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RESUMEN.

En la regiéon de San Antonio Nanahuatipam, Oaxaca, México. El uso etnobotanico
atribuido a Bursera schlectendalii es como infusion para tratar heridas de dificil
cierre y para problemas del tracto digestivo, pero con mayor frecuencia es utilizado

como cicatrizante.

En el presente trabajo se obtuvo aceite esencial de la parte aérea de Bursera
schlechtendalii, con el cual posteriormente se evaluo la actividad antioxidante, se
corrobord la actividad antimicrobiana, asi como la composicion quimica a partir de
una cromatografia de gases acoplada a un espectrometria de masas (CG-EM) para
obtener los compuestos que se encuentran en mayor proporcion en la muestra del
aceite destacando a-Felandreno, 3-Pineno y (-)-Limoneno los cuales en sinergia
con los compuestos de baja abundancia nos ayudaron para obtener una mayor
eficacia de cierre y poderlo observar a nivel macroscopico y microscopico; ademas,
de la fuerza medida en gramos que se necesitoé para abrir la herida de las cuales el
grupo de aceite esencial al 50% necesito 510g, el grupo de Recoverén NC fue de
5809 y por ultimo el grupo de solo herida necesito 455g . Se evalué la toxicidad
aguda por via topica para saber qué dosis es la adecuada para los organismos. Por
otra parte, se realizaron experimentos de inflamacién ya que, juega un papel muy
importante en el proceso de cicatrizacion. Esto con el fin de validar cientificamente

Su uso etnobotanico.

Durante los experimentos el aceite esencial al 50% destacé de manera excelente
en la velocidad de cierre, actividad antiinflamatoria, en la actividad de regeneracion
en las capas de piel y su arquitectura celular actuando como el farmaco

convencional y teniendo una tendencia a ser mejor que éste.

Palabras clave: Bursera, Bursera schlechtendalii, plantas medicinales, cicatrizacion,

aceite esencial.

10



INTRODUCCION

La cicatrizacion es el proceso normal que se presenta en los seres humanos para
regenerar el tejido epidérmico y dérmico (Apéndice 3). Cuando un individuo
presenta una herida (ruptura de un tejido intencional o accidental), una serie de
eventos bioquimicos complejos se presentan para reparar el tejido danado. Estos
eventos se sobreponen entre si temporalmente. Cuando la cicatrizacién es lenta o
muy fuerte se puede considerar que el proceso de reparacion es anormal o

patolégico (Redroban, 2012).
Existen diferentes tipos de cicatrizacién en las heridas.

El primer tipo es el cierre primario donde la herida es cerrada dentro de horas de su
produccion. Este tipo de cicatrizacion es el ideal para tratar una herida; sin embargo,
hay diversos factores que afectan este cierre primario, basicamente, la posibilidad
de que la herida se infecte. La infecciéon depende de varios factores entre los que
se cuentan el huésped, la concentracion bacteriana, la virulencia del germen
infectante, etc. El segundo tipo es el cierre por segunda intencion el cual no incluye
cierre formal de la herida; la herida cierra espontaneamente por contracciéon y
reepitelizacion. Como es légico, estas heridas tardaran mas para cicatrizar, la
cicatriz sera de mayor tamano. En este tipo de cicatrizacidon el indice de infeccion
es mayor que en los cierres primarios. Para finalizar, el tercer tipo es el cierre
terciario también conocido como cierre primario diferido, incluye desbridamiento
(eliminacion del tejido muerto, danado o infectado) inicial de la herida y curaciones
por un periodo extendido en una herida que se deja abierta para posteriormente
generar el cierre formal generalmente con suturas, u otro mecanismo. Para que se
produzca la cicatriz se lleva a cabo una serie de mecanismos continuos, llamados
fases de reparacion cutanea; estas fases son 3, inflamatoria, proliferaciéon y

remodelacion (Benavides, 2008).

Fase inflamatoria: esta fase comienza en el momento en que se produce la herida,
y puede estar formada por dos partes, una parte vascular en la cual actuan los

diferentes factores que producen la coagulacién para evitar la pérdida de sangre, y
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por otra parte, la llamada celular, que implica la presencia de glébulos blancos en la
zona de la herida para evitar una posible infeccién. Esta fase puede durar de 24 a

48 horas dependiendo de la gravedad de la lesion producida (Hidalgo, 2010).

Fase de proliferacion: En esta fase se producen varios procesos, siendo los mas
importantes: la proliferacion de los fibroblastos, reepitelizacion que ocurre para
reponer el tejido epitelial perdido durante la lesion, para esto se produce una
migracion de queratinocitos desde la matriz basal. El siguiente proceso que sucede
es la angiogénesis que ocurre el segundo dia luego de realizarse la herida, este
proceso es absoluto en la cicatrizacion ya que una vez activado favorece a la
migracion de células, reparacion del tejido endotelial y formacién de nuevos vasos

sanguineos (Hidalgo, 2010).

El ultimo proceso en la proliferacion es la fibroplasia en donde se produce nuevo
colageno y otras proteinas que ayudan a formar la nueva matriz y granulacion.
Todos estos procesos se dan de los dos a los cuatro dias de que se ha producido
la lesion (Hidalgo, 2010).

Fase de remodelacion: puede durar dias, meses o ainos, consiste en la reparacion

del tejido hasta conseguir una similitud al tejido original (Hidalgo, 2010).

La inflamacion es un proceso tisular formado por secuencia de fendmenos
moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva frente a agresiones
fisicas, quimicas o bioldgicas, que puede dividirse en aguda o crénica en funcion de
su duracion. Al igual que el dolor, esta condicibn conduce a la pérdida de
funcionalidad de la parte afectada (Robbin y Robbins, 1990). Ya que la inflamacion
juega un papel importante en contrarrestar la infeccion e inducir la fase de
proliferacion, es una parte necesaria de la cicatrizacién; pero, si esta dura
demasiado, puede llevar a un dafo tisular. El proceso de inflamacioén inicia con la
dilatacion de los capilares y arteriolas locales, provocada por mediadores quimicos
como histamina, prostaglandinas (PGE2, PGI2 PGE1) y el factor activador de
plaquetas, producidos por las células del tejido circundante, lo que causa un exceso

de flujo sanguineo local, asi el paso de proteinas aumenta la presién oncética y la
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salida de agua, lo que clinicamente provoca el edema que se localiza en el area de

la lesion (Lullmann y Mohr, 1992).

A lo largo del tiempo se han desarrollado varios farmacos utilizados con el fin de
cicatrizar heridas, desde plantas como el matico, o la sabila, hasta medicamentos
actuales como el B-sitosterol, corticoides, combinaciones con antiinflamatorios y
antimicrobianos (Ramos y Miranda, 2007).

Los farmacos con actividad cicatrizante que existen en la actualidad realizan su
efecto estimulando el proceso regenerativo del area afectada, o generando
condiciones adecuadas para la misma; ya que, mantienen la herida libre de
microrganismos lo cual favorece a un cierre mas eficaz (lvanovska et al., 1993); la
unica desventaja de estos medicamentos es que su precio no es accesible para
todo tipo de personas y las porciones por caja no son las suficientes para los
tratamientos. Por lo tanto, los seres humanos han hecho uso de los productos de la
naturaleza desde tiempos inmemoriales, no sélo para satisfacer su necesidad de
alimento, sino también con el fin de sanar sus enfermedades, cicatrizar sus heridas
y elevar su estado de animo (Hernandez, 2010). Las comunidades indigenas
poseen un profundo entendimiento de su medio ambiente y su ecologia (Leonti et
al., 2003), tienen el conocimiento de los diferentes usos que se les pueden dar a las
plantas, por ejemplo, como medicinas (Heinrich et al., 1998). La medicina tradicional
mexicana es una importante manifestacion cultural, caracteristica de la vida del
pais. Herederas de una larga tradicion prehispanica, las culturas indigenas de
México han preservado y difundido formas y procedimientos eficaces para resolver
importantes problemas de salud de la poblacién. Un ejemplo de estas es el uso de
los copales que fueron conocidos y aprovechados ampliamente por las culturas
prehispanicas para usos rituales, ceremoniales, festivos, terapéuticos, medicinales
y como aglutinante. Su relevancia logré sobrevivir a la propia Inquisicion,
utilizandose hasta nuestros dias entre numerosos pueblos indigenas y mestizos
(Biodiversidad, 1996). De este modo, lo que se busca es brindar una alternativa
para el tratamiento de cicatrizacion a un bajo costo, lo cual representaria una gran

ventaja con respecto a un producto farmacéutico convencional (Vélez, 2015).
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El presente trabajo presenta una nueva alternativa para el tratamiento de heridas
causadas en pacientes sanos, basados en el conocimiento etnobotanico y las
propiedades farmacoldgicas atribuidas a los metabolitos secundarios (Apéndice 4)
del aceite esencial de Bursera schlechtendalii Engler (Figura 1), los datos

taxonoémicos de esta especie se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Datos taxonomicos de la especie Bursera schlechtendalii Engler.

REINO Plantae i
SUBREINO Tracheobionta .
DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
SUBCLASE Rosidae
ORDEN Sapindales
FAMILIA Burseraceae
TRIBU Bursereae
SUBTRIBU Burserinae = SN
GENERO Bursera Figura 1. Bursera schlechtendalii
ESPECIE Bursera (Foto tomada en agosto, 2016 en el

schlechtendalii. lugar de colecta).

Aunque los estudios sobre este género de plantas son pocos se tienen registros del
uso que se les ha dado desde la prehistoria hasta la actualidad (Apéndice 5). Un
ejemplo es el uso etnobotanico como cicatrizante de heridas de dificil cierre que se
le da a B. schelechtendalii en la comunidad de San Antonio Nanahuatipam, Oaxaca,
México. Por lo cual se decidio evaluar la actividad cicatrizante en un modelo murino

para sustentar cientificamente su uso etnobotanico.
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ANTECEDENTES.

En un estudio se demostro el uso de B. morelensis como antiinflamatorio, en este
trabajo se obtuvo el extracto metandlico de las ramas de dicha especie y fue
probado en ratones con edema inducido por carragenina. Los resultados del trabajo
fueron los siguientes: el extracto metandlico tuvo una disminucion del 28.01% a
comparacion de la Indometacina. La actividad biologica del extracto esta dada por
la mezcla de todos los compuestos fendlicos que contiene (50.5%), principalmente
los fenilpropanoides y flavonoides. Las propiedades antiinflamatorias, antioxidantes
y analgésicas favorecen a la cicatrizacién de la herida y apoya el uso tradicional de

B. morelensis en heridas agudas de piel (Serrano et al., 2012).

Lopez (2016) evalud el efecto cicatrizante de diversos extractos (hexanico,
hidroalcohdlico y diclorometanico) obtenidos de las ramas de B. glabrifolia y B.
morelensis mediante la capacidad para producir proliferacion celular en cultivos de
fibroblastos de piel humana, asi como en modelos de incisidon y escision. Los
resultados mostraron que los extractos hexanico y diclorometanico de la especie B.
glabrifolia a 2 pg/mL, presento los porcentajes mas altos de proliferacion celular a

comparacion de B. morelensis.

Son muy pocos los reportes que se han encontrado para B. schlechtendalii;
Espinosa (2012) realizdé un estudio comparativo de la composicion quimica y la
actividad antimicrobiana del aceite esencial de esta especie. Los resultados sobre
los compuestos quimicos de cada muestra fueron los siguientes: 3 Isopropenil-5, 5
dimetilciclopenteno, camfeno, limoneno, silvestreno, a-felandreno, a-pineno, [3-
felandreno, B-pineno, alcanfor, bergamol, cimenol, borneol entre otros y en lo que
respecta a la inhibicion de bacterias, Streptococcus pneumoniae fue la bacteria
Gram positiva que presenté mayor inhibicién en todas las muestras y Escherichia

coli como la bacteria Gram negativa con mayor inhibicion.

Por lo antes mencionado; se encuentran comprobados diversos usos para las

burseras, sin embargo, este es el primer trabajo sobre B. schlechtendalii que
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pretende evaluar cientificamente su uso en el proceso de cicatrizacién y asi poder

tener un sustento cientifico que valide su uso tradicional.

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la actividad cicatrizante del aceite esencial de Bursera schlechtendalii.
OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Determinar la composicién quimica del aceite esencial con una CG-EM.

2. Comprobar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de forma
cualitativa por el método de difusion en agar Kirby-Bauer

3. Evaluar la capacidad antioxidante (método de reduccion del radical DPPH).

4. Evaluar la toxicidad general del aceite esencial de manera topica.

5. Evaluar la capacidad anti-inflamatoria (método de induccién de edema
auricular inducido por Xilol).

6. Evaluar el efecto del aceite esencial sobre la eficacia de cicatrizacion en un
modelo murino, determinando la velocidad y fuerza de cierre.

7. Describir la actividad del aceite esencial en el proceso de cicatrizacion a nivel

histolégico.
MATERIAL Y METODOS.
Colecta del material biologico.

El material vegetal necesario de B. schlechtendalii fue colectado en el mes de

agosto de 2016 en San Antonio Nanahuatipam, Oaxaca, México.

Los ratones que fueron utilizados son de la especie Mus musculus, cepa CD-1 con
un peso corporal de 20 + 5 g y de 4 a 6 semanas. Los cuales fueron proporcionados
por el Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores |ztacala (FESI). Los animales
fueron almacenados en el laboratorio de Inmunobiologia de la FESI, recibieron
alimento estandarizado (Harlan 2018s) y agua durante el tiempo que durd su
tratamiento, se mantuvieron en un ambiente libre de patdgenos bajo la norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999 (De Aluja, 2002).
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Area de estudio.

San Antonio Nanahuatipam se encuentra localizado geograficamente entre 18°08'
de latitud norte y los 97°07' de longitud oeste, con una altitud de 760 metros sobre
el nivel del mar. Colinda al norte con el estado de Puebla; al sur con Santa Maria
Tecomavaca; al este con Teotitlan De Flores Magoén y con San Juan de los Cués;
al oeste con Tepelmeme Villa de Morelos (Figura 2). Cuenta con una superficie total
de terreno de 158.12 Km? y la superficie del municipio en relacién al Estado es de
0.13%. El clima en la region es caluroso semidesértico con una temperatura

promedio anual de 25 a 30 grados (Moreno-Bautista, 2008).

OAXACA REGION CANADA
DISTRITO 04 TEOTITLAN

Figura 2. Ubicacién geografica de San Antonio Nanahuatipam (Imagen obtenida de
INAFED, 2010).

Obtencion del aceite esencial por hidrodestilacion.

El aceite esencial (Apéndice 6) se obtuvo de la parte aérea (ramas) mediante la
técnica de hidrodestilacion (Dominguez et al., 1973) (Apéndice 7) para

posteriormente determinar su composicién quimica con una cromatografia de gases
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acoplada a espectrometria de masas (Apéndice 8) y su actividad cicatrizante en un

modelo murino.

Actividad antibacteriana.

Se realiz6 de forma cualitativa por el método de difusion en agar Kirby-Bauer (Van
den Berghe y Vlietinck, 1991) (Apéndice 9). Se utilizaron cepas de bacterias Gram
positivas (Staphylococcus aureus y S. epidermidis) y negativas (Escherichia coli y
Pseudomonas aeuruginosa). Se empled medio de cultivo Maeller-Hinton. Con un
asa de siembra se tocan las superficies de 4 o 5 colonias de cepas bacterianas y se
sumerge en 10 mL de caldo Mueller-Hinton, se enjuaga bien en el caldo para
descargar todas las bacterias, se retira el asa y el tubo de cultivo se incuba a 37°C

durante 24 horas.

Se sumerge un hisopo estéril y seco en la suspension de bacterias, se elimina el
exceso de liquido, con este hisopo se siembra por estria cerrada en tres direcciones
de la placa de agar Muller-Hinton y para finalizar se colocan los sensidiscos
impregnados con 10 yL de aceite esencial y otros sensidiscos impregnados de

cloranfenicol (25 ug, control positivo). Cada ensayo se realizé por triplicado.
Capacidad antioxidante por el método del radical DPPH.

Se empled el método de Brand-Williams et al., 1995 con algunas modificaciones, 40
ML de muestra fueron adicionados a 960 uL de una soluciéon metandlica de DPPH,
se evalué la capacidad de las muestras para atrapar el radical DPPH, por medio de
la disminucion en la absorbancia leida luego de 30 minutos de reaccidn a una
longitud de onda de 517 nm, y se compard el valor con la curva de referencia
construida con Trolox como estandar, expresando los resultados como valores
TEAC (umol Trolox/100g de muestra). La absorbancia se midid en un
espectrofotometro y se calculé el porcentaje de inhibicion (% Inh) usando la
siguiente ecuacion (Granados et al., 2014).
Apuestra = Aplanco

Yoinh = |1 — x 100

‘q- Referencia
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Siendo Awmuestra la absorbancia del Aceite Esencial, para lo cual se prepard una
solucién de 10000 ppm, 50 mg en 5ml de Dimetil sulféxido (DMSO, Merck), y a partir
de ésta, soluciones diluidas a diferentes concentraciones (1, 50, 100, 150, 200, 250
y 300 ppm), tomando en cada ensayo 40 uL y adicionando 960 L de la solucion
del radical DPPH. Asianco €s la absorbancia del Blanco, preparado con 40 yL de las
concentraciones anteriores y 960 yL de MeOH, y Areferencia €S la absorbancia de la
Referencia, preparada con 40 yL de DMSO y 960 pL de la solucién del radical
DPPHe- (Granados et al., 2014).

Toxicidad aguda.

Se realizé segun (Mulisa et al., 2015) donde se utilizaron 10 ratones (5 machos y 5
hembras), los cuales fueron rasurados y depilados 24 horas antes del tratamiento,
se utilizaron 2 concentraciones del aceite esencial las cuales fueron 10% y 50%, se

administraron en 2 grupos de trabajo elegidos al azar (Cuadro 2).

Cuadro 2. Grupos de trabajo para Toxicidad aguda.

Concentracion de 50% Concentracion de 10%

3 machos y 2 hembras 3 hembras y 2 machos

Los organismos se pesaron y se les aplicdé una dosis unica de 2000 mg/Kg a

concentraciones del 10% y 50% utilizando como vehiculo el aceite mineral.

Se colocaron 55 pL de las concentraciones del aceite esencial de B. schlechtendalii
sobre el area depilada, posteriormente se colocé un apédsito de algodon
(impregnado con 200 pL de aceite mineral para saturar su nivel de absorcién) las
cuales seran sujetadas con ayuda de vendaje elastico sin causarle dafio al
organismo. El apdsito se dejé durante 24 horas para evitar la volatilidad del aceite
esencial de B. schlechtendalii. Se realiz6 un monitoreo diario durante 14 dias
observando posibles signos de toxicidad, tales como: irritabilidad, pasividad,
anestesia, salivacion, sangrado, diarrea, piloereccion y convulsiones. Para el dia 15

del tratamiento los organismos fueron sacrificados y se obtuvieron muestras de piel
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e higado. Para el higado se realizd6 una comparacién de pesos contra higados
sanos; ya que, en el higado se absorben la mayor parte de sustancias toxicas para
el organismo. Mientras que la piel fue retirada para realizar posteriormente la

histologia correspondiente.
Edema auricular inducido por Xilol.

Para la medicion del efecto anti-inflamatorio agudo se realizé por el método del
edema auricular inducido por Xilol (CYTED, 1995), se utilizaron 12 ratones machos
de la cepa CD-1, mantenidos en ayuno de 4 a 6 horas y se agruparon al azar en

tres grupos de cuatro individuos cada uno (Cuadro 3).

Cuadro 3. Grupos de trabajo para Edema auricular.

Xilol 50 uL del lado interno y 50 pL del lado externo de la oreja derecha

Xilol + diclofenaco 50 uL del lado interno y 50 pL del lado externo de la oreja
derecha

Xilol + aceite esencial al 50% 30pL del lado interno y 50uL del lado externo de la

oreja derecha

NOTA: En todos los grupos la oreja derecha sirvid como tratamiento; mientras que, la oreja izquierda

fue el control o testigo (En todos los grupos se emple6 una n=4).

Se anestesiaron a los ratones con 250 pL de Isoflurano (Hawk et al., 1999)
(Apéndice 10) posteriormente se les aplicé el Xilol por via topica en la parte interna
tanto como en la parte externa de la oreja a todos los ratones, se dejé transcurrir 10
minutos para aplicar al grupo 2 el diclofenaco (50 uL del lado interno y 50 pL del
lado externo de la oreja derecha) via topica. Para aplicar el tratamiento del aceite
esencial de B. schlechtendalii al 50% se colocaron 20 pL, después de haber

colocado 50 uL de Xilol en ambos lados.

Se dejé transcurrir 1 hora después de la aplicaciéon de los tratamientos, se
sacrificaron los ratones y con ayuda de un Biopsy Punch se realizo el corte de las
orejas tanto la derecha como la izquierda en cada raton; posteriormente se pesaron

en una balanza analitica y se registraran los pesos.
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Los cortes de las orejas se colocaron en cassettes y se colocaron en formol al 10%

para posteriormente realizar la técnica histologica.
Eficacia de cicatrizacion.

La eficacia de cicatrizacidén para esta investigacion fue evaluada tomando en cuenta

dos parametros: velocidad de cierre y fuerza de cierre.
Velocidad de cierre (Apéndice 13).

Para esta metodologia se utilizaron 24 ratones los cuales fueron depilados 24 horas
antes del inicio de su tratamiento para poder trabajar bien y evitar que la piel del
organismo se irrite. Posteriormente los ratones fueron anestesiados con Isoflurano
(Hawk et al., 1999). Una vez anestesiados se procedio a realizar las heridas con el
biopsy punch (Apéndice 11), en caso de ser necesario se utilizaron pinzas vy tijeras.
Para llevar a cabo esta parte del tratamiento es necesario la ayuda de 2 personas
para estirar la piel y poder hacer la lesion sin ningun problema. Los grupos de trabajo

se observan en el cuadro 4.

Cuadro 4. Grupos de trabajo.

Cantidad de ratones. Tratamiento.
6 ratones con herida. 5 uL de aceite esencial de B.

schlechtendalii.

6 ratones con herida. 3mg de Recoverén NC (Apéndice 12).
6 ratones con herida. Controles.
6 ratones sin herida. Piel sana.
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Los ratones con los tratamientos correspondientes y con la herida realizada con el
biopsy punch fueron monitoreados y se tomo diario el diametro de la herida con un

vernier digital.

Los datos obtenidos fueron tratados en el programa GraphPad Prism 7, en donde
se obtuvo el porcentaje de cierre de cada tratamiento y posteriormente se realizé un
estadistico ANOVA de un factor para demostrar si los tratamientos tienen

diferencias estadisticamente significativas.
Analisis por Histologia.

Una vez terminado el tiempo del tratamiento se sacrificaron los ratones para poder
retirar la lesion y realizd la técnica histologica (Apéndice 14) para posteriormente

realizar la tincion de Hematoxilina—Eosina (H y E) (Apéndice 15).
Fuerza de cierre.

Para evaluar la fuerza de cierre se utilizaron 24 ratones organizados al azar en
grupos (Cuadro 5) el ensayo se realizd con base en la técnica del ensayo
tensiométrico (Apéndice 16). En el cual se aplicé el tratamiento durante 10 dias
donde se les hizo un corte longitudinal de 1 cm en la parte dorsal, para comenzar el
experimento los organismos fueron sacrificados y se realizé la técnica y en este

experimento no se recupero el tejido para histologia.
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Cuadro 5. Grupos de trabajo para Fuerza de cierre.

Cantidad de ratones. Tratamiento.
6 ratones con herida. 5 yl de aceite esencial de B.

schlechtendalii.

6 ratones con herida. 3 mg de Recoveron NC
6 ratones con herida. Sin tratamiento.
6 ratones sin herida Sin tratamiento.
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RESULTADOS:
Obtencion del aceite esencial.

Las ramas frescas de B. schlechtendalii, se colectaron durante el mes de agosto del
2016, en San Antonio Nanahuatipam, Oaxaca, México. En el cuadro 6 se muestran

los gramos colectados de rama, gramos de aceite y el rendimiento del mismo.

Cuadro 6. Peso y Rendimiento del aceite esencial.

Peso de Peso total Volumen Rendimiento | Densidad del
ramas (g). del aceite (g). total del (%). aceite (g/mL).
aceite (mL).
2485.3 12.989 18.60 0.522 0.698

Composicion quimica.

Una vez obtenido el aceite se realizd la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (Figura 3), de la cual se obtuvieron todos los compuestos
del aceite esencial en donde destacan 13 por su contenido en la muestra (Cuadro
7), Con base en el tiempo de retencién y patrones de fragmentacién ubicados en la
biblioteca versidon 0.08 del NIST, se identificaron 3 compuestos mayoritarios; debido
que, presentan un area mayor en el aceite y en el Cuadro 8 se pueden observar las
actividades biologicas de cada compuesto consideradas importantes para este

trabajo.
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Figura 3. Cromatograma de la cromatografia de gases del aceite esencial de B. schlechtendalii
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Cuadro 7. Estructura quimica de los compuestos con mayor proporcion en el aceite
de B. schlechtendalii (Los compuestos mayoritarios del aceite esencial se

encuentran remarcados en color azul).

Compuesto Estructura quimica. Abundancia TR
(%). (min).
Nonano o A A~ A 4.953 4.347
Bicyclo[3.1.0]hexane, 0.665 4.740
4-methyl-1-(1-
methylethyl)-,
didehydro deriv
a Pineno. _ 5.276 4.868
_fﬁ
— ¢ )
", J_s"
\":'1_-":
Camfeno. 3.797 5.093
N
__.' T T
Sabineno __ o 5.128 5.317
""'\. J_.-"I 1l“'-.‘L
i o B
F, N e S

B-Pineno. 11.620 5.413
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a-Felandreno.

a-Thujeno.

m-Cimeno.

Limoneno.

(-)-Limoneno.

(-)-Alcanfor.

30.125
1.056
X
i
—— ) R
II.-"
2.351
ﬂfﬂ_ﬁ\ﬁl
'-.\E_F/.-'
>7
7.155
N
‘WIL/
16.471
\rifj/
2.201

5.694

5.782

5.878

5.926

5.974

7.161




Acetato de Bornilo.

0.962 8.219

Cuadro 8. Actividades biolégicas reportadas para los compuestos identificados

mediante la CG-EM del aceite esencial.

Compuesto.

Nonano
Bicyclo[3.1.0]hexane, 4-
methyl-1-(1-methylethyl)-,
didehydro deriv
a-Pineno.

Camfeno.

Sabinene

B-Pineno.

a-Felandreno.

Actividad

bioldgica.

Antimicrobiano

Antimicrobiano.

Antioxidante.

Antiinflamatorio.

Antimicrobiano.

Antioxidante.

Antiinflamatorio.

Antimicrobiano.

Antioxidante

Antiinflamatorio.

Antimicrobiano.

Antioxidante.

Antiinflamatorio.

Antimicrobiano.

Antioxidante.

Antiinflamatorio.

Referencia.

Espinosa 2012.

Torres-Barajas et al.,2013.
Guala et al., 2009.
Dorantes y Maleny 2014.
Jietal, 1997.
Tiwari y Kakkar 2009.
Vendruscolo et al., 2006.
Guerra-Boone et al., 2015.
Guerra-Boone et al., 2015.
Lira et al., 2007.
Leite et al., 2007.
El-Nekeety et al., 2011.
Mandegary et al., 2004.
Cha et al., 2007.
El-Nekeety et al., 2011.
Dongmo et al., 2010.
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a-Thujeno.

m-Cimeno.

Limoneno.

(-) = limoneno.

(-) - Alcanfor.

Borneol.

Proliferativo.

Antimicrobiano.

Antioxidante.

Antiinflamatorio.

Antimicrobiano.

Antioxidante.

Antiinflamatorio.

Proliferativo.

Antimicrobiano.

Antioxidante.

Antiinflamatorio.

Proliferativo.

Antimicrobiano.

Antioxidante.

Antiinflamatorio.

Proliferativo.

Antimicrobiano.

Antioxidante.

Antimicrobiano.

Antioxidante.

Antiinflamatorio.

Proliferativo.

Lin et al., 2013.
Guerra-Boone et al., 2015.
Guerra-Boone et al., 2015.

Lira et al., 2007.

Asbaghian et al., 2011.
Asbaghian et al., 2011.
Quintans et al., 2013.
Kanter et al., 2003.
Torres-Barajas et al., 2013.
Granados et al., 2012.
Hirota et al., 2010.
Crowell et al., 1994.
Torres-Barajas et al., 2013.
Granados et al., 2012.
Hirota et al., 2010.
Crowell et al., 1994.
Perea et al., 2007.
Perea et al., 2007.
Cha et al., 2007.
Raja 2010.
Hajhashemi et al., 2003.
Dai et al., 2009.
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Actividad antibacteriana.

En el ensayo de actividad antibacteriana el aceite solo produjo halos de inhibicidn

de diametro pequefio en las cepas empleadas (figura 4).

Cepas bacterianas

Figura 4. Actividad antimicrobiana de aceite esencial de B. schlechtendalii.

Siendo Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis las cepas que mostraron un halo de 6 mm en los 3 sensidiscos
colocados, a comparacion de Escherichia coli ya que no presenté actividad alguna

con el aceite esencial (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Comparacion visual de los halos de inhibiciéon en la actividad antibacteriana.

Pseudomonas Staphylococcus aureus Staphylococcus Escherichia coli

aeruginosa epidermidis

Nota. Todas las bacterias utilizadas en el trabajo fueron sensibles a un antibidtico de amplio espectro en este caso el Cloranfenicol.
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Capacidad Antioxidante.

Para los resultados de capacidad antioxidante el aceite mostré una capacidad baja
comparada con el compuesto puro, en este caso el Trolox (Cuadro 10). El aceite
mostré que a cualquier concentracién ya sea 1 o 1000 ppm reducira un 28.24 +

0.007; mientras que, el Trolox presenta una capacidad antioxidante media a 1 ppm.

Cuadro 10. Comparacion de la capacidad antioxidante entre Trolox y aceite

esencial.
% reduccion Trolox [] de AEBS % de reduccion
100- . . 50 32.6538932
o sooo00e 100 30.5748064
2 o 200 29.6779454
O 804

S ° 300 28.8626172
4 400 27.8842234
3 60'1 500 26.946596
2 600 28.6995516
401 700 79.4333469
0 50 100 150 200 250 800 29.3110477
Concentracién de Trolox (ppm). 900 27.8026906
1000 26.4981655

Velocidad de cierre.

Las heridas de los ratones fueron medidas diariamente con la ayuda de un vernier
electrénico. En el cuadro 11 se muestra una comparacién de los tratamientos a lo

largo del experimento en 3 tiempos diferentes.
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Cuadro 11. Comparacion de las heridas, fotos tomadas a lo largo del tratamiento.

Tratamientos/Dia 1 5 9

Aceite esencial al n
*

- | ‘
Recoverén NC. j l
K[|

Sélo herida.

Al realizar el tratamiento de datos los resultados fueron los siguientes:
100

804

60

40

20
o

Control Recoverdn Aceite

% cierre

Tratamientos

Figura 5. Comparacion de velocidad de cierre en los tratamientos.
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En este ensayo se permitié la regeneracion completa del tejido durante 10 dias, se
mantuvo en observacidon macroscopica, en donde no se mostraron diferencias
significativas (P < .05; F =2.052), entre el aceite esencial, el Recoverén NC (Control
positivo) y el tratamiento de sélo herida, aunque el tratamiento de aceite esencial
presenté un caso de inflamacion exacerbada en el séptimo dia del tratamiento;
mientras que en los otros 2 grupos no se presentd ningun proceso de inflamacion

en la herida o en el area circundante.
Toxicidad aguda

Debido a los resultados obtenidos en la velocidad de cierre, se dedujo que el aceite
esencial de B. schlechtendalii en concentraciones altas puede llegar a ser toxico
para los organismos por lo cual se decidio realizar el método de toxicidad para
probar diferentes concentraciones (10 y 50%) del aceite para asi poder llegar a una

dosis adecuada.

Al realizar el experimento los organismos no presentaron ningun sintoma asociado
a la toxicidad, por ejemplo: irritabilidad, pasividad, anestesia, salivacion, sangrado,
diarrea, piloereccion, convulsiones y/o muerte. Por ultimo, al realizar la histologia de
la piel, no mostraron diferencia en la arquitectura celular teniendo un arreglo normal
(Cuadro12)
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Cuadro 12. Experimento de toxicidad aguda a nivel histolégico.

Histologia con un arreglo celular normal sin aceite Histologia con un arreglo celular normal con aceite esencial.
esencial.
A
B
S
D
B E
E
10x 4x

Siendo “A” epidermis, “B” Glandulas, “C” Foliculo piloso en desarrollo, “D” eritrocitos y “E” capa muscular.
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Para evaluar la eficacia de cierre y evaluar la actividad antiinflamatoria con la
concentracion adecuada se eligido la concentracion al 50% porque es la mas
acercada al uso etnobotanico que se le da en la Region de San Antonio

Nanahuatipam, Oaxaca.
Edema auricular.

En este ensayo se permitié que el Xilol actuara como agente inflamatorio durante
una hora, en los tratamientos de Diclofenaco y de Aceite esencial al 50% se coloco
primero el Xilol y posteriormente los tratamientos para dejarlos actuar durante 1
hora. Al realizar el tratamiento de los datos y someterlos a un analisis de ANOVA

de una via (P=0.05), los resultados fueron los siguientes.

1004

i,

501

% de inflamacion

251

Xilol Di-::lofé naco Aceite

Tratamientos

Figura 6. Porcentaje de inflamacion en los tratamientos. En la grafica el asterisco
demuestra que el grupo de aceite present6 diferencias significativas contra el grupo
de Xilol; ya que, el grupo de aceite desinflamé el 30.28%, tomando como 100% de
inflamacion el grupo de Xilol; mientras que, con el diclofenaco no presenté

diferencias significativas ya que desinflamo 42.23%.
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Velocidad de cierre.

Al realizar nuevamente el ensayo, pero con la concentracion menor del aceite
esencial, en este caso aceite esencial al 50% diluido en aceite mineral, se
obtuvieron mejores resultados; ya que, las heridas mostraron un cierre mas estético
y no presentaron inflamacion exacerbada a comparacion del aceite al 100% (Cuadro
13).

Cuadro 13. Seguimiento fotografico del tratamiento de aceite esencial al 50%

Tratamiento Dias

Aceite
esencial al
50%

Recoverdn
NC.

Sélo herida.

Al realizar el estadistico Anova de una via con una P=0.05, los resultados mostraron
diferencias significativas entre el aceite y los controles en este caso contra el

Recoverdon NC y contra el grupo de herida sin tratamiento. Teniendo un 82.56% de
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velocidad de cierre del aceite; mientras que, el Recoveron NC y la herida sin
tratamiento mostraron tener un comportamiento similar con un 61.0 £ 0.90% de

velocidad (Figura 7).

100

804 *e

60+

40+

Velocidad de cierre (%)

201

Control Reca{wernﬁn Acéite

Tratamientos

Figura. 7. Comparacion de tratamientos en el ensayo de velocidad de cierre. En la
grafica el punto y el asterisco muestran que el grupo de aceite esencial tiene
diferencias significativas al compararlo con el grupo control y el Recoveron NC,
teniendo una mejor velocidad de cierre llegando al 80% de cierre comparado con el

60% de cierre de los otros 2 grupos de trabajo.
Fuerza de cierre.

Durante los diez dias del tratamiento se observé que el tratamiento del aceite
esencial tenia un cierre mas estético a comparacion del control y el Recoveron NC,
a la hora de realizar el experimento el aceite y el Recoverén NC tuvieron un
comportamiento semejante teniendo que utilizar una fuerza de 510g (5.001 N) en el
grupo de aceite y 5809 (5.687 N) en el grupo de Recoverén NC; mientras que, para
piel con herida y sin tratamiento se utilizé 455¢g (4.462 N) para abrir la herida.
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Aunque los tratamientos no tuvieron diferencias significativas el suministrar aceite o
Recoverén NC si favorece a que la herida cierre con una fuerza mayor. Para el
analisis estadistico los resultados fueron sometidos a un ANOVA de 1 via (P= 0.05)

los cuales se muestran en la figura 8.

50,
o 40
=
2
(3] —_—
[F]
E 304
[F]
=
° 201
=
104
Control Recoverdn Acéite

Tratamientos

Figura.8. Comparacion de tratamientos en fuerza de cierre.

39



Histologia.

Se observaron los cortes de 5 um para poder analizar los tejidos. Si bien a lo largo
del proyecto el aceite esencial se comporté de una manera similar al farmaco y en
algunos experimentos destacd con su actividad, en el analisis de los cortes
histologicos, la actividad del aceite destaco de una manera notable en comparacion

de los otros tratamientos.

Como se puede apreciar en el cuadro 14 el area sefialada por la flecha es el area
de la herida. En las fotografias del tratamiento con Recoverén NC se observa que
favorece a la remodelacion de la epidermis casi por completo; mientras que, la
dermis y la hipodermis siguen sin tener una estructura celular bien definida. El aceite
esencial al 100% acelerod el arreglo celular de las 3 capas de la piel, pero se observo
la presencia de infiltrado, esto por la aparicion de la inflamacion exacerbada en el

séptimo dia del tratamiento.

Por otro lado, el aceite esencial al 50% fue el tratamiento que mostré mejor resultado
a nivel histoldgico; esto porque, favorece a la remodelacion de las capas dafiadas y
el arreglo celular, comparado con el tratamiento Control en el cual no muestra lesion
y muestra un arreglo celular normal contando con algunos foliculos pilosos,
glandulas, células y eritrocitos. Los cuales también se presentan en el tratamiento
de aceite esencial al 50%. Cabe mencionar que en este grupo de trabajo no se

presentd ningun infiltrado y se obtuvo visiblemente un cierre mas estético.
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Cuadro 14. Comparacion fotografica de los tratamientos a nivel histoldgico.

Piel sana Recoverén NC Aceite esencial al 100% Aceite esencial al 50%

4x

10x
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Discusion.

La importancia de este trabajo radica principalmente en que por primera vez se
evalué de forma cientifica el uso del aceite esencial de Bursera schlechtendalii en
un modelo de cicatrizacion, lo cual concuerda de una manera directa al uso
etnobotanico que se le da en la regién de San Antonio Nanahuatipam Oaxaca,
México; ya que, el informante de confianza del grupo de trabajo (Rocio Rosas
Lopez) refirid que en esta region se le dan diversos usos a esta especie, los
principales son infusiones, unguentos, aceites, compresas, etc. para aliviar dolores

del tracto digestivo y para ayudar a cicatrizar heridas de dificil cierre.

En el presente trabajo se evalud la actividad antioxidante, se corroboré la actividad
antimicrobiana con el trabajo realizado por Espinosa en el 2012, asi como una
cromatografia de gases acoplada a un espectrometria de masas (CG-EM) para
obtener los compuestos que se encuentran en mayor proporcion en la muestra del
aceite y los cuales pueden ser los responsables de obtener una mayor eficacia de
cierre y poderlo observar a nivel macroscopico y microscopico; ademas, de la fuerza
medida en gramos que se necesito para abrir la herida, se evalud la toxicidad aguda
por via tépica para saber qué dosis es la adecuada para los organismos, por otra
parte se realizaron experimentos de inflamacion ya que este proceso, juega un
papel muy importante en el proceso de cicatrizacion. Esto con el fin de validar

cientificamente su uso etnobotanico.

Por lo cual en este proyecto se dié un sustento cientifico al uso de las Burseras en

este caso el uso del aceite esencial de B. schlechtendalii como cicatrizante.

Se obtuvo un rendimiento del 0.522% que a comparacion de un extracto es un
rendimiento bajo, pero comparado con otros aceites esenciales es un rendimiento

relativamente bueno (Albado et al., 2001).

Los aceites esenciales son mezclas complejas de liquidos que presentan una alta
volatilidad, evaporandose al contacto con el aire a partir de diferentes partes de la
planta ya sean flores, yemas, semillas, hojas, ramas, corteza, frutos y raices
(Granados et al., 2014). Los aceites esenciales generalmente son mezclas



Octavio Canales Alvarez 2017.

complejas de hasta mas de 100 componentes que pueden ser, compuestos
alifaticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y
acidos), monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos. En la mayoria de los casos
tienen un olor agradable, aunque se tiene reportados algunos aceites esenciales
que contienen compuestos azufrados que pueden llegar a tener un olor

relativamente desagradable (Martinez, 2001).

Una vez obtenido el aceite se realiz6 la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas para saber que compuestos tiene el aceite, se obtuvieron
14 compuestos en mayor proporcion, destacando 3 compuestos principales (a-
Felandreno con una abundancia del 30.125% en la muestra, (-)-Limoneno con
16.471% y por ultimo B-Pineno con 11.620%) de los cuales se hizo una busqueda
exhaustiva principalmente de 4 propiedades biolégicas necesarias para este
proyecto; como anti-inflamatorio, antioxidante, antibacteriano y proliferativo
teniendo como resultado a-Felandreno y (-)-Limoneno reportados con las 4
actividades biolégicas (Cha et al., 2007, EI-Nekeety et al., 2011, Dongmo et al.,
2010, Lin et al., 2013, Torres-Barajas et al., 2013, Granados et al., 2012, Hirota et
al.,, 2010 y Crowell et al., 1994); mientras que, B-Pineno sélo cuenta con 3
actividades las cuales son: antibacteriano, antioxidante y anti-inflamatorio (Leite et
al., 2007, El-Nekeety et al., 2011 y Mandegary et al., 2004).

Se realizdé la corroboracion de datos para la actividad antibacteriana del aceite
esencial de B. schlechtendalii, para este experimento se utilizaron cepas tanto Gram
positivas como Gram negativas dando como resultado halos de diametro pequefio
ante las siguientes especies: Stapyhylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa (Figura 4). Lo cual concuerda con

Espinosa en el 2012.

Realizar la corroboracion de la actividad antimicrobiana del aceite es muy
importante; ya que, en la comunidad de San Antonio Nanahuatipam se tiene
reportado que las personas usan el “juguito” de la planta para ayudar a cicatrizar
heridas de dificil cierre. Al presentarse una herida y exponerla al medio sin algun

tratamiento es muy arriesgado, porque puede llegar cualquier tipo de microrganismo
43



Octavio Canales Alvarez 2017.

patogeno a complicar la lesion. Vilar-Compte et al. (1999) muestra la incidencia de
patdgenos en heridas quirurgicas en las cuales destacan E. coli presentandose un

22.5% de frecuencia, Pseudomonas spp con un 13%, S. aureus con 9.4%.

Otro motivo por el cual se decidié trabajar con estas cepas bacterianas es por el
mas reciente aviso de la OMS en febrero del ano en curso (2017) en el cual
menciona a Pseudomonas aeruginosa como principal cepa de importancia médica
y Staphylococcus aureus con prioridad elevada, las cuales se han vuelto resistentes

a la mayoria de los antibidticos (OMS, 2017)

Por otra parte, se realiz6 la evaluacion de la actividad antioxidante por el método de
DPPH modificado por Brand-Williams et al. (1995), en el cual se obtuvo como
resultado que la actividad antioxidante no es dependiente de la concentracién que
se coloque del aceite; ya que 50 ppm o 1000 ppm del aceite de B. schlechtendalii
mostré un porcentaje de reduccion del 28.24 £ 0.007 ppm. Esto comparado con el
Trolox (compuesto puro el cual presentd una capacidad antioxidante media a 1
ppm), es un resultado adecuado en comparacién con Granados et al. (2014), pues
los resultados obtenidos con el aceite esencial de Myrcianthes leucoxyla fueron
menores al 15% de reduccion, mostrando tener una baja capacidad antioxidante y
mencionando que, para que una muestra de aceite esencial sea un buen
antioxidante debe tener un porcentaje de reduccion cercano o mayor a 30, esto por
el método de DPPH.

Se sabe que los compuestos que tienen una capacidad antioxidante, como los
flavonoides, deben contar con sélo dobles enlaces conjugados (como los presentes
en los anillos aromaticos A y B de los flavonoides) y grupos OH en su estructura
quimica (Heim et al.,2002) por lo cual se realiz6 la busqueda de los compuestos
mayoritarios del aceite esencial y se obtuvo que nueve compuestos tienen doble
enlace, uno tiene 3 dobles enlaces conjugados, pero ninguno contiene grupos OH.
Es por eso que la actividad antioxidante no es dependiente de la concentracion.
Granados et al.,, (2014) menciona que la técnica del radical DPPH muestra
resultados bajos, si los compuestos que contiene la muestra son hidrofébicos por lo

cual sugiere realizar la técnica de ABTS
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Otra caracteristica importante para este proyecto es la actividad antiinflamatoria, la
cual se realizo por el método de Edema auricular inducido por Xilol (CYTED, 1995).
Segun Villena y Arroyo (2012) mencionan que los flavonoides y triterpenos
contribuyen al efecto antiinflamatorio debido a la inhibiciéon de la prostaglandina
sintetasa, reduciendo el nivel de prostaglandinas en el proceso inflamatorio. Con los
datos del experimento, se realizo el estadistico ANOVA de una via (P= 0.05), en el
cual el tratamiento de aceite mostré diferencias significativas con el diclofenaco
teniendo un 8.56% de inhibicion a comparacion del farmaco el cual tuvo un 26.29%;
mientras que, el tratamiento de Xilol no mostro diferencias significativas con el aceite
esencial, aunque, con el diclofenaco si se presentd. Al realizar la busqueda
bibliografica de los compuestos mayoritarios obtenidos en la composicién quimica
del aceite esencial de B. schlechtendalii, sélo se identificaron monoterpenos y
diterpenos. No se descarta la posibilidad de tener un compuesto triterpénico con
baja abundancia en la composicidon quimica y posiblemente la poca actividad
antiinflamatoria pueda estar relacionado con esto y la actividad sinérgica de los

compuestos del aceite.

Teniendo antecedentes posiblemente favorables para la cicatrizacién, se evalué la
eficacia de cicatrizacion del aceite esencial de B. schelechtendalii. La eficacia de
cicatrizacion esta conformada por dos partes, velocidad de cierre y fuerza de cierre.
Para la velocidad de cierre se realizé con un seguimiento diario en el cual se aplico
los tratamientos correspondientes a los organismos elegidos al azar (Cuadro 4). Se

midieron con un vernier digital las heridas realizadas con el Biopsy punch.

El aceite esencial al 100% mostré una velocidad cicatrizante semejante a la
obtenida por el Recoveron NC (Figura 5) aunque en el séptimo dia del tratamiento
los organismos tratados con el aceite presentaron un proceso de inflamacion
exacerbada; mientras que, en los otros 2 grupos no se presenté ningun proceso de
inflamacion en la herida o en el area circundante. Al realizar el tratamiento de datos
arrojados y aplicarles estadistico ANOVA de una via, los tratamientos no tuvieron
diferencias significativas, aunque el tratamiento de aceite tuvo una pequena

inclinacion a ser mejor que el Recoveron NC. Por lo cual, se decidié evaluar la
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toxicidad aguda en los ratones para asi encontrar una dosis adecuada que siga
teniendo sus propiedades cicatrizantes, pero que, a la vez, no sea téxico para el

organismo.

La evaluacion de toxicidad aguda se realizd con base a Mulisa et al., (2015) donde
se sometieron grupos de cinco ratones (Cuadro 2) a dos concentraciones del aceite
esencial. Se compar6 aceite esencial diluido al 10% y al 50% utilizando aceite
mineral como vehiculo, al realizar el experimento ninguna de las dos
concentraciones tuvo efecto; debido a que, no presentaron ningun sintoma asociado
a toxicidad tales como: irritabilidad, pasividad, anestesia, salivacion, sangrado,
diarrea, piloereccién, convulsiones y/o muerte. Por otro lado, las muestras de higado
obtenidas de los ratones de los tratamientos no mostraron diferencias en el peso al

compararlas con higados de ratones sanos.

La toxicidad aguda ya sea oral o por absorcion dérmica de la sustancia de prueba,
tiene por objeto determinar los efectos de una dosis unica y muy elevada de una
sustancia. Usualmente, el punto final del estudio es la muerte del animal, aunque
es muy importante la aparicion de sintomas o manifestaciones que indiquen dafio a
la salud del animal de estudio, asi como las variaciones de peso de los mismos. El
peso de los animales en un estudio de toxicidad es una importancia vital, una
variacién significativa en este indicador sugiere un posible dafio organico (Lopez et
al., 2014). Por lo tanto, el aceite esencial de B. schlechtendalii no muestré ser téxico
a las concentraciones antes mencionadas. Para la continuidad de este trabajo se
decidi6 utilizar la relacién del aceite esencial diluido al 50% con aceite mineral, esta
decision fue tomada con base al uso etnobotanico que se le da en la Region de San

Antonio Nanahuatipam, Oaxaca, México.

Con base a los resultados de toxicidad se realiz6 una vez mas la eficacia de
cicatrizacion con la diferencia en el grupo de aceite esencial; ya que, en este
experimento solo se utilizé aceite al 50%, el cual mostré una velocidad de cierre
mayor a la del Recoverdon NC (Figura. 7). Obteniendo diferencias significativas entre
los tratamientos, teniendo al aceite esencial al 50% como el mejor tratamiento para

la velocidad de cierre.
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La fuerza cicatrizante del aceite esencial de B. schlechtendalii se evalud por el
meétodo tensiométrico (modificado por el laboratorio de Inmuniobiologia) esto para
determinar la fuerza en gramos necesaria para abrir la herida de todos los grupos
experimentales (Cuadro 5). En los 3 tratamientos comparados con el control de piel
sana se necesitdé menor fuerza medida en gramos para abrir la herida, se presenté
un porcentaje de eficacia de 29% (piel con herida), 33% (tratamiento de aceite
esencial) y 37% (tratamiento de Recoverén NC). Al realizar el analisis estadistico
de los datos se obtuvo que los tratamientos no muestran diferencias significativas
entre si. Mulisa (2015), sefiala que para favorecer la fuerza de cicatrizacion es mejor
llevar acabo contraccion en la herida; ya que, al unir los 2 extremos hacia el centro
disminuye el area de la herida facilitando la cicatrizacion, ésto dado por las
actividades bioldgicas de los compuestos como antinflamatoria y antioxidante, lo
cual concuerda con las actividades biologicas de los 3 compuestos principales del

aceite de Bursera schlechtendalii.

Con respecto al analisis histologico, el Recoveron NC se tiene reportado por
National Center for Biotechnology Information en el 2005 que este farmaco favorece
a la proliferacién de fibroblastos y la disposicidon de las fibras de colagena dentro del
mismo proceso bioldgico natural, pero de manera ordenada. Con los datos
observados durante la histologia se puede deducir que el Recoverén NC también
favorece a la proliferacion de queratinocitos los cuales sufren un cambio notable,
migran a la herida, liberan proteinas y enzimas que facilitan su migracion y
finalmente reconstituyen la epidermis y la membrana basal dafiada (Zavala et al.,
2009). En el registro fotografico se puede apreciar que la epidermis esta
reconstruida casi a su totalidad, pero la arquitectura de la dermis e hipodermis no

se encuentran regeneradas (Cuadro 14).

El aceite esencial al 100% si favorece el proceso de cicatrizacion hasta el proceso
de angiogénesis; ya que, en los cortes se muestra una gran cantidad de eritrocitos,
y migracion celular, aunque cabe mencionar que en estos cortes se aprecian
agentes infiltrados de gran tamafio por la inflamacién presentada en el séptimo dia

del tratamiento
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Los dos tratamientos de aceite esencial (100% y 50%) favorecen a la proliferacion
de fibroblastos y de queratinocitos actuando de una manera similar que el farmaco
en uso. Aunque el aceite esencial de B. schlechtendalii a concentracion del 50%
favorece a la remodelacion de la arquitectura de las tres capas de la piel y sin ningun
infiltrado, cabe mencionar que a esta concentracion ya se logran apreciar nuevas
células, glandulas y foliculos pilosos en los cortes histoldégicos. Lo antes
mencionado, concuerda con Djemaa et al. (2016), quienes mencionan que se
genera una regeneracion epitelial mas avanzada de las estructuras cutaneas

cicatrizadas en los grupos experimentales a comparacion de los controles.

Si bien el tratamiento de aceite esencial al 50% no tuvo diferencias significativas en
los ensayos antibacterianos, antiinflamatorios y fuerza de cierre, mostrd tener un
comportamiento semejante al Recoveron NC en velocidad de cierre y en la
histologia mostré tener una mejor arquitectura en las capas de piel, por lo cual se
pudo observar que el aceite esencial al 50% favorece al proceso de cicatrizaciéon de

una forma mas eficaz que el Recoverdon NC.
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CONCLUSIONES.

e El aceite esencial de B. schlechtendalii inhibe el crecimiento de bacterias.

o El aceite esencial de B. schlechtendalii presenté actividad antioxidante.

e El aceite esencial de B. schlechtendalii al 50% no es téxico.

e El aceite esencial de B. schlechtendalii al 50% present6 poca actividad
antiinflamatoria.

e EIl aceite esencial de B. schlechtendalii al 50% actua de una manera
semejante al Recoverén NC en la eficacia de cicatrizacion.

e En el proceso de histologia el aceite esencial de B. schlechtendalii al 50%
mostré una mejor arquitectura en las capas de la piel.

e El aceite esencial de B. schlechtendalii al 50% y al 100% favorece al proceso

de cicatrizacion.
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Apéndice 1. Datos generales de B. schlechtendalii.

El género Bursera es muy diverso y caracteristico de la flora tropical mexicana, pero
su conocimiento es incompleto, pues ademas de su sistematica complicada no se

conoce bien la distribucidn de algunas de las especies (Rzedowski et al., 2005).

México rebasa la cifra de 100 especies del género Bursera, actualmente se cuenta
con registros en casi todos los estados a excepcidon de Tlaxcala. Los arboles de
Bursera son abundantes e incluso dominantes en los bosques tropicales secos de
México. Destacando tanto por el numero de especies como por su abundancia,
sobre todo en la vertiente del Pacifico y en la Cuenca del Balsas, donde se
presentan unas 80 especies (Rzedowski y Kruse, 1979). Su distribucién esta
estrechamente relacionada con la selva baja caducifolia (Miranda y Hernandez,
1963) o bosque tropical caducifolio (Rzedowski y Huerta, 1978), cabe mencionar
que es el bosque tropical seco de mayor extension en México. Se ha vinculado la
distribucion y diversificacién del género a la expansién del bosque tropical seco en

el territorio nacional (Becerra, 2005).

El género Bursera cuenta con 120 especies descritas y aceptadas, de las cuales
aproximadamente 100 se encuentra distribuidas exclusivamente en el continente
americano (Biodiversidad, 1996) en las cuales destaca B. schlechtendalii, debido a
que, es comun en la Cuenca del Balsas y sobre todo en el estado de Oaxaca; en
otras partes su papel es cuantitativamente mucho menos importante. Se localiza en
los estados de Coahuila, Tamaulipas, Zacatecas, San Luis Potosi, Querétaro.
Hidalgo, Jalisco, Colima, Morelia, Puebla, Veracruz Guerrero, Oaxaca, Chiapas y

Yucatan (Figura 9)

50



Octavio Canales Alvarez 2017.

Repiblica Mexicana

Figura 9. Distribucién geografica de B. schlechtendalii en el territorio nacional

(Imagen obtenida de Google.com)

B. schlechtendalii es un arbusto o a veces arbol, dioico (es decir que las flores
masculinas y femeninas son producidas por individuos diferentes y se desarrollan
previa y simultaneamente a las nuevas hojas) (Biodiversidad, 1996) aunque se ha
reportado que en algunos casos B. schlechtendalii puede ser hermafrodita, su
tamafio va desde 0.5 hasta los 10 metros de alto, cuenta con un contenido
abundante de resina aceitosa de olor fuerte en la corteza y las partes verdes, el
diametro del tronco es variable entre 20 y 30 cm, la corteza es de color rojo o rojo

obscuro (Figura 10).

Forma parte de algunos matorrales xerdfilos y del bosque tropical caducifolio de la
parte central y nororiental, se le encuentra comunmente en laderas empinadas de
cerros calizos o de cerros constituidos por lutitas, se encuentra en lugares con una
altitud que va de 600 a 1500 metros, aunque se ha reportado en una altitud maxima
de 2000 metros. Todas las especies del género Bursera pierden sus hojas en la

época seca del ano y florecen al final de la misma. B. schlechtendalii florece en los
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meses de marzo a junio y permanece solo con follaje de mayo a noviembre

(Rzedowski y Guevara-Féfer, 1992).

Figura 10. B. schlechtendalii con fruto (Foto tomada en agosto, 2016 en el lugar de

colecta).
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Apéndice 2. Datos generales de San Antonio Nanahuatipam.

Segun el INEGI en el aino 2005 se tenia reportada una poblacién de 1,298
habitantes. La poblacién total del municipio representa el 0.04% con relacién a la
poblacién total del estado (Oaxaca), la comunidad se encuentra con una mayor
presencia de mujeres (717) en relacién con los hombres (581) de acuerdo a los
resultados que fueron presentados por el segundo Conteo de Poblacion y Vivienda
en el 2005 (INEGI, 2005). Dentro del municipio, menos del 5 por ciento de la
poblacién habla una lengua ajena al espafiol y dentro de este pequeno porcentaje
la lengua nativa mas comun es el mazateco. Para la flora cuenta con extensiones
de terrenos del municipio que se encuentran cubiertas por arbustos, arboles
pequefios, mezquites, pochotes, cucharitos, ufia de gato, verdolagas, etc. En el

cuadro 15 se mencionan las plantas utilizadas en la comunidad.
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Cuadro 15. Flora utilizada en la comunidad de San Antonio Nanahuatipam.

Flores Plantas Arboles Frutos Plantas Plantas

comestible medicinale |exotica

S S S
Bugambilias | Pepinos, Guamuchil | Mangos, Cola de | Chille de
, paraguitas, | chile verde, |, chicozapotes | iguana o de | perro,
huele de | melones, huizaches, |, cocos, | caballo, mala
noche, sandias, palo de | limones, arnica, mujer,
rosas, chayotes, agua, cactus, albahaca, CcOCoS
girasoles, tomate de | sauce, biznagas, ruda, enanos,
lirios en los | cascara, cuahulotes | nopales, peonia, uia | etc.
rios, etc. jitomates, , guayabas, de gato,

berros, mezquites, | platanos hierba  del

alfalfa, pochotes, | peron. sapo, eftc.

calabaza y | arbol del

cachimba pipe,

cacayas, guajes

rabo de

ledn, etc.

La fauna de la comunidad esta basada en 8 grupos principalmente: aves silvestres,

animales salvajes, insectos, especies acuaticas, reptiles, animales domésticos,

ganado y especies extranas (se les denomina extrafas porque es muy dificil

encontrarlas, pero aun se cuentan con registros de organismos presentes en la
zona) (INAFED, 2010).

Topografia

Esta localidad cuenta con la presencia de cerros como el cerro Prieto, cerro

Colorado, cerro Ceniza y cerro Tepesezongan, aunque no son tan elevados,
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resultan representativos para la comunidad ya que por sus caracteristicas presentan

recursos naturales con posibilidad de explotacion (Moreno-Bautista, 2008).
Hidrologia.

El municipio de San Antonio Nanahuatipam pertenece al area hidrolégica de la
cuenca del Papaloapan clave RH28 y su ubicacion con respecto a la region
administrativa es al noroeste de la cuenca. El municipio pertenece a la sub cuenca
del Rio Grande o Santo Domingo. La microcuenca se encuentra establecida por el
rio Salado y el rio Calapa. Esta es determinante en la produccién agricola ya que

del rio Salado se adquiere la mayor parte del agua para riego

Existen también 3 manantiales del cual en uno se toma el agua para riego, el
manantial de mas importancia es conocido como Ameyal y otro de igual importancia

es el que se encuentra al este del municipio en las Salinas (Moreno-Bautista, 2008).
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Apéndice 3. Histologia de la piel.

La piel es el érgano mas grande del cuerpo humano, que se encarga de recubrir y
proteger érganos y tejidos del cuerpo, y cuya falta implica una riesgosa exposicion
a factores del ambiente externo que pueden producir dafios al organismo (Hidalgo,
2010). Una piel sana posee un espesor de 2.2 mm y en un individuo promedio ocupa
el 6% del peso corporal total (Arenas, 2015). En cuanto a su composicion quimica,
el 70% es agua; minerales como sodio, potasio, calcio, magnesio y cloro;
carbohidratos como glucosa, lipidos, principalmente colesterol y proteinas como
colageno y queratina (Arenas, 2015). Se distinguen tres capas principales:

epidermis, dermis e hipodermis o tejido subcutaneo.
Epidermis.

La epidermis es un epitelio plano estratificado queratinizado (Arenas, 2015), es la
capa mas superficial y se encuentra constituida por dos grupos de células:

queratinocitos o células no dendriticas y células dendriticas (Navarrete, 2003).

Los queratinocitos a su vez se organizan en capas o estratos que, de la mas

superficial hacia adentro son:

* Estrato corneo

* Estrato lucido

* Estrato granuloso
* Estrato espinoso

* Estrato basal o germinativo

El estrato corneo estd formado por células muertas aplanadas y sin nucleo, que
contienen una proteina fibrilar, la queratina (Arenas, 2015). Por lo que con los
colorantes de rutina (hematoxilina y eosina) se tifie unicamente por la eosina. Su
grosor varia de acuerdo al sitio anatomico, en las zonas como palmas y plantas es

mayor.
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El estrato lucido es una linea intensamente eosindfila ubicada por debajo de la capa
coérnea y solo se le identifica en piel muy gruesa; esta formada por eleidina (Arenas,
2015; Navarrete, 2003).

El estrato granuloso esta formado por células romboidales que tienen granulos de
queratohialina (precursor de la queratina), mismos que le dan su nombre y que se

tinen intensamente con la hematoxilina (Navarrete, 2003).

El estrato espinoso, lo constituyen células poligonales que poseen puentes
intercelulares o desmosomas. ElI numero de estas células también varia
dependiendo de la region corporal de que se trate, en general es de cinco a siete

hileras. Se tifien palidamente con la hematoxilina (Navarrete, 2003).

El estrato basal o germinativo, esta formada por células cilindricas que se disponen
generalmente en una hilera, se tifien intensamente con la hematoxilina. En el estrato
basal se encuentra la melanina, pigmento normal de la piel, cuya cantidad varia de

acuerdo al tipo de piel de cada individuo (Navarrete, 2003).

= Epidermis:

Superficial
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corneo

Estrato
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-
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Microfotografia de una porcion de piel humana

Figura 11. Microfotografia de piel. Imagen obtenida de Google, 2016.
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Dermis.

La dermis esta situada por debajo de la epidermis y esta constituida por tejido
conectivo, sustancia fundamental y células. El tejido conectivo a su vez esta
formado por tres tipos de fibras: colagenas, elasticas y reticulares. Las fibras
colagenas son las mas numerosas, la disposicion y el grosor de las mismas, varia
de acuerdo al nivel en que se encuentran: en la dermis superficial o papilar son
fibras delgadas, a diferencia de la dermis media y profunda, donde son mas gruesas
y se disponen en haces casi paralelos a la superficie de la epidermis (Navarrete,
2003).

Las fibras elasticas se observan con tinciones especiales de orceina o resorcina-
fuccina, son fibras delgadas de 1 a 3 micras de diametro, el grosor al igual que el
de la colagena y varia de acuerdo al nivel en que se encuentran: delgadas en dermis
superficial y gruesas en dermis profunda. En la dermis papilar configuran un plexo:

son las fibras de elaulina y de oxitalan (Navarrete, 2003).

Las fibras reticulares también requieren de tinciones especiales para su
observacion. Miden de 0.2-1 micra de diametro, son un tipo especial de fibra

colagena de tipo Il (Navarrete, 2003).

La sustancia fundamental de la dermis contiene glucosaminoglicanos o

mucopolisacaridos acidos (Arenas, 2015).
Hipodermis.

La hipodermis, llamada también paniculo adiposo o tejido celular subcutaneo, esta
constituido por células grasas, que se conocen con el nombre de adipocitos, los
cuales se disponen en Iobulos separados por tejido conectivo llamados septos o

tabiques interlobulillares (Navarrete, 2003).

58



Octavio Canales Alvarez 2017.

Epidermis— (o

Dermis

Hipodermis—~ 2

Figura 12. Capas de la piel. Imagen obtenida de Google 2016.
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Apéndice 4. Terpenos.

Los terpenos son un amplio grupo de compuestos que se caracterizan por estar
formados por la unién de unidades pentacarbonadas ramificadas relacionadas con
el 2-metil-1,3-butadieno (isopreno). Segun formen parte de su esqueleto
hidrocarbonado, 1, 2, 3, 4, 5, 6 6 8 unidades pentacarbonadas (C5), los terpenos se
clasifican en hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
sesterterpenos, triterpenos y tetraterpenos, respectivamente (Bruneton, 2001)
(Cuadro 16).

Estos compuestos derivan biogenéticamente del acido mevaldnico (Figura 13), el
cual, mediante una serie de reacciones organicas clasicas catalizadas por enzimas,
va a dar lugar a los precursores de los principales tipos de terpenos (Bruneton,
2001).

__,.f'_-{:" ""‘H,_\_\___.-’fxmh opp _— __J.J'L‘R(..-"EHHH

O-FP

IPP (Cs) DMAPP (Cc)

ACIDO MEVALONICO

J +IPP |

TN OFF ~ - ) QHVWE%’H#‘HHDP:

DMAPP (Cs) GPP (C1q)

| I N
- {@fhw)%v”h“v RN O-FP 1l IPP
FPP (C4s)
YN '
+1PP P T e P T
GGPP (Cag)

Figura 13. Formacion de los precursores de terpenos.
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Cuadro 16. Clasificacion de Terpenos.

Nombre Numero de Ejemplo. Funcion
carbonos
Hemiterpenos 5 carbonos H 3C C H 2 Actividad

\ // antioxidante,

C_C protector del

H,C H tejido

vegetal y

Isopreno controlador
del dioxido
de carbono

en la
fotosintetis.
Monoterpenos 10 carbonos Monoterpenos regulares aciclicos: Aromas y
*Monoterpenos CH, H, esencias en
regulares plantas.
(Cumplen la | OH HO i
regla H,C” “CH, H.C” “CH,
isoprenica de Citronelol.

Wallach, los
Monoterpenos regulares

cuales pueden .
monociclicos:

ser aciclicos, \
- C’H:S
monociclicos y

biciclicos).
*Monoterpenos

irregulares (no

cumplen con la

regla de HgC /%CHo
Wallach, Limoneno.
pueden ser

Monoterpenos regulares biciclicos:
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Sesquiterpenos

Diterpenos

Iridoides o CHs CH,
aciclicos).
H,C H,C
° CHj ° CH,4
alfa-pineno beta-pineno
a pineno y B pineno.

Monoterpenos irregulares aciclicos:

o)
HsC
OH
HaC
HsC CHs

Acido crisantémico.

Monoterpenos irregulares Iridoides:

H.
s CH, CH,
CH,
g E1.
| |
H,C™ ™CH HC o 0

2 ; H,C

Indano Indoide Secoindoide

Iridano, Iridoide y Secoiridoide

15 carbonos Intermediaro
CH,OH
R ? enla
sintesis de
| colesterol.
Farnesol.
20 carbonos W\ Forman
CHy OH .
i pigmentos y
_ vitaminas.
Fitol.
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Sesterterpenos

Triterpenos

Tetraterpenos

Politerpenos

25 carbonos

30 carbonos

HsC CHa

40 carbonos

o - caroteno

B - caroteno

a caroteno y 3 caroteno.

N R1 RZ R7 RS
RS
! o
HO G
R3 R4 R8 RS
Latex.

(4)

Proteccion
de la

desecacion.

Origina

esteroides.

Pigmentos

vegetales.

Aislantes.
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Apéndice 5. Estudios realizados acerca del género Bursera.

Especie Parte
utilizada
B. aloexylon Hojas
B. fagaroides Corteza de
tallo
B. microphylla Hojas,
tallos y
semillas.
B. simaruba Corteza
B. simaruba Hojas
B. simaruba Hojas, tallo
y ramillas
B. simaruba Corteza
B. tonkinensis Raices
B. aptera. Semillas y
B. lancifolia. plantula

B. schlechtendalii
B. morelensis.
B. longipes.

B. grandifolia.
B. bicolor.

B. submoniliformis.
B. capollifera.
B. glabrifolia.

Estudio

Actividad

antimicrobiana.

Actividad in vitro sobre

el crecimiento de

Entamoeba histolityca

Relacién de terpenos:

morfologia y

distribucion.

Actividad antibacterial.

Actividad anti-

inflamatoria.

Actividad antibacterial.

Compuestos fendlicos.

Componentes
bioactivos.
Morfologia de
plantulas y sus
implicaciones

filogenéticas

Bibliografia

Queiroga et al.,
2007
Rosas-Arreguin et
al., 2008

Mooney y
Emboden, 1968.

Camporese et al.,
2003
Noguera et al.,
2004.
Yasunaka et al.,
2005
Maldini et al., 2009
Jutiviboonsuk et
al., 2005
Hernandez y
Organista, 2002
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B. morelensis Ramillas
B. schlechtendalii. Ramas
B. morelensis Corteza
B. microphylla Resina
B. graveolens Aceite
esencial
B. simaruba Aceite
esencial
(hojas y
ramillas).
B. morelensis Corteza
B. grabrifolia. Corteza

B. morelensis.

Composicion quimica
y actividad
antimicrobiana del
aceite esencial.
Comparacién quimica
y actividad
antimicrobiana del
aceite esencial.
Efecto cicatrizante.

Actividad citotoxica.

Composicion quimica
y actividades anti-

proliferativas.

Composicion quimica.

Efecto cicatrizante

Efecto cicatrizante.

Lopez, 2011.

Espinosa, 2012

Serrano, 2013
Messina et al.,
2015
Monzote et al.,
2012

Setzer, 2014

Serrano-Parrales
etal., 2012
Lopez, 2016

Otros usos durante la época prehispanica fue principalmente el de la resina ya que
fue una practica ampliamente difundida en el México antiguo, como lo demuestran
las impresionantes ofrendas de copal rescatadas del Cenote Sagrado de Chichen
Itza, antigua ciudad Maya en Yucatan, y de la laguna de la Luna, en el Nevado de

Toluca en el Estado de México, asi como las esculturas de esta resina encontradas

en el Templo Mayor de Tenochtitlan en la ciudad de México (Biodiversidad, 1996).
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Las cualidades de los copales fueron conocidas y aprovechadas ampliamente por
las culturas prehispanicas para usos rituales, ceremoniales, festivos, terapéuticos,
medicinales y como aglutinante. Su relevancia logréo sobrevivir a la propia
Inquisicion, utilizandose hasta nuestros dias entre numerosos pueblos indigenas y
mestizos. Su vigorosa vigencia se refleja en el hecho de que cada lengua y variante
que se habla en el pais cuenta con una palabra para referirse al copal en alguna de
sus formas: arbol, resina o humo, siendo copalli en nahuatl y poom en lenguas

mayenses, las mas representativas por su amplia distribucién (Biodiversidad, 1996).
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Apéndice 6. Aceites esenciales (Figura 14).

Son productos obtenidos a partir de una materia prima vegetal, por arrastre con
vapor, por procedimientos mecanicos a partir del epicarpio de los Citrus, o bien por
destilacion seca (AFNOR, 1998).

Quimicamente estan formados principalmente por terpenos, monoterpenos y
sesquiterpenos (hidrocarburos, alcoholes, cetonas, etc. que pueden ser aciclicos,
monociclicos, biciclicos, triciclicos...), en ocasiones llevan también derivados del

fenil propano y, raramente cumarinas.

Entre las principales acciones debidas a la presencia de aceites esenciales cabe
destacar: antiséptica, antiespasmaddica, expectorante, carminativa, eupéptica, etc.
Es preciso tener en cuenta que algunos aceites esenciales, sobre todo a dosis
elevadas, son toxicos, principalmente a nivel del sistema nervioso central. Algunos
pueden presentar problemas tépicos, irritacion o alergias. Ademas de sus
aplicaciones en terapéutica, los aceites esenciales presentan un gran interés
industrial, utilizandose en la industria farmacéutica, en alimentacion y sobre todo en

perfumeria

Figura 14. Representacion de aceites esenciales. Imagen obtenida de Google.
2016.
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Apéndice 7. Método de Hidrodestilaciéon (Figura 15).

El aceite se obtendra a partir del material fresco; este método utiliza una de las
caracteristicas de los aceites esenciales que es el presentar bajas presiones de
vapor y por lo tanto no pueden ser arrastradas por sustancias que poseen presiones

de vapor mas altas. Se puede destilar por hidrodestilacién continua de 100 a 500g
de planta fresca.

Figura 15. Extraccion del aceite esencial (Foto tomada en agosto, 2016).

A continuacion, el material biolégico se deposita en un matraz de fondo redondo de
500 mL. EL matraz de coloca en una mantilla de calentamiento eléctrica. Se monta

el sistema de refrigeracion. Se espera a que hierva ligeramente y se recolecta el
aceite esencial.
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Apéndice 8 Composicion quimica del aceite esencial.

El analisis del aceite esencial de B. schlechtendalii mediante la cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) se realizé en un cromatégrafo
modelo 6850 acoplado a un espectrometro de masas modelo 5975C, marca Agilent
Technologies (los dos aparatos hechos en China) (Figura 16), con una columna de
30 metros de longitud, 0.25 mm de didametro interno y de pelicula de 0.25 um, el tipo
de inyeccion fue Split y la cantidad de muestra empleada fue de 0.5 pL. Las
condiciones de separacion fueron la temperatura inicial de 70°C durante 2 minutos
aumentando con 2 rampas de calentamiento, la primera a 20°C por minuto hasta
los 230°C; y la segunda, aumentando a 8°C por minuto hasta los 280°C y se
mantuvo asi durante 5 minutos, el gas de acarreo fue He. El flujo en la columna fue
de 1mL/min, con una presién de 61.85 Kpa (8.77psi) y una velocidad lineal de 30

cm/s (Espinosa, 2012).

Figura 16. Cromatégrafo modelo 6850 y espectrometro de masas modelo 5975C

(Foto tomada en octubre, 2016).
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Apéndice 9. Método de difusion en agar de Kirby-Bader.

Esta técnica se emplea para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana, de
un aceite esencial o 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 concentracién, formandose un halo de inhibicién circular donde la
sustancia no alcanza a inhibir el crecimiento y cuyo diametro sera proporcional a la

potencia de la sustancia frente al microorganismo.

Para el ensayo con bacterias se emplea medio de cultivo Mueller-Hinton ya que
promueve el desarrollo de la mayoria de los aislamientos bacterianos. Se debe dejar
incubar las cajas durante 24 horas previas a realizar la prueba de susceptibilidad

para verificar la ausencia de contaminacién del agar.

Con un asa de siembra se tocan las superficies convexas de 4 o 5 colonias y se
sumerge en 10 mL de caldo Mueller-Hinton para el ensayo en bacterias, 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 24 horas.

Posteriormente se sumerge un hisopo estéril y seco en la suspension de bacterias,
antes de retirarlo se elimina el exceso de liquido, con este hisopo se inocula la
superficie de una placa con agar de Miuller-Hinton a temperatura ambiente.
Finalmente, se siembra por estria en por lo menos tres direcciones, dando vueltas

a la placa.
Preparacién de sensidiscos

Se emplearon sensidiscos de 5 mm de diametro hechos de papel Whatman del N°
5, posteriormente se aplica la sustancia a evaluar en la prueba de susceptibilidad
en este caso aceite esencial de Bursera schlechtendalii. Se empled el aceite

esencial de forma directa aplicando 10 uL por sensidisco.
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Control positivo

Se evalua la sensibilidad de las cepas bacterianas experimentales con sensidiscos
impregnados con 25 ug de cloranfenicol. Posteriormente se deja evaporar el

solvente de los discos impregnados durante 12 horas y se colocan en la caja de
Petri con las bacterias utilizadas.
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Apéndice 10 Isoflurano (Anestesia inhalada) (Hawk et al., 1999).

Es un éter halogenado, usado como anestésico administrado por via inhalatoria
(Nombre y estructura quimica en el cuadro 17). El uso de vaporizadores especificos
para Isoflurano facilita el control de la concentracidn exacta de anestésico
administrado. Tiene un ligero olor acre a éter, que puede limitar la velocidad de
induccion del gas, no obstante, la induccién y la recuperacion son rapidos (Ministerio
de Sanidad, 2008).

Cuadro 17. Nombre y estructura quimica del Isoflurano.

Nombre. Estructura quimica.
(1-cloro-2,2,2-trifluoroetil Cl F
difluorometil éter) F )\

F 07" F
F

Se coloca un algodén dentro de un tubo cénico de 15 mL con tapa, posteriormente
el algodon es impregnado con 40 pL del anestésico (Figura 17); esta dosis fue
estandarizada y se usa para ratones de las cepas Balb/c o CD-1 ya que cuentan
con un peso entre 25 y 40 g. Posteriormente se tapa el tubo y cuando se vaya a
ocupar se abre y se coloca el hocico del raton dentro del tubo durante 12-15
segundos (tiempo estandarizado para el proyecto), el efecto es inmediato y la

duracion de la anestesia es de 40-50 segundos aproximadamente
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Figura 17. Isoflurano y aplicador estandarizado para el proyecto (Foto tomada en
octubre, 2016).
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Apéndice 11. Biopsy punch (Figura 18).

Una vez anestesiados los organismos se procede a realizar la herida, esta se hace
con ayuda del biopsy punch, se coloca al ratdn boca abajo y se estira perfectamente

la piel para que el corte sea bueno.

Cuando la piel se encuentra estirada se ejerce presion con el biopsy punch sobre el
organismo y la herida que se realiza tiene un diametro aproximado de 5 mm aunque
si no se estira bien la piel puede variar entre 4.50 y 5.50 mm. Para finalizar se retira
el circulo de epidermis cortada y si es necesario se corta la membrana con unas

tijeras de diseccion para poder retirarlo.

Figura 18. Biopsy punch (Foto tomada en octubre, 2016).
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Apéndice 12 Recoveron NC.

Es un farmaco utilizado para acelerar la cicatrizacion; ha mostrado buena tolerancia,
a excepcion de algunos casos de hipersensibilidad al principio activo o a cualquiera

de sus excipientes como ardor e irritacion (Tolentino, 2016).

Este farmaco esta indicado para heridas sin infeccidon donde se desee acelerar el
proceso de cicatrizacidon tales como heridas traumaticas quirurgicas, episiotomias,
ulceras, quemaduras de 1° y 2° grado, heridas profundas heridas que necesitan
estar al descubierto etc. Segun el sintoma que padezca el paciente sera el tipo de
Recoverdn que se ocupe ya sea en un unguento, crema, Recoverdn C, Recoverdn

Ny Recoverén NC

En el presente estudio se utiliz6 Recoverén NC (Figura 19), acido acexamico con
neomicina al 5% (Cuadro 18) debido a que elimina y previene la presencia de
geérmenes patdégenos que pudieran retrasar el proceso de cicatrizacion; esto porque,
el acido acexamico reduce la inflamacion de fibras de colagena y no interfiere con
la multiplicacién celular. Por lo tanto, el medicamento actua como regulador del
tejido conjuntivo, permitiendo una epitelizacion mas facil. El acido acexamico
participa en la accion protéica de la colagena, lo que le permite actuar en el proceso
de cicatrizacién, regulando la produccién de fibroblastos y la disposicion de las fibras
colagenas dentro del mismo proceso biolégico natural, pero de manera ordenada
(NCBI, 2005); mientras que, la neomicina es un antibiotico de amplio espectro que

combate tanto especies Gram negativas como algunas Gram positivas.
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Cuadro 18. Estructuras quimicas de los principios activos de Recoverdén NC.

Principios activos. Estructura quimica.

Acido acexamico.

Neomicina.

Figura 19. Farmaco aplicado en el tratamiento (Foto tomada en octubre, 2016).
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Apéndice 13. Velocidad de cierre.

Los ratones con las heridas se colocaran de 2 a 3 horas en una caja con cama de
periddico, esto se realizara para evitar que el aserrin se introduzca en la herida

provocando alguna infeccion.

Se monitorearan 2 veces al dia, durante 10 dias y se medira el diametro de la
herida hecha con Biopsy punch con ayuda de un Vernier electronico de la marca
Mitutoyo.

El porcentaje de velocidad de cierre fue calculado por la siguiente regla de tres.

(Diametro del dia X)(100)

Diametro del dia 1

En donde se graficaran los tratamientos contra él % de velocidad de cierre.
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Apéndice 14. Técnica histoldgica.

Esta técnica consiste en montar la piel lesionada (previamente extraida) en cassetes
sumergidos en formol al 10% amortiguado con sales de fosfato con un pH de 7, las
muestras se dejaran en esta solucion durante 24 horas, posteriormente los tejidos
se deberan someter a un tren de alcoholes de diferentes concentraciones (70, 80,
90 y 100%) para su deshidratacion. Una vez terminado este proceso se dejaran en
butanol durante 2 horas, a este proceso también se le conoce como aclaramiento.
Los tejidos aclarados seran depositados en parafina durante 48 horas para concluir
con la inclusién del tejido el cual se debera dejar durante 24 horas en el congelador

antes de llevarlo al micrétomo.

Se realizaran cortes histolégicos de 3 0 5 uym, se deberan estirar las muestras con
alcohol para posteriormente pegar el tejido al portaobjetos en el bano de flotacion.
Las laminillas se dejaran secar y se removera la parafina excedente en un horno de
calor seco a 56°C durante 24 horas, si aun queda parafina después de las 24 horas
se le agregara Xilol. Una vez realizados los métodos anteriores se deberan

rehidratar los tejidos con soluciones decrecientes de etanol (100, 90, 80 y 70%).
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Apéndice 15. Tincion hematoxilinay eosina (Hy E).

1. Desparafinar las muestras.
2. Xilol I =5 minutos

3. Xilol Il = 10 minutos

4. Alcohol 100% - 10 lavados
5. Alcohol 90% - 10 lavados
6. Alcohol 80% - 10 lavados
7. Alcohol 70% - 10 lavados
8. Agua corriente — 10 lavados
9. Hematoxilina - 1 minuto.
10.Agua corriente — 1 lavado
11.Alcohol acido — 1 lavado

12.Agua corriente — 10 lavados
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13.Carbonato de litio — Hasta que

vire
14.Agua corriente — 1 lavado
15. Alcohol 100% - 10 lavados
16.Eosina — 7 minutos
17.Alcohol 70% - 10 lavados
18.Alcohol 80% - 10 lavados
19. Alcohol 80% - 10 lavados
20.Alcohol 90% - 10 lavados
21.Alcohol 100% - 10 lavados
22 Xilol I — 10 lavados
23.Xilol Il — Hasta que se monte

24 .Montar
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Apéndice 16. Método tensiométrico (Vaisberg et al., 1989).
Evaluacion de la Eficacia Cicatrizante.

La sustancia a evaluar (aceite esencial) se aplicé de forma directa, con la ayuda de
una micropipeta, se le colocaron 5 uL en la lesion (para este caso la lesion fue
realizada con un bisturi del #4, siendo un corte longitudinal de 1 cm
aproximadamente), para el caso del control positivo (Recoveron NC), este fue
aplicado utilizando una espatula 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 COz, y se midi6 la fuerza con
la que se abre la herida utilizando una base donde se sujetan los ratones, pinzas de
diseccién para sujetar la piel del ratdén y un juego de poleas para aplicar la fuerza al
ir aumentando el peso del agua que fue cayendo. Esto se realiz6é para evaluar que

tan efectivo es el proceso de cicatrizacion.

La fuerza o tensidn en gramos en que se abre la herida en el proceso de
cicatrizacion. Para lograr la medicidn se utilizaron pinzas de diseccion, las cuales
fueron insertadas en la piel periférica a la herida, de los cuales se sujetd la piola a
la cual estaban amarradas las botellas PET con una capacidad de 1.5 L. El agua
caera en las botellas; ya que, las mangueras estaban conectadas a un dispensador
de agua provisto por una conexioén de “T”. Al ir cayendo el agua, el sistema de poleas
fue ejerciendo presioén lo cual hace que las piezas jalen la piel del raton hasta su

abertura.

Una vez que se abridé un poco la herida o se comenzd a observar una tonalidad
blanca en la lesion se recuperd el agua que cayd en las botellas y se hizo la

conversion de mL a gramos.

Con los datos asi obtenidos, se calcula la eficacia de cicatrizacién en porcentaje,

mediante la siguiente formula:
Eficacia de cicatrizacion (%) = [(GC)/GS] X 100

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

De los resultados obtenidos se calcul6 la media de cada uno de los grupos y el error
estandar de la media. Para determinar la significancia entre los tratamientos
aplicados, se utilizé la prueba “t de Student” para una p<0.05

Figura 20. Modelo de tensiométrico utilizado en el proyecto y modificado por el
Laboratorio de Inmunobiologia.
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