco de lesion y se detiene la hemorragia
por medio de las plaquetas y de la formacion de fibrina. Los episodios inflamatorios
estdn dominados secuencialmente por los neutréfilos y los macréfagos, los dos

asumen la funcién critica de desbridamiento (es la eliminacion de tejido infectado,
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dafiado o muerto para que la herida pueda sanar correctamente) pero los
macréfagos también fomentan el reclutamiento y la activacion de células necesarias
para las etapas posteriores de la cicatrizacion. Aunque se sabe bien que las células
inflamatorias regulan la reparacion de la matriz del tejido conjuntivo, hoy en dia se
han precisado los mensajeros de la regulacion de diversas citocinas y factores de

crecimiento y la activacion de células migratorias (Figura 1). (Teller y Therese 2016).

En la proliferacion los episodios inflamatorios llevan al desbridamiento de la herida,
una vez desbridada, la cicatrizacion entra en una fase de reparacion en este
periodo, una vez que empieza a enviar las respuestas agudas de la hemostasia e
inflamacion. Se coloca un andamio para la reparacion de la herida mediante la
angiogenia, la fibroplasia y la epitelizacion esta fase se caracteriza por la
proliferacion celular (fibroblastos y coldgeno) con el objetivo de que se vuelvan a
formar los vasos destruidos y se rellene la zona defectuosa mediante tejidos de

granulacion (Seymour y Schwartz 2000).

Finalmente, la maduracion y remodelacién son los eventos de reparacion que
comienzan con la hemostasia y la creaciéon de un coagulo de fibrina-fibronectina,
esta fase se caracteriza por la formacién, organizacion y resistencia que obtiene el
tejido al formar la cicatriz, lo cual se obtiene de la contraccion de la herida generada
por los miofibroblastos y la organizacién de los paquetes de colageno. Todos los
eventos anteriores intervienen para la reparacion del tejido lesionado, los cuales son
dirigidos por factores de crecimiento generados por células implicadas tales como
los queratinocitos, fibroblastos y células inflamatorias, estos factores actian en cada
una de las etapas del proceso de cicatrizacion el cual es dinamico y estd mediado
por proteinas solubles (citocinas y factores de crecimiento) y células encargadas de
la proliferacion celular para el restablecimiento del tejido lesionado (Corredor et.al.,
2013).

13



FASE INFLAMATORIA 3.°" DIA

Coagulo de fibrina

Macrofago
Neutrofilo
TGF-1
TGFR.x
Tapén EGF
plaquetario VEGF
PDGEBB
TGF1
PDGFE AB

Figura 1. Tercer dia de la fase inflamatoria (Tomado de Teller y Therese 2016).

Los farmacos empleados para la reepitelizacion o aumento de la fuerza tensil de
las heridas, pueden clasificarse bajo el criterio de su aplicacion, generalmente es
toépica para aquellos que se utilizan en ungientos o cremas. lgualmente hay
farmacos de uso parenteral, que incluyen via oral, intramuscular e inyecciones
directas en los sitios o alrededor de las heridas (Valencia, 2010). Sin embargo, a
través de los afios, tanto médicos como la industria farmacéutica se han abocado
en la busqueda de un cicatrizante topico ideal, seguro y eficaz para su uso con
minimos o nulos efectos adversos para el paciente (Anduaga y Sanchez 2005),
pero la mayoria de estos medicamentos que estan en el mercado poseen costos

elevados o0 son pocos accesibles para los pacientes.

Por lo que una alternativa es la medicina tradicional ya que se ha utilizado desde
hace miles de afos y es considerada como el conjunto de conocimientos, técnicas
y practicas fundamentadas en las teorias, creencias y experiencias de diferentes
culturas y que se utilizan para mantener la salud, prevenir y tratar enfermedades,
abarcando una amplia variedad de terapias y practicas que varian entre paises y
entre regiones (OMS 2016).
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La OMS estima que alrededor del 80% de la poblacion mundial, ubicada en
regiones con bajo desarrollo e ingresos limitados, hace uso de la medicina
tradicional como alternativa de atencidén primaria de varios problemas de salud,
utilizando procedimientos que involucran el uso de extractos de plantas o sus
principios activos ya que son accesibles y mas baratos que los productos
farmacéuticos (Bermudez et al., 2005; Schlaepfer y Mendoza-Espinoza., 2010).
México es considerado como uno de los paises con mayor diversidad de biota en
todo el mundo, posee el cuarto lugar en cuanto a su diversidad de plantas
fanerégamas, con aproximadamente 30,000 especies que representan entre el 10
y 12% del total mundial (Alanis et al., 2004).

Las plantas han desarrollado diversas estrategias para combatir las condiciones de
estrés biotico y abidtico, tales como el dafio ocasionado por heridas y el ataque por
insectos 0 microrganismos patdgenos, éstas sintetizan enzimas que degradan la
pared celular de microrganismos, ademas, tienen la capacidad de inactivar toxicos
de origen microbiano. Otra estrategia utilizada es la proteccion quimica, en la cual
la planta produce metabolitos secundarios (MS) con actividad antimicrobiana, en
contra de herbivoros, o con actividad antioxidante (Croteau et al., 2000). Algunos
de los metabolitos de las plantas presentan propiedades especificas que permiten
que el hombre los utilice como agentes terapéuticos para tratar algunas
enfermedades. Particularmente, algunos son activos contra parasitos, bacterias,

levaduras y virus (Avalos y Perez-Urria 2009).

El conocimiento, estudio y utilidad de estos metabolitos ha propiciado el desarrollo
de la fitoquimica a través de la incorporacién de nuevas técnicas de extraccion,
purificacion e identificacion de moléculas biolégicamente activas, como materia
prima para la fabricacion de productos farmacéuticos, cosméticos, nutracéuticos y

agropecuarios (Pabon y Hernandez, 2012).
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En la actualidad se conocen aproximadamente 20,000 estructuras de metabolitos
secundarios que por su composicion quimica son clasificados en dos grupos
principales: nitrogenados y no nitrogenados. Los metabolitos secundarios que
contienen nitrégeno incluyen a los alcaloides, aminoacidos no proteicos, aminas,
glucésidos cianogénicos y glucosinolatos. Los Metabolitos Secundarios no
nitrogenados se dividen en terpenoides, poliacetilenos, policétidos, vy
fenilpropanoides (Sepulveda et al., 2003).

Dentro de los compuestos fendlicos, los flavonoides son uno de los mas grandes
grupos de metabolitos secundarios, se ubican principalmente en las hojas y en el
exterior de las plantas, apareciendo soélo rastros de ellos en las partes de la planta
por encima de la superficie del suelo. Los flavonoides son compuestos fendlicos
constituyentes de la parte no energética de la dieta humana. Se encuentran en
vegetales, semillas, frutas y en bebidas como vino y cerveza. Se han identificado
mas de 5000 flavonoides diferentes (Martinez et al., 2002). Al consumirlos
obtenemos de ellos propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas,
antitrombdéticas, antialérgicas, antitumorales, anticancerigenas y antioxidantes
(Escamilla et al., 2009).

La familia Bombacaceae comprende 20 géneros y alrededor de 180 especies. Un
ejemplo de estas propiedades se encuentra en la especie Ceiba aesculifolia subsp.
parvifolia la cual se distribuye en varios estados de la republica Méxicana como:
Guerrero, Morelos, Puebla, Oaxaca, Tabasco y Yucatan (Reyes et al., 2004). Se

han realizado estudios de las propiedades fitoquimica, sin embargo, son escasos.

La corteza de esta especie es utilizada por los pobladores de la localidad de San
Rafael, Coxcatlan, en la medicina tradicional en el tratamiento de la diabetes,
enfermedades renales, tumores, gastritis y para aliviar heridas (Canales et al.,
2005). Por lo que se ha considerado como una de las especies de importancia
econOmica. Ademas, se reportan 12 usos diferentes, entre la gente de las
comunidades de San José Tilapa, San Rafael y Coxcatlan, Puebla, de las cuales

destacan el uso: comestible (raices, semillas y flores) y forraje.
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En la actualidad, la poblacion local en el Valle de Tehuacan se consumen semillas,
raices y flores de C. aesculifolia subsp. parvifolia. Ademas, el tallo y las ramas se
utilizan como lefia, las flores como cebo para cazar ciervos, fruto mesocarpio similar
al algodon como relleno de almohadas y los picos de corteza para la elaboracion

de artesanias (Carranza, 2000).

Hay antecedentes sobre diferentes usos y formas en las que utilizan en general
Ceiba, como su comprobada actividad antibacteriana, sin embargo, este es el
primer trabajo que pretende corroborar cientificamente el uso de Ceiba aesculifolia
subsp. parvifolia sobre la regeneracion epitelial y asi tener un sustento cientifico

que valide su uso tradicional.

Como se puede observar en el Cuadro 1, son escasos los estudios sobre especies

del género Ceiba relacionado con sus propiedades medicinales.

En particular de C. aesculifolia subsp. parvifolia, con respecto a sus propiedades
medicinales. So6lo se han realizado 3 trabajos sobre sus propiedades
antimicrobianas. Por lo antes mencionado, la relevancia del presente trabajo es
contribuir al conocimiento sobre esta especie comprobando cientificamente su

actividad cicatrizante.
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Cuadro 1. Antecedentes del género Ceiba

PARTE
ESPECIE UTILIZADA ACTIVIDAD BIOLOGICA LUGAR REFERENCIA
Se registraron dos nuevas isoflavonas,
pentandrin (1) y el glucésido
. Extracto ; ;
Ceiba metanélico de pentandrin (2), se aislaron de la corteza Camerin Ngounoua et al.,
pentandra. madre de Ceiba pentandra junto con - 2000
la Corteza . : L
sitosterol y su 3- O -B3- D -glucopiranosido,
gue se aislo por primera vez de esta planta.
Se administro el extracto acuoso de la
. Extracto corteza a ratas diabéticas (inducida por .
Ceiba ; . o . Ladeji et al.,
acuoso de la estreptozotocina) y causo una reduccion Nigeria
pentandra o 1 s . 2003
Corteza estadisticamente significativa en el nivel de
glucosa. El extracto no fue téxico.
Ceiba - . :
e Reportan la actividad antibacteriana del San Rafael
aesculifolia Extracto 1 . .
0 extracto metanolico de la corteza sobre: Coxcatlan, Canales et al.,
subsp. metanolico de : S
o Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Puebla 2005
parvifolia corteza : S o
Bacillus subtilis y Vibrio cholera.
rose
Se realizé un estudio entonoboténico para
Ceiba conocer las formas de uso que se le da a
aesculifolia i Ceiba aesculifolia subsp. parvifolia, se Valle de Avendafio et al.,
subsp. reportdé 12 maneras diferentes pero el Tehuacén. 2006
parvifolia consumo y comercializacion de las semillas
son los mas importantes.
Se realiz6 un
extrac;t_o Se obtuvo actividad en cepas de bacterias
: metandlico " )
Ceiba (Gram positivas y Gram negativas) y no
P crudo y : y: A 4 San Rafael,
aesculifolia 0 tienen actividad antifiingicas. Ademas, se 2 Orozco,
metandlico : o ) . . ; Coxcatlan,
subsp. . identificaron: fenilpropanoides, cumarina, 2010
o libre de ; . : Puebla
parvifolia terpenoides e isoflavonas en las fracciones
compuestos o ; ;
con actividad antibacteriana
no polares de
la corteza
Celba . EXtr,a.CtO Se registroé la actividad antimicrobiana de la | San Rafael,
aesculifolia metanolico de ; 5 o~ o A Franco,
. fibra del “pochote” Ceiba aesculifolia subsp. Coxcatlan,
subsp. la fibra del P . 2014
o parvifolia de San Rafael, Coxcatlan, Puebla. Puebla
parvifolia pochote
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢El extracto metanolico de C. aesculifolia subsp parvifolia tendra un efecto

cicatrizante?

HIPOTESIS

Si la corteza de C. aesculifolia subsp. parvifolia es empleada en la medicina
tradicional para aliviar heridas infectadas, gastritis, Ulceras y se ha comprobado
cientificamente que tiene actividad antibacteriana, entonces se espera que

favorezca el proceso de cicatrizacion en un modelo murino de cicatrizacion.
OBJETIVO GENERAL

*Determinar la actividad cicatrizante del extracto metandlico de Ceiba aesculifolia

subsp. parvifolia.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el rendimiento del extracto.

2. Corroborar la actividad antimicrobiana del extracto MeOH1 y fraccion MeOH?2.
3. Determinar la capacidad antioxidante.

4. Cuantificar el contenido de fenoles y flavonoides totales.

5. Determinar la composicion quimica usando una cromatografia liquida de alta

resolucién (HPLC).

6. Evaluar la capacidad cicatrizante mediante el método tensiométrico de Vaisberg.

7. Determinar la actividad cicatrizante a nivel histologico.
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MATERIAL Y METODOS

Colecta del material vegetal

Las cortezas de C. aesculifolia subsp. parvifolia fueron colectadas en San Rafael,
Coxcatlan, Puebla (Apéndice 2), se deposité un ejemplar en el herbario IZTA para

su identificacion y numero de colecta (RRL146).

Obtencion de los extractos.

El extracto de la corteza se obtuvo por el método de maceracion (Dominguez,
1979). Se peso la corteza seca y se colocaron en trozos en un matraz, se obtuvo el
extracto metanolico crudo (MeOH1) de la corteza, el cual se filtrd y destil6 a presion
reducida en un rotavapor. El extracto se colocé en un recipiente de vidrio con la
finalidad de completar la evaporacion del solvente. Para obtener la fraccion
metandlica libre de compuestos no polares (MeOH2), el extracto crudo (MeOH1) se
sometio a una particiéon con hexano. El rendimiento se determind por diferencia de

peso con relacion al peso seco de la planta.
Evaluacion de la actividad antimicrobiana

En el cuadro 2 se muestra la lista de los microorganismos empleados.
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Cuadro 2. Cepas utilizadas para evaluar la actividad antimicrobiana.

TIPO CEPA Clasificacion, serotipos o donadas por:
Staphylococcus aureus Donada por la CUSI caso clinico
GRAM + Staphylococcus .
. o Donada por la CUSI caso clinico
epidermidis
o Donada por las Fes Cuautitlan a través de
Salmonella typhimurium
la Profa. Maria de Jesus Sanchez Onofre
GRAM - Escherichia coli Donada por la CUSI caso clinico 1
Escherichia coli Donada por la CUSI caso clinico 2
Vibrio cholerae Caso clinico
_ ) ATCC 32354 laboratorio de analisis
LEVADURA Candida albicans

clinicos de la FESI

La evaluacion de la actividad antibacteriana se realizé de acuerdo con la técnica de

difusion en agar de Kirby-Baler (Apéndice 3), para las bacterias se utilizaron

sensidiscos con 2 mg de ambos extractos (MeOH1 y MeOH2), como control positivo

se utilizaron sensidiscos impregnados con cloramfenicol (25ug por disco). Para las

levaduras se utilizaron sensidiscos impregnados con nistatina (25ug por disco) y

2mg de ambos extractos (Cole,1994; Vanden Berghe y Vlietinck,1991; Beer y

Sherwood,1945 y CLSI,2012)
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Evaluaciéon de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se evalu6 con el método de reduccién del radical 2,2-
difenil-1-picrilhidracil (DPPH). Método modificado de Murillo (2006). Para la
determinacion de la Concentracion Antioxidante Media (CAso), se utilizaron las
siguientes concentraciones: 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80,90 y
100 ppm. Como control positivo se utilizdé quercetina a las mismas concentraciones
gue el compuesto problema. Como blanco se utilizaron pozos con 200 pL de MeOH
grado HPLC y se determind la absorbancia a 540 nm en un lector de ELISA (Okusa
et al., 2007) (Apéndice 4).

Contenido de fenoles totales

Para el contenido de fenoles totales se midié por espectrofotometria con base a una
reaccion colorimétrica de 6xido-reduccion, utilizando el reactivo de Follin-Ciocalteu
como agente oxidante (Apéndice 5). Se realiz6 una curva de calibracién de acido
galico con las concentraciones: 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL. La concentracion
que se utilizo para el extracto fue de 50 pg/mL y se interpolé en la curva patrén de
acido galico. Después de dos horas de reacciébn a temperatura ambiente, se
determiné la absorbancia a 760 nm. Cada concentracién se determiné por triplicado

(método modificado de Singleton et al., 1999).

Contenido de flavonoides totales

La determinacion del contenido de flavonoides totales se llevo a cabo por el Método
de Dowd (Apéndice 6) se prepar6 una solucion de AICIs al 2%. Se realiz6 una curva
patron de quercetina a diferentes concentraciones (1-100 pg/mL) y una
concentracion del extracto de 0.2 mg/mL. Las absorbancias se determinaron a 415
nm. Los resultados se expresaron como equivalentes de quercetina/g de extracto

(Ramamoorthy y Bono,2007).
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Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Se realiz6 en un cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion marca Hewlett Packard,
Agilent Technologies series 1100 con un detector de arreglo de diodos (DAD por
sus siglas en inglés y equipado con el software Agilent Chem-Station for LC.
Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC por sus siglas en inglés), utilizando
una columna Allsphere ODS-1, de 250 x 4.6 mm, tamafio de particula de 5Sum.
Corrida isocratica con mezcla de MeOH-acetonitrilo-agua destilada 'y HzPO, (25-25-
50; 0.1%), flujo de ImL/min. Detector de arreglo de diodos (DAD a longitud de onda
de 280 nm con barrido completo de 200-400 nm). Se inyectan 30 pyL y entran al
aparato 20 pL (flop 20 pL).

EFECTO CICATRIZANTE

GRUPOS EXPERIMENTALES

Se utilizaron ratones machos (Mus musculus), de la cepa CD1 de 6-8 semanas de
edad, se obtuvieron del Bioterio de la FES-Iztacala UNAM, se mantuvieron en un
ambiente libre de patdgenos bajo la norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.
Los ratones fueron distribuidos en 7 grupos experimentales (n= 6 ratones por

grupo), que fueron los mismos para todos los ensayos, los cuales fueron:
1. Piel sin lesion
Grupos con lesion
2. Sin tratamiento (sin gel, ni extracto)
3. Control positivo (Recoverén NC)
4. Control negativo con gel a base de carbopol.
5. Extracto metanolico MeOH1 al 20%
6. Extracto metanolico MeOH1 al 10 %

7. Extracto metandlico MeOH1 al 5%
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Se evaluo el efecto cicatrizante por medio del método tensiométrico, para lo cual se
les depilé con la crema depiladora Veet para piel sensible 24 horas antes del
experimento. El dia del ensayo, los ratones se anestesiaron inhalado Isoflurano al
5% en una cadmara de anestesia (Hawk et al., 1999). Posteriormente se les practico
un corte de 1 cm. de largo aproximadamente en la piel depilada siguiendo la
simetria del animal, utilizando un bisturi del nimero 5. La incision se realiz

considerando todas las capas de la piel (epidermis, dermis e hipodermis).

Las sustancias a evaluar (extracto y controles) se aplicaron de forma tdpica,
disueltos en gel a base de carbopol, en las concentraciones ya mencionadas, Para
el caso del control positivo (Recoverén NC), este fue aplicado utilizando un hisopo
estéril hasta cubrir la herida en su totalidad. Los tratamientos fueron aplicados cada
12 horas, durante 10 dias.

La fuerza o tension en gramos en que abre la herida en el proceso de cicatrizacion,
fue medida utilizando un dinamdémetro con escala de 100 y 500 g. Para lograr la
medicidn se utilizaron ganchos de metal, los cuales fueron insertados en la piel
periférica a la herida, a los que se sujetd el dinamémetro que se tensé hasta
observar la apertura de la herida y en ese momento se tomé la lectura del

dinamoémetro en gramos.
HISTOLOGIA

Se obtuvieron las muestras de piel del area de la herida aproximadamente 1cm;
posteriormente se fijaron en formol y se deshidrataron en alcoholes de
concentracion creciente hasta llegar a etanol absoluto. Después, el tejido se pasé
por solventes intermediarios como xileno, en donde las muestras suelen
transparentarse, para después ser incluidas en parafina, constituyendo asi los
blogues histolégicos que fueron cortados con el micrétomo. Los cortes fueron de 4
micras y se colocaron en el portaobjetos pasandolos por un bafio de flotacién para

estirar el tejido.
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Tincion Hematoxilina — Eosina

Para realizar la tincion, los cortes se colocaron 24 horas antes en un horno para ser
desparafinados por medio de calor. Posteriormente se hidrataron los cortes
realizando lavados con xilol y alcoholes en orden decreciente y finalmente con
agua, después los cortes se dejaron 5 minutos en Hematoxilina, pasado ese tiempo,
se hicieron lavados pasando por agua amoniacal y después se colocaron en Eosina
por 5 minutos para continuar con la deshidratacion de los cortes con alcoholes en
forma creciente para finalmente ser montados y 24 horas después estan listos
determinar por microscopia la herida ademas de observar fotograficamente si cerré

la herida de todos los tratamientos.

ANALISIS ESTADISTICOS

Se realizaron andlisis estadisticos (ANOVA de dos vias) para determinar si existe
alguna diferencia significativa, entre la actividad antimicrobiana de los extractos MeOH1
y MeOH2 de la corteza sobre bacterias Gram (+) y Gram (-) y (ANOVA de una via) para
las levaduras.

Para el andlisis de la actividad antioxidante flavonoides, se realizaron regresiones,

utilizando la linea de tendencia que tenga un mejor ajuste (R?).
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RESULTADOS

OBTENCION DEL EXTRACTO

Las cortezas de C. aesculifolia subsp. parvifolia, se colectaron durante el mes de

Agosto del 2007, en San Rafael, Coxcatlan, Puebla. En el Cuadro 3 se muestran el

rendimiento obtenido del extracto MeOHL1 y los gramos colectados de la corteza.

Cuadro 3. Rendimiento del extracto MeOH1 de la corteza.

Material seco (g)

Peso del extracto (g)

Rendimiento

940.0

84.0

8.94%

En el Cuadro 4 se presenta la particion hexanica del extracto MeOH1 en donde se

observa que, de la particién del extracto, MeOH2 tuvo un mayor rendimiento en

comparacion con la fase no polar (extracto hexanico), lo cual indica que el extracto

presenta una mayor cantidad de compuestos de polaridad alta.

Cuadro 4. Rendimiento del extracto de la corteza.

Extracto crudo Fraccion MeOH 2 Fraccion H
MeOH 1 (g) g % g %
65.0 57.34 88.2 6.24 9.6
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La evaluacion de la actividad antimicrobiana del extracto MeOH1 y MeOH2 de C.
aesculifolia subsp. parvifolia mostr6 que ambos extractos tuvieron actividad
antimicrobiana siendo el extracto MeOH1 el que inhibid6 a un mayor nimero de
cepas, ya que tuvo actividad sobre 4 de 6 cepas bacterianas en una concentracion

de 2mg, asi como la actividad sobre la levadura como se observa en el cuadro 5.

En cuanto en el andlisis realizado (Figura 2) se observa que si hubo diferencias
significativas con respecto al control (cloranfenicol), sin embargo, no hay diferencias
entre los tratamientos ni para Gram (+) ni para Gram (-). Para la levadura, presenté
diferencia significativa en comparacion con el control (nistatina) y no hubo

diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (Figura 3).

El analisis detallado para cada una de las cepas bacterianas, mostré0 que para
Staphylococcus aureus si hubo diferencias significativas con respecto al control y
entre tratamientos no presentd ninguna diferencia, es decir los halos de inhibicion
de MeOH1 y MeOH2 fueron similares para esta bacteria (Figura 4). Sin embargo,
para S. epidermidis, si hubo diferencias significativas en comparacién con el control

y los tratamientos, MeOH1 mostro los mayores halos de inhibicién (Figura 5).

Para las bacterias Salmonella typhymurium (Figura 6) y Vibrio cholera (Figura 7) en
ambos casos existen diferencias significativas en cuanto al control, pero no en los
tratamientos, es decir MeOH1 y MeOH2 producen halos de inhibiciéon de diametros

similares.
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Cuadro 5. Actividad antimicrobiana de los extractos metanélico MeOH1, MeOH2

de la corteza de C. aesculifolia subsp. parvifolia.

Halos de inhibiciéon del extracto metandlico

Controles
BACTERIAS MeOH1 MeOH?2 00Ssitivos
2mg 2mg Cloranfenicol
Staphylococcus aureus 9.0+£0 9.0+£0 30.0+0
Staphylococcus 6.0£0 N/A 30.0+0
epidermidis
Salmonella 9.0+0 9.0+0 25.010
typhimurium
Escherichia coli (ccl) N/A N/A N/A
Escherichia coli (cc2) N/A N/A N/A
Vibrio cholerae (cc) 9.0+0 8.6+£0.57 26.0+0
LEVADURA 2mg 2mg Nistatina (mm)
Candida albicans 10.3+0.57 10.0+0 21.010

N/A: no presento actividad.
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Control MeOH1(2mg) MeOH2(2mg)

Halo de Inhibicién (mm)

Tratamientos

Figura 2. Efecto del extracto MeOH1 y MeOH 2 de C. aesculifolia subsp.parvifolia.
sobre bacterias Gram (+) y Gram (-).

* diferencia significativa con respecto al control, no hay diferencias entre los
tratamientos ni para GRAM+ ni para GRAM-.

Halo de Inhibicion (mm)

Tratamientos

Figura 3. Efecto del extracto MeOH1 y MeOH 2 de C. aesculifolia subsp.parvifolia.
sobre una levadura (Candida albicans).

* diferencia significativa con respecto al control, no hay diferencias entre los
tratamientos.
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Tratamientos

Figura 4. Efecto del extracto MeOH1 y MeOH2 sobre Staphylococuus aureus.

* diferencia significativa con respecto al control, no hay diferencias entre los
tratamientos.
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Figura 5. Efecto del extracto MeOH1 y MeOH 2 sobre Staphylococuus epidermidis.
* diferencia significativa con respecto al control.

*si hay diferencia significativa entre los tratamientos.
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Figura 6. Efecto del extracto MeOH1 y MeOH 2 sobre Salmonella tipymurium.

* diferencia significativa con respecto al control, no hay diferencias entre los

Halo de Inhibicién (mm)
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tratamientos.

CONTROL

MeOH1(2mg) MeOH2(2mg)

Tratamientos

Figura 7. Efecto del extracto MeOH1 y MeOH 2 sobre Vibrio cholera.

* diferencia significativa con respecto al control, no hay diferencias entre los

tratamientos.
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Se evalug la capacidad antioxidante de los extractos MeOH1 y MeOH2 de la corteza
del pochote mediante el método de reduccién de DPPH. Obteniendo los siguientes
resultados: C. aesculifolia subsp. parvifolia MeOH1 obtuvo una CAso de 13.72 ug/mL
y MeOH2 una CAsode 16.72 pg/mL (Figura 15,16). Como control positivo se ultilizo
quercetina (Figura 17), el cual es un antioxidante conocido, mostrando una CAso=
3.02 pg/mL. Podemos observar que ambos extractos presentaron reaccion para
reducir el DPPH y ademas su actividad antioxidante es fuerte de acuerdo al criterio
de Scherer y Teixeira (2009), en donde se menciona que si el valor del IAA (indice
de actividad antioxidante) es entre 1.0 a 2.0 la capacidad es fuerte. En comparacion
con la quercetina, que al ser un compuesto puro y un flavonol, presenté un I1AA de

9.93 considerada entonces su capacidad antioxidante como muy fuerte (IAA >2.0).

Cuadro 6. Capacidad antioxidante de ambos extractos.

Extracto CAso (ug/mL) IAA
MeOH1 13.72 2.18
MeOH2 16.72 1.79
Quercetina 3.02 9.93
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CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES
El resultado obtenido al cuantificar los fenoles totales de los extractos de C.

aesculifolia subsp. parvifolia se muestran en el cuadro 7.

Cuadro 7. Cantidad de fenoles de los extractos

EXTRACTO mg (eAG)/g
MeOH1 440
MeOH2 440

CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES

La concentracién total de flavonoides del extracto MeOH1 fue de 6.0 mg eQ/g y

MeOH2 5.3 eQ/g (equivalentes de quercetina por gramo de extracto). En el cuadro

8, se muestra la relacién que existe entre la concentracion de fenoles y flavonoides

con respecto a la capacidad antioxidante.

Cuadro 8. Resultados obtenidos de las tres pruebas realizadas

Extractos

MeOH1

MeOH2

Fenoles totales

440 mg (eAG)/g

440 mg (eAG)/g

Flavonoides totales

6.0 mg eQ/g

5.3 mg eQl/g

CAso

13.72 pg/mL

16.72 pyg/mL
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC).

De acuerdo con los resultados del HPLC, con base a los tiempos de retencion y el

espectro de absorcion bajo luz UV, el extracto presento catequina.

DADL B, Sgr2804 Ref=ff (FARVIA0ISI00RTEZAOLD)

8
411
i
(] )
=X e

2.083
12787

il

Figura 8. Cromatograma del analisis del HPLC del extracto MeOH1 de

C.aesculifolia.subsp.parvifolia
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Cuadro 9: Picos de absorbancia

Espectro

Tiempo de
. ) Compuesto
retencion (min)

Intensidad
(mAU)

DADY, 2.406 (2970 mAU, - ) of CORTEZA-001.D
mAU

2500

2000

1500

1000

500

T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360

380

2.406 Catequina

720

DAD1, 2.512 (2992 mAU,Apx) of CORTEZA-001.D
mAU

2500

2000 |

1500

1000

500

T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360

T
380

2.512 Catequina

870

DAD1, 2.686 (2806 mAU,Apx) of CORTEZA-001.D
mAU

2500

2000

1500

1000

500

T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360

T
380

2.686 Catequina

520
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mAU

2500

2000

1500 4

1000

500

DAD1, 3.039 (2554 mAU, - ) of CORTEZA-001.D

T T T T
0 220 240 260 280

3.039

Catequina

350

DAD1, 9.079 (38.5 mAU, - ) of CORTEZA-001.D

T T T T
0 220 240 260 280

9.079

Catequina

20

DAD1, 12.786 (14.8 mAU, - ) of CORTEZA-001.D

T T
200 220 240 260 280

12.786

Catequina
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METODO TENSIOMETRICO DE VAISBERG.

Evaluacion de la eficacia cicatrizante.

Se observo que para las tres concentraciones utilizadas (5%,10%
de una mayor fuerza medida en gramos para abrir la herida, en

,20%) se necesitd

comparacion con

control positivo Recoveron, entre las tres concentraciones solo la de 5% y 10% tuvo

diferencias estadisticamente significativas, es decir, que estas concentraciones

presentaron mejor eficacia cicatrizante. En comparacion con el

control positivo y

control negativo (gel) no presentaron diferencias significativas, es decir, que el gel

con el cual se disuelve el extracto, no intervino en el proceso de cicatrizacion (Fig.9).
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Tratamientos

Figura.9 Eficacia cicatrizante del extracto MeOHL1 de C. aesculifoli

a subsp.parvifolia.

* diferencias significativas en comparacién con el control positivo
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HISTOLOGIA

Se obtuvo una vision general de la herida de los diferentes tratamientos, en estos
se observaron las estructuras basicas, (Figuras10 y 11), en la piel sana (A) se
apreciaron las tres capas de la piel bien definidas (epidermis, dermis e hipodermis)
asi como un buen arreglo celular, por otro lado, en los tratamientos C y D se
presentd una regeneracion completa de la epidermis y de igual manera la formacién
de los vasos sanguineos, de manera contraria, en el control negativo (B) se observé
la formacion de la costra en la zona epidérmica, y como consecuencia la herida no

cerré en este tratamiento.

Figura.10 Cortes histoldgicos vistos a (10X) tincion hematoxilina eosina: (A) Piel
sana, (B) control negativo (C) control positivo, (D) Sin tratamiento.
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Fig.11 Se observan cortes histolégicos de las tres concentraciones de MeOH1 de

C. aesculifolia subsp.parvifolia vistos a 10x tincion hematoxilina eosina: (E)
20%,(F) 10%,(G) 5%.

En cuanto a las tres concentraciones del extracto MeOH1 (20,10 y 5%) en la
concentracion 20% (E) y 5%(G) aun no se distinguen bien la formacion celular sin
embargo podemos decir que el proceso de cicatrizacion esta retrasado por eso adn
no se observan las estructuras celulares. En el tratamiento 10%(G) se obtuvo
visiblemente un cierre mas estético como se aprecia en el registro fotografico

realizado durante el tratamiento (Apéndice 12).

En el tratamiento de 10% (F) hay un mejor arreglo celular ya que presenta epidermis
dermis e hipodermis completa, asi como la presencia de vasos sanguineos en

comparacion con la piel sana.
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DISCUSION

Los extractos elaborados a base de solventes organicos a partir de diferentes partes
de la planta como tallos, hojas, frutos, corteza, raices, contienen una mezcla de
metabolitos secundarios que poseen propiedades medicinales, por lo que su uso ha
sido validado cientificamente (Paiva et al., 2010). En el presente trabajo se comparo
la actividad antimicrobiana, antioxidante, contenido de fenoles y flavonoides, asi
como la realizacion de una cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para
obtener los compuestos que ayudaron a obtener una mejor eficacia cicatrizante y
observarlos a nivel histolégico, asi como la fuerza medida en gramos que se
necesitd para abrir la herida, tratando de validar de manera cientifica su uso

etnomedicinal.

La importancia de este trabajo radica en que por primera vez se ha evaluado
cientificamente el extracto de la corteza de C. aesculifolia subsp. parvofolia en el
proceso de cicatrizacién, concordando con el uso aplicado por los pobladores de
San Rafael Coxcatlan, ya que emplean la infusion del pochote aplicado de manera
tépica para curar heridas. Sin embargo, los pobladores llegan a confundir las
cortezas de C. aesculifolia subsp. parvifolia (Pochote) y J. adstringens
(Cuachalalate), ya que en algin momento de su desarrollo las cortezas de ambas
especies presentan ornamentaciones similares, provocando un uso medicinal
similar para el tratamiento de diabetes, dolor de rifilones, tumores, gastritis y aliviar
heridas (Canales et al., 2005). Por lo que en ocasiones utilizaron Ceiba aesculifolia

subsp. parvifolia en lugar de J.adstringens (cuachalalate).

Las cortezas se colectaron en San Rafael, Coxcatlan, Puebla, en el mes de agosto
del 2007, los resultados del rendimiento del extracto MeOH1 fue del 8.94% (cuadro
3), a este extracto se le realizdé una particion teniendo asi que el extracto MeOH2
fue el que tuvo mayor rendimiento con un 88.2% en comparacion al extracto
hexanico con 9.6% (Cuadro 4). Estos datos muestran que el extracto de la corteza

del pochote presenta una mayor cantidad de compuestos de naturaleza polar.
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Se evalulo la capacidad antibacteriana que poseen los extractos MeOH1 y MeOH2
sobre bacterias Gram positivas y negativas, (Figura 2) asi como una levadura,
(Figura 3) ya que la gente de San Rafael utiliza la corteza para curar heridas y dolor
de rifiones (Canales et al., 2005 y 2006). Se registré actividad antibacteriana sobre
las cepas Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae,
Candida albicans y Staphylococcus epidermidis como se observa en el cuadro 5, lo
cual concuerda con los resultados de Orozco et al., 2010 donde los extractos
MeOH1 y MeOH2 obtuvieron la misma actividad antibacteriana sobre las cepas
antes mencionadas. El hecho de comprobar que el extracto del pochote inhiba el
crecimiento de bacterias es muy importante, ya que al presentase una herida y
exponerse al medio ambiente se corre el riesgo de contraer una infeccion y
microorganismos como las bacterias, se pueden multiplicar, invadir, dafar tejidos,
retrasar el proceso de cicatrizacion y es necesario intervenir para que la situacion

no empeore y facilitar la cicatrizacion de la herida (WUWHS 2008).

Desde finales del siglo XIX se sabe que los patdgenos principales asociados a la
infeccion de las heridas son Staphylococcus aureus, especies de Streptococcuss, y
Pseudomonas aeruginosa (EWMA 2005). Aunque so6lo dos de estas bacterias estén
ligadas a problemas de la piel (Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis), (Figura 4 y 5) a las demas bacterias (Salmonella typhimurium y Vibrio
cholerae) (Figura 6 y 7) no se les resta importancia ya que también corroboran los
diferentes usos reportados por Canales et al. (2005) ya que es utilizado para curar
otras enfermedades como diabetes, dolor de rifiones, tumores y gastritis. Se quiso
corroborar que el extracto mantuviera esa capacidad antibacteriana y evitar una
posible infeccion debido a bacterias. La infeccibn de heridas es un tema de
importancia en la actualidad por diferentes motivos: la gravedad de las
consecuencias clinicas, la amenaza creciente de los microorganismos resistentes a
los antibidticos y los dafios producidos en el proceso de cicatrizaciéon. Por lo tanto,
es necesario obtener opciones terapéuticas basados en la medicina tradicional las
cuales beneficien el control de adquirir una posible infeccion. Ademas de que el
acceso a medicamentos de patente en algunos casos suele ser de costos muy

elevados e inalcanzables para poblaciones de poco o nulo acceso (EWMA 2005).
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Por otro lado, los radicales libres producidos en cantidades moderadas en el
organismo pueden ser neutralizados por el propio sistema. Ante un determinado
proceso oxidativo, los organismos suelen adaptarse rapidamente, en general, una
agresion oxidante de baja intensidad hace que una célula pueda resistir
posteriormente condiciones mas oxidantes (Quintanar y Calderon 2009). En el
cuerpo humano los procesos metabdlicos normales producen especies reactivas
del oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrdgeno (ERN) como subproducto para
llevar a cabo los procesos fisiologicos normales, los principales organelos que los
producen son las mitocondrias, los lisosomas, los peroxisomas, asi como la

membrana nuclear, citoplasmica y del reticulo endoplasmico (Majid et al., 2015).

En condiciones fisiolégicas normales, el organismo neutraliza las ERO a través de
varios mecanismos antioxidantes que involucran la produccion de enzimas
antioxidantes como la superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y otras,
para prevenir el dafio oxidante (Maldonado, 2010). Al presentarse la herida se dice
que ha ocurrido un dafio oxidativo y a su vez un exceso de radicales libres que
causara un dafo celular por lo que la regulacion de la reduccion y la oxidacién es
critica para la viabilidad celular, la proliferacion y la funcion del 6rgano (Birben et al.,
2012). Los radicales libres son utiles contra bacterias y virus, pero actian sobre el
organismo aun después de haber concluido sus funciones en el metabolismo normal
y en la lucha contra las infecciones. Sin embargo, el exceso de radicales libres se
neutraliza gracias a los mecanismos de defensa naturales del cuerpo (OPS, 2016).

La pérdida en este balance de 6xido-reduccion lleva a un estado de estrés oxidativo
y este estado se caracteriza por un aumento en los niveles de radicales libres y
especies reactivas, que no alcanza a ser compensado por los sistemas de defensa
antioxidantes causando dafio y muerte celular. Esto ocurre en patologias
degenerativas, de tipo infeccioso, inmune, inflamatorio, (Martinez, 2003). Por lo que,
durante los estados de infeccién, los macrofagos y los polimorfonucleares ejercen
su papel de defensa mediante un sistema enzimético de oxidacién y reduccién
presente en la membrana, responsable de la produccion de especies reactivas de

oxigeno y de nitrogeno. Las especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno son
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particularmente indispensables en la defensa antimicrobiana, debido a que logran
destruir los microorganismos mediante su capacidad oxidativa. Durante la
inflamacion aguda, las grandes cantidades de dichas especies liberadas permiten
activar los fagocitos, promover la vasodilatacion e inducir citotoxicidad (Lozada y
Garcia 2009).

Las especies reactivas en general, participan en algunas funciones biologicas
(proliferacion celular, diferenciacion celular, fagocitosis, metabolismo, reacciones
inflamatorias y se encuentran involucradas en diversas patologias) (Quintanar y
Calderon, 2009). Estos procesos estan estrechamente involucrados en diversas
patologias como son los padecimientos crénico-degenerativos, procesos
infecciosos e inmunitarios. Por lo tanto, la capacidad antioxidante celular estd dada
por mecanismos a través de los cuales la célula anula la reactividad y/o inhibe la
generacion de radicales libres. Estos mecanismos son adecuados a la muy corta
vida media de los radicales libres y comprenden moléculas pequefias, endégenas y
exogenas con capacidad antioxidante estas reacciones quimicas de los radicales
libres se dan constantemente en las células de nuestro cuerpo y son necesarias
para la salud, este proceso debe ser controlado con una adecuada proteccion

antioxidante (Avello y Suwalsky, 2006).

En cuanto a la capacidad antioxidante del pochote, el extracto MeOH1 presentd una
CAs50=13.72 pg/mL y el MeOH2 mostr6 CAso= 16.72 pg/mL, mientras que la
capacidad antioxidante del control positivo (quercetina) fue de CAs0=3.02 pg/mL. De
acuerdo al criterio de Al-Fatimi et al., (2007), el cual menciona que las
concentraciones menores a 96.9 pug/mL se consideran con buena capacidad
antioxidante, en este trabajo, ambos extractos entran en este criterio, ademas es
importante mencionar que el control positivo utilizado, es un compuesto puro y los

extractos son una mezcla de varios compuestos.
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Estos resultados estan directamente relacionados con la presencia de fenoles y
flavonoides, los cuales son reconocidos por presentar diversas propiedades
biolégicas como antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes, entre otras
(Escamilla et al., 2009).

Los fitoquimicos desempefian un papel Gnico en evitar efectos nocivos de los
radicales libres. Los polifenoles son excelentes limpiadores de radicales libres y los
inhibidores de la peroxidacion lipidica (Majid et al.,, 2015). Los polifenoles,
constituidos por un amplio grupo de compuestos quimicos, son investigados
actualmente por atribuirseles una variada actividad farmacolbgica, en general,
asociada a la capacidad de actuar como agentes antioxidantes y barredores de
radicales libres. A estos antioxidantes naturales, especialmente los flavonoides,
flavonoles, flavonones, catequinas, antocianinas y poliflavonoides que son
polifenoles, se les reporta como responsables de los siguientes efectos biologicos:

antibacterial, antiviral, antiinflamatorio y vasodilatador (Araujo, 2002).

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias
guimicas, los compuestos fendlicos son sustancias que poseen un anillo aromatico,
con uno o mas grupos hidroxidos. Como antioxidantes, los polifenoles pueden
proteger las células contra el dafio oxidativo y por lo tanto limitar el riesgo de varias
enfermedades degenerativas asociadas al estrés oxidativo causado por los
radicales libres. Los resultados muestran que ambos extractos contienen el mismo
porcentaje de fenoles del 44%, con una concentracion para MeOH1 y MeOH2 de
0.044 mg (eAG)/mL de fenoles presentes en 1 g de extracto (Cuadro 7). Por lo tanto,
la concentracién de compuestos fendlicos, a su vez esta relacionada con la actividad
antioxidante, de cada extracto, con el cual se fundamenta su uso medicinal y
farmacolégico (Gutiérrez et al., 2008). Entre los compuestos fendlicos mas
importantes se encuentran los flavonoides los cuales, ademas de su comprobada
actividad antioxidante, se les ha atribuido una gran cantidad de efectos terapéuticos,
tales como actividades cardiotonicas, antiinflamatoria, hepatoprotectora,
antineoplastica, antimicrobiana, entre otras. son una clase de compuestos fenolicos

con propiedades antioxidantes y quelantes significativas (Gutiérrez et al., 2008).
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La concentracion total de flavonoides de los extracto del pochote que se obtuvo fue
para MeOH1 de 6.0 mg EqQ/g y MeOH2 5.3 EqQ/g (equivalentes de quercetina por
gramo de extracto) (Cuadro 8). Los flavonoides han sido de interés debido a sus
efectos biologicos observados in vitro tales como captadora de radicales libres, la
modulacién de la actividad enzimatica, la inhibicion de la proliferacion celular, asi
como su utilidad potencial como antibioticos, antialérgicos, antidiarreico,
antiulceroso y agentes antiinflamatorios (Ross y Kasum, 2002). Neutralizan oxigeno
reactivo, especialmente en forma de aniones superéxidos, radicales hidroxilos,
hidroperoxidos y peroxidos lipidicos. Bloqueando la accién deletérea de estas
sustancias sobre las células. Por todo lo anterior la eficacia de nuestro extracto, en
las primeras etapas del proceso resulta favorable ya que el extracto seréd capaz de
neutralizar el estrés oxidativo provocado por la presencia de una posible infeccion y
asi llevarse a cabo una eficiente inflamacion y activar las demas fases para llegar a

la restauracion de la herida.

La actividad antioxidante de los flavonoides resulta de una combinacion de sus
propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de radicales libres, ademas de la
inhibicion de las oxidasas: lipooxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y la
xantina oxidasa; evitando asi la formacion de especies reactivas de oxigeno
(Escamilla et al., 2009), por lo que se justifican estos datos ya que en conjunto les
confiere capacidad antioxidante y actividad antimicrobiana lo que favorecera que se
pueden proteger las células contra el dafio oxidativo y retirardn oxigeno reactivo,
especialmente en forma de aniones superéxidos, radicales hidroxilos,
hidroperoxidos y peroxidos lipidicos. Y se ha corroborado la proteccién antioxidante
de los flavonoides en: queratinocitos, fibroblastos dérmicos, ganglios sensoriales,
endotelio, tejido nervioso y en lipoproteinas de baja densidad (Escamilla et al.,
2009), por lo que se puede inferir que el extracto MeOH 1 aplicado a las diferentes

concentraciones ayudo eficazmente al cierre de la herida.

45



En el presente estudio mediante el andlisis HPLC se determind la presencia de un
compuesto polifendlico identificado como catequina, el cual tiene un buen potencial
antioxidante y proporciona un muro de defensa fiable contra los radicales libres.
(Figura 8). Este compuesto proporciona proteccion contra los trastornos
neuroldgicos, la inflamacién y la apoptosis (Majid et al., 2015), por lo que podemos
inferir que este puede ser el compuesto que favorecio la cicatrizacion de los tres
grupos experimentales, aunque puede haber la presencia de mas compuestos. Pero

sirvié como una barrera para neutralizar los radicales libres generados por la herida.

El efecto cicatrizante del extracto MeOH1 se evalud, por el método tensiométrico
para determinar la fuerza en gramos necesaria para abrir la herida de todos los
grupos experimentales (Figura 9). En las tres concentraciones utilizadas del extracto
MeOH1 (20 %,10 %,5%) se necesitd de una mayor fuerza medida en gramos para
abrir la herida, se presentd un porcentaje de eficacia cicatrizante del 38, 82 y 100%
en comparacion con el control positivo Recoverdn que fue del 38 %, por lo que las
tres concentraciones actian de manera similar, sin embargo, las concentraciones
del 5% y 10 % si presentaron diferencias estadisticamente significativas sobre el
Recoveron. El control negativo a base de carbopol no tuvo diferencias significativas
con respecto al testigo (piel con herida sin ningun tratamiento) por lo que no intervine

en el proceso.

Con respecto al analisis histolégico, se realizaron cortes histolégicos para comparar
el arreglo celular de los diferentes grupos experimentales. Se observo que las tres
concentraciones favorecen el proceso de cicatrizacion, sin embargo, en tratamiento
del 5% mostré un mejor arreglo celular en comparacién con la piel sana (Fig. 10 y
11), ademas de la realizacion del registro fotografico donde se observa notoriamente

el cierre de los diferentes tratamientos aplicados (Apéndice 12).
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CONCLUSIONES

e Los extractos MeOH1 y MeOH2 presentaron actividad antibacteriana

e Los extractos MeOH1 y MeOH2 presentaron actividad antioxidante

e Los extractos MeOH1 y MeOH2 presentaron flavonoides y fenoles.

e EIl extracto MeOH1 present6 un alto porcentaje en cuanto a la eficiencia
cicatrizante.

e A nivel histolégico la concentracion del 10% del extracto MeOH1 presentd

mejor arreglo celular.
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APENDICES
APENDICE 1

Descripcidon botanica de Ceiba aesculifolia subsp. parvifolia Rose

Esta especie pertenece a la familia Bombacaceae, la cual comprende arboles, con
troncos espinosos, presenta hojas caducas, digitadas o simples. Sus flores pueden
ser de diferentes tamafios, a menudo bractioladas, con 5 pétalos y de 5 estambres
0 mas unidos en la base de la mitad hacia abajo. Sus frutos son secos 0 carnosos
de celdas dehiscentes o indehiscentes, con 2 0 mas semillas por celda. La familia
Bombacaceae comprende unos 20 géneros y alrededor de 180 especies. La
mayoria de las especies habitan en los densos bosques lluviosos de Sudamérica y
en las sabanas africanas, pocas al sur de Asia y algunas en Madagascar (Reyes et
al., 2004).

Clasificacion:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malvales
Familia: Bombacaceae

Género: Ceiba

Especie: Ceiba aesculifolia

Subespecie: Ceiba aesculifolia subsp. parvifolia Rose X

Nombre comun:

Pochote, pochotle, ceiba, pochote de

Figura 12. Arbol y corteza de C.
Secas (Reyes et al., 2004; Canales et al., 2005 aesculifolia subsp. parvifolia

y 2006; Avendario et al., 2006).
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Tipos de vegetacion: bosque tropical caducifolio, bosque de galeria y manglar

(Diego-Pérez y Gomez-Campos, 2013), matorral xerofilo (Rzedowski, 1978).

Fenologia

Florece de Noviembre a Enero. Las flores tienen pétalos carnosos y olor poco
agradable, por lo que son principalmente polinizadas por murciélagos (Osorno,
2001) de los cuales se han registrado mas de 36 tipos para la reserva de Tehuacan-
Cuicatldn (CONANP, 2014). Fructificacién de Diciembre a Febrero (Rosas, 2003).

Distribucion
Esta especie se distribuye en la Republica Mexicana en los estados de Chiapas,
Guerrero, Morelos, Oaxaca, Puebla (Diego-Pérez y Gomez-Campos, 2013).

Figura 13. Distribucion de C. aesculifolia subsp. parvifolia
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Etnobotanica:

La corteza del Pochote se utiliza para hacer pequefias figuras artesanales. Las
flores son preparadas en guisos. En tiempos prehispénicos la fibra del fruto se
empleaba para confeccionar telas para principes y reyes, también es usada para
rellenar cojines, almohadas, colchones y otros articulos de muebleria. Las
almohadas tienen especial demanda para enfermos de asma o con padecimientos
de alergia. Las semillas inmaduras son comestibles y ademas proporcionan aceite
que puede usarse en la fabricacion de jabon (Avendafio et al., 2006). En San
Rafael, Coxcatlan, Puebla la corteza se toma en infusiones para tratar diabetes,
dolor de rifiones, tumores, gastritis y para curar heridas se utilizan en forma de

apositos (Canales et al., 2005).

Historia

Se reporta el uso de las raices y semillas de “pochote” por la gente del Valle de
Tehuacan-Cuicatlan desde hace aproximadamente 8,500 afios. Este registro se
tiene debido a la presencia de los restos en coprolitos, los cuales presentaron el
doble de abundancia, al igual que el maiz y fueron 20 veces mas abundantes que
el frijol, lo que sugiere la intensa y especializada colecta durante las fases
arqueolégicas de El Riego (5000-6500 a.C) y Coxcatlan (3500-5000 a.C)
(MacNeish, 1967).
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APENDICE 2

Zona de colecta

La corteza de Ceiba aesculifolia subsp. parvifolia se colecté en el poblado de San
Rafael, municipio de Coxcatlan, al sureste de Tehuacan en el valle de Tehuacan-
Cuicatlan, entre 18°12’ y 18°14’ de latitud norte, asi como 97°07’ y 97°09’ de longitud

oeste, con un rango de altitud de 957 a 1400 m.s.n.m (Canales, 2006).

La poblacién de San Rafael Cuenta con 49 localidades y una poblacién total de 19
764 habitantes (INEGI, 2009); la mayoria de las unidades familiares se dedica
principalmente al cultivo de la cafa y diversas especies en huertos y, en menor
escala, al cultivo de maiz, melén y sandia, ademas de que recolectan diversos
productos en su entorno natural (Medina-Sanchez, 2000; Blanckaert, 2001; Rosas-
Lépez, 2003; Blanckaert et al., 2004, Lira et al., 2008).

Ubicacién geografica del poblado de San Rafael
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Figura 14. Ubicacién geogréfica del poblado de san Rafael Coxcatlan Puebla.
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Clima

El clima es de tipo Bs1 (h’) w” (w) de acuerdo con la clasificacion de Koeppen,
modificado por Garcia (1981), el cual corresponde a un tipo seco o arido con lluvias
en verano y temperatura media anual de 14-26 °C, (INEGI 2009) variando entre 25
°C en abril y mayo, y 18 °C en enero (Medina, 2000). Valiente (1991) calcula una
precipitacion anual de 364.6 mm para la zona; cerca de los 386.57 mm registrada
en 1988 en la estacion climatica Tilapa, situada a 3.25 Km al sur de la zona de
estudio. En 1998 los 763.7 mm de precipitacion casi duplicaron el promedio anual,

concentrandose en los meses de junio a noviembre.

Hidrografia

El sureste de Puebla se encuentra irrigado por el Rio Salado. La parte sur del Valle
de Tehuacén-Cuicatlan es drenado por el Rio Grande o Tomellin, que fluye al norte
desde Oaxaca; uniéndose cerca de Quitepec los dos forman el Rio de Santo
Domingo, el cual corta la Sierra Madre de Oaxaca en direccion este y eventualmente
se vuelve el Rio Papaloapan. El Rio Tehuacan encuentra su camino al oeste del
Cerro Colorado, para entrar en el Valle de México cerca de San Diego, Chalma.
Este pequefio rio el cual se convierte en el Rio Salado, se une por un nimero de
cortas ramificaciones alcanzando la Sierra Madre de Oaxaca en el noreste
(Salcedo-Sanchez, 1997).

Edafologia

El origen del suelo data del periodo Cuaternario, era Cenozoica. Los suelos en las
regiones estan pobremente desarrollados y pueden ser en diferentes tipos:
xerosoles haplicos. Regosol (53%), Leptosol (16%), Cambisol (15%), Luvisol (13%)
y Fluvisol (1%).
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Vegetacion

La vegetacion predominante es un bosque tropical caducifolio, donde Escontria
chiotilla (F. A. C. Weber) Rose y Pachycereus weberi (J. Coulter) Backeberg son
particularmente abundantes (Valiente-Banuet et al.,, 2000). Fernandez (1999),

reconocio por nivel topografico los siguientes tipos de vegetacion en San Rafael:

e Cordonal de Pachycereus weberi (J. Coulter) Backeberg, que se caracteriza

por el predominio de cactaceas columnares (cardones).

e Chiotillal de Escontria chiotilla, en el nivel proximo al cauce del rio, sobre
niveles de terreno de 0.7 al.5 m por encima del nivel basal de esta region,

con una alta densidad arbustiva.

e Cuajiotal con especies dominantes como Bursera morelensis (Ramirez),
Mimosa polyantha (Brandegee), Fouqueiria formosa (Kunth), asi como
arbustos y hierbas como Sanvitalia fructicosa (Helms), localizada

aproximadamente a 1.5-3.5 m por encima del nivel basal.

e Fouqueria con especies dominantes como: Fouqueria formosa, Bursera
aptera (Ramirez), Mimosa polyantha, Ceiba aesculifolia subsp. parvifolia
(Rose), Manihotoides pasiflora (Brandegee), Senna wisliseni (DC), Mimosa
luisiana (Brandegee) y Sanvitalia fructicosa. Localizada en el nivel mas alto,
de 3.5 a5 m por encima del nivel basal. La densidad de plantas en los estratos
arbustivos y herbaceos es muy baja, dominado en su totalidad por Sanvitalia

fructicosa.

En un estudio etnobotanico realizado en San Rafael (Rosas, 2003), se determiné
un total de 374 especies pertenecientes a 249 géneros y 87 familias botanicas, de
las cuales 368 especies fueron registradas con uno o mas usos (18% son usadas
como plantas medicinales). Las familias con un mayor nimero de especies fueron
Asteraceae, Cactaceae, Solanaceae, Araceae y Euphorbiaceae, que corresponden

a las familias mas representativas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan.

53



Poblacién

La comunidad de San Rafael se fundé a principios del siglo XX y en ese momento
contaba con 298 habitantes (151 mujeres y 147 hombres) (Secretaria de Salud,
2001). La mayor parte de la poblacion era nativa de San Rafael y la actividad
econdémica mas importante era la agricultura, cuyo principal ingreso provenia del
cultivo de la cafia de azGcar. También se dedicaban a la cria de ganado caprino, la

recoleccion de frutos, semillas, lefia y madera para diversos fines. (Rosas, 2003).
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Método de difusion en agar
(Beer y Sherwood, 1945; VandenBerghe y Vlietinck, 1991; CLSI, 2012).

Esta técnica es empleada para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana
y antifungica (levaduras), de un extracto puro o de los compuestos de un extracto,
los cuales se difunden a través del agar desde el disco de papel. El crecimiento del
microorganismo comienza y los compuestos se alejan del disco de acuerdo a un
gradiente de dilucion, de modo que a mayor distancia del disco menor
concentracion, formandose un halo de inhibicion circular donde la sustancia no
alcanza a inhibir el crecimiento y cuyo didmetro es proporcional a la potencia de la

sustancia frente al microorganismo.

Medio: para el ensayo con bacterias se prepara medio de cultivo Mieller-Hinton ya
que promueve el desarrollo de la mayoria de los aislamientos bacterianos
clinicamente significativos y agar Papa Dextrosa (PDA) para levaduras. Es
importante que el medio alcance en la placa un espesor uniforme de 4 mm. Si es
mas fino, los antibidticos tienden a difundir mas en direccién lateral aumentando el
tamafo de las zonas de inhibicion; un agar de mas de 4 mm de espesor produce
una mayor disolucion del antibiotico hacia abajo, con tendencia a estrechar
artificialmente las zonas de inhibicion. Se debe dejar incubar las cajas 24 horas
previas a realizar la prueba de suceptibilidad para verificar la ausencia de

contaminacion del agar.

In6culo: Con un asa de siembra se tocan las superficies convexas de 4 0 5 colonias.
Se sumerge el asa en 10 mL de caldo Muller-Hinton para el ensayo en bacterias y
en caldo Sabouraud para levaduras, se enjuaga bien en el liquido para descargar
todo el material y luego se retira el asa, el tubo de cultivo se incuba a 37°C durante
aproximadamente 18 a 24 horas para bacterias y 48 hrs. para levaduras, o hasta

que la turbidez del medio sea equivalente al estandar N° 0.5 de MacFarland.
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Esto equivale a una concentracion de aproximadamente 1.5x108 UFC/mL. El
estandar 0.5 de MacFarland se prepara afiadiendo 0.5 mL de sulfato de bario
(BaSOa4) a 99.5 ml de &cido sulfarico (H2SO4) 0.36 N. La comparacion de la turbidez
entre el estandar y el caldo con el organismo en estudio se puede efectuar con un

espectrofotometro a 660 nm.

Una vez logrado esto, se sumerge un hisopo de poliéster, estéril y seco en la
suspension de bacterias o levaduras, antes de retirarlos se elimina el exceso de
liquido haciendo rotar el hisopo contra la pared interna del tubo. Con este hisopo se
inocula la superficie de una placa con agar de Miller-Hinton para bacterias y con
agar Papa Dextrosa (PDA) para levaduras. Previamente, se deja que la placa
alcance temperatura ambiente; es aconsejable mantener la tapa entreabierta para
permitir la evaporacion de cualquier exceso de humedad de la superficie de agar.
Finalmente, se siembra mediante estria en por lo menos tres direcciones, dando

vueltas a la placa en angulos de aproximadamente 60° luego de cada estria.
Preparacion de sensidiscos

Se utilizan sensidiscos de 5 mm de diametro hechos de papel whatman del N° 5,
para posteriormente aplicar la sustancia a evaluar en la prueba de suceptibilidad

(extracto o fraccion).

Extracto: se hacen diluciones necesarias utilizando como vehiculo metanol, para

que los sensidiscos lleven 2 mg de cada extracto de la sustancia por sensidisco.

Control negativo: se preparan sensidiscos a los que se les agregan 10 uL del

solvente empleado para disolver el problema.

Control positivo: se evalla la sensibilidad de las cepas bacterianas experimentales
con sensidiscos impregnados con 25 ug de cloramfenicol y con 25 ug de Nistatina
para levaduras. Posteriormente se deja evaporar el solvente de los discos

impregnados durante 12 horas.
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Prueba de susceptibilidad

Los discos impregnados con las sustancias a ser evaluadas se colocan

manualmente sobre la superficie del agar, utilizando una pinza estéril.

Una vez preparadas las placas para la prueba de susceptibilidad, se colocan en una
incubadora a 36 °C, sin mayor tension de CO:2. Es preciso evitar presién de CO:2
debido a que se puede formar acido carbonico en la superficie humedecida del agar,
provocando un descenso de pH. El desarrollo de algunos microorganismos es
debido al pH acido, lo cual tiende a estrechar falsamente la zona de inhibicion. Asi
mismo, la actividad de diversos antibioticos puede aumentar o disminuir con la caida
del pH, produciéndose diferencias en las velocidades de difusion y alteraciones de

las zonas de inhibicion.
Interpretacion de resultados

En el caso de existir zonas de inhibicion se reporta el extracto o fraccion como
activa. Las zonas de inhibicién se miden con una regla de calibracion en milimetros.

La prueba se hace por triplicado y se reportan los valores promedio.
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APENDICE 4

Actividad antioxidante (Método modificado de Murillo , 2006 Okusa et al., 2007)
Se pesaron 5 mg de extracto metandlico MeOH1 y MeOH2 de Ceiba aesculifolia de
subsp. parvifolia y se disolvieron en 5 mL de MeOH grado HPLC (Solucion stock).
Se utilizaron las siguientes concentraciones a partir del stock para la curva de

actividad antioxidante.

Cuadro 10: Concentraciones en ppm de extracto para la curva de actividad

antioxidante.

[ppm] pL stock pL MeOH
1 1 999
2 2 998
3 3 997
4 4 996
5 5 995
6 6 994
7 7 993
8 8 992
9 9 991
10 10 990
20 20 980
30 30 970
40 40 960
50 50 950
60 60 940
70 70 930
80 80 920
90 90 910

100 100 900
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En una placa de ELISA se adicionaron 50 uL de las diferentes concentraciones (1-
100 ppm) por triplicado, posteriormente a cada pozo con las concentraciones
sefialadas, se adicionaron 150 pyL de una solucién metandlica de DPPH cuya
concentracion final fue de 0.004 g/100 mL; inmediatamente se protegio de la luz.
Una vez transcurrido el tiempo se determinaron la absorbancia a 540 nm en un
lector de ELISA SLT Spetra; el blanco consistira en 200 yL de metanol y como
control positivo se us6 quercetina a las mismas concentraciones que el compuesto

problema.
Calculo del porcentaje de reduccion

Los resultados son reportados obteniendo el porcentaje de reduccién y se

calcularan con la siguiente férmula:

C—-E
( )x100

% de reduccion =

En donde:

C= Absorbancia del DPPH.

E= Absorbancia del experimento (Mezcla DPPH + (extracto o quercetina)).
Célculo de la capacidad antioxidante media (CAso)

Se grafico la concentracion contra el porcentaje de reduccion, se realizé una
regresion lineal para obtener la ecuacion de la gréfica con la que se realizé un
despeje para obtener la concentracion del extracto que se requiere para reducir al
DPPH en un 50 %.
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APENDICE 5

Método para la determinaciéon de fenoles totales (Método modificado de
Singleton et al.,1999).

La concentracion de fenoles totales se mide por espectrofotometria con base a una
reaccion colorimétrica de 6xido-reduccion, para ello el agente oxidante que se utiliza

es el reactivo de Folin-Ciocalteu.
Curva de calibracién

Se prepard una curva de calibracidbn con acido galico utilizando una solucién
estandar de este (0.2 mg/mL). A partir de esta soluciébn se tomaron alicuotas
seriadas de acido galico (0.00625, 0.012, 0.025, 0.05, 0.1y 0.2 mg/mL), a cada una
se le agreg6 el volumen correspondiente de agua destilada para obtener las

concentraciones mencionadas a un volumen de 1mL.
Preparacion de la muestra problema

Se prepard una solucién estandar (0.2mg/mL); se tom6 una alicuota de 250 uL y se
agregara 750mL de agua destilada para obtener un volumen final de 1mL a una

concentracion de 0.05 mg/mL.

Se tomd 1mL de cada una de las concentraciones (acido galico y extracto) y se
pasaron a un tubo de ensayo con 7mL de agua destilada, a continuacién, se
adicionaron 500 pL de reactivo Folin-Ciocalteu. Después de cinco minutos se afiadio
1.5 mL de una solucion de Na2COs (200 g/L) y agua hasta completar un volumen
de 10mL.
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Cuadro. 11 Concentraciones para preparar las soluciones problema para

determinar fenoles totales.

. Patréon _
Acido o Agua Agua Folin-
. (acido ) ) _ Na2COs
Tubo gélico o destilada destilada Coicalteu
gélico (mL)
(mg/mL) (uL) (mL) (HL)
ML)
Blanco  ------- 0 seeeemeen e 7 500 1.5
1 0.00625 31.25 968.75 7 500 1.5
2 0.0125 62.5 937.5 7 500 1.5
3 0.025 125 875 7 500 1.5
4 0.05 250 750 7 500 1.5
5 0.1 500 500 7 500 1.5
6 0.2 1000 0 7 500 1.5
Problema -------- 250 750 7 500 15

Después de dos horas de reaccion a temperatura ambiente, se determinara la
absorbancia a 760nm. Cada concentracion se determinard por triplicado.
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APENDICE 6

Flavonoides Totales (Método de Ramamoorthy y Bono, 2007)

El contenido de flavonoides totales se determiné usando una curva patron con
quercetina (0-100 mg/L). Preparacion de solucién Stock: 1 mg de quercetina/l mL
de MeOH. Considerando que el volumen total de solucion stock es 1785 pL, se

emplearan 2 mg de quercetina en 2 mL de MeOH.

[ 1ppm pL STOCK puL MeOH (AICI3) al 2% mL
1 3 2997 3
2 6 2994 3
3 9 2991 3
4 12 2988 3
5 15 2985 3
6 18 2982 3
7 21 2979 3
8 24 2976 3
9 27 2973 3
10 30 2970 3
20 60 2940 3
30 90 2910 3
40 120 2880 3
50 150 2850 3
60 180 2820 3
70 210 2790 3
80 240 2760 3
90 270 2730 3
100 300 2700 3

Problema 3mL 0 3

Preparacion del extracto en solucion:
0.2 mg -1 mL de MeOH
X - 3mL de MeOH

X= 0.6 mg de extracto a probar en 3 mL de MeOH
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- Para el analisis de flavonoides totales del extracto se prepararon 3 mL de
cloruro de aluminio (AICI3) al 2% en metanol, se mezcla con 3 mL de extracto

en solucion a probar (0.2mg/mL).

- La prueba se realizara por triplicado.

Preparacion del blanco:

- 3 mL del extracto en solucion con 3 mL de metanol sin (AICIs).

Lectura:

- Después de 10 minutos de reaccién a temperatura ambiente se determinara

la absorbancia a 415 nm.

- Los resultados se expresardn como equivalentes de quercetina/g de

extracto.
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APENDICE 7
Método tensiométrico (Vaisberg et al., 1989).

Evaluacion de la Eficacia Cicatrizante

Las sustancias a evaluar (extracto y controles) se aplicaron de forma tdpica,
disueltos en gel, en las concentraciones ya mencionadas, Para el caso del control
positivo (Recoveron NC), este fue aplicado utilizando un hisopo estéril hasta cubrir
la herida en su totalidad. Los tratamientos fueron aplicados cada 12 horas, durante
10 dias. Posteriormente los ratones fueron sacrificados utilizando una camara de
COg2, y se midi6 la fuerza con la que se abre la herida utilizando un dinamoémetro

para evaluar que tan efectivo es el proceso de cicatrizacion.

La fuerza o tension en gramos en que se abrid la herida en el proceso de
cicatrizacion, se midié utilizando un dinamdémetro con escala de 100 y 500 g. Para
lograr la medicion se utilizaron ganchos de metal, los cuales fueron insertados en la
piel periférica a la herida, de los cuales se sujet6 el dinamdmetro que se tenso hasta
observar la apertura de la herida y en ese momento se tomara la lectura del

dinamdmetro en gramos.

Con los datos asi obtenidos, se calculara la eficacia de cicatrizacion en porcentaje,

mediante la siguiente formula:

Eficacia de cicatrizacion (%) = [(GC)/GS] X 100

Ddénde: GC = gramos en que abre la piel cicatrizada.
GS = gramos para abrir la piel sana.

De los resultados obtenidos se calcul6 la media de cada uno de los grupos y el error
estdndar de la media. Para determinar la significancia entre los tratamientos

aplicados, se utilizara la prueba “t de Student” para una p<0.05
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APENDICE 8

Técnica histologica.
a) Deshidratacion
Sumergir el tejido en formol al 4%, después pasar el tejido en alcohol etilico.

No Accién Porcentaje (%) Tiempo
1  Sumergir en alcohol etilico 70 2h
2  Sumergir en alcohol etilico 80 2h
3 Sumergir en alcohol etilico 90 2h
4 Sumergir en alcohol etilico 100 1h

Nota: En alcohol absoluto no dejar mas de 1 hora en cada uno o se endurecera el

tejido.

b) Impregnacion en el solvente (aclaracién o aclaramiento).

No Accién Tiempo
5 Sumergir en butanol | 1h
6 Sumergir en butanol I 1h

Nota: No sobrepasar el tiempo ya que endurecera el tejido

c) Infiltracion

No Accion Tiempo
7 Meter las muestras en parafina | 24h
8 Meter las muestras en parafina Il 24h

Nota: Se quedaron en parafina Il hasta que se incluyan
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Formacion de bloques de parafina

Se llené el molde con parafina de inclusion caliente, con una pinza se calento en el
mechero se toma el tejido orientandolo verticalmente hacia la base del molde, se

sumergi6 y cubrid totalmente con parafina.
Cortes en el micrétomo

Se preparé el bafio de flotacién antes de cortar (agua destilada + gelatina). Se
coloco la navaja en el micrétomo, ajustando el portabloques, el bloque se refrigero
antes de colocarlo, evitando asi que se calentara rapido con la friccion de la navaja.
Se rebajo el bloque hasta alcanzar el tejido, los cortes finales se obtuvieron con un
grosor de 4 micras, una vez obtenidos los cortes se colocaron en un portaobjetos y
se agregar alcohol al 50 % para extender el tejido. El corte se colocé en el bafio de

flotacion para extender el tejido y se pescara con el portaobjetos.
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Tincion con Hematoxilina-Eosina

Colocar las muestras (portaobjetos) en canastillas y desparafinarlas en la estufa

durante 3 horas aproximadamente, después someterlas al tren de alcoholes.

NO. alcohol tiempo
1 Xilol | 5 minutos
2 Xilol 1l 10 minutos
3 Alcohol etilico 100% 10 lavados
4 Alcohol etilico 90% 10 lavados
5 Alcohol etilico 80% 10 lavados
6 Alcohol etilico 70% 10 lavados
7 Agua corriente 10 lavados
8 Hematoxilina 5 minutos
9 Agua corriente 10 lavados
10 Alcohol acido 1 lavado
11 Agua corriente 10 lavados
12 Carbonato de litio Hasta que vire
13 Agua corriente 1 lavado
14 Alcohol etilico 100% 10 lavados
15 Eosina 7 minutos
16 Alcohol etilico 70% 10 lavados
17 Alcohol etilico 80% 10 lavados
18 Alcohol etilico 90% 10 lavados
19 Alcohol etilico 100% 10 lavados
20 Xilol | 10 lavados
21 Xilol 11 Hasta que se monte
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APENDICE 9

Graficas de la actividad antioxidante
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Fig.15 Actividad antioxidante del extracto MeOH1 de Ceiba aesculifolia subsp.

parvifolia
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Fig.16 Actividad antioxidante del extracto MeOH2 de Ceiba aesculifolia
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Fig.17 actividad antioxidante de la quercetina.
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APENDICE 10

Gréfica para la cuantificacion de fenoles
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Fig. 18 Curva patron de acido galico
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APENDICE 11

Gréfica para la cuantificacion de flavonoides
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Fig. 19 Curva patrén de quercetina.
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APENDICE 12

Registro fotografico de los diferentes tratamientos

TRATAMIENTO DIA 1 DIA 5 DIA 10

PIEL SANA

SIN TRATAMIENTO

CONTROL
NEGATIVO

(gel)
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CONTROL
POSITIVO
(Recoverén N)

EXTRACTO MeOH1
20%

EXTRACTO MeOH1
10%

EXTRACTO MeOH1
5%
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