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Abreviaturas  

AE: Aceite esencial. 

CG: Cromatografía de gases.  

SIS: Sistema inmune cutáneo (por sus siglas en inglés) Skin immune system. 

EC: Eficacia cicatrizante.  

CH: Contracción de herida. 

CANT: Control de absorbancia no tratada.  

PSH: Piel sin herida. 

C-: Heridas no tratada como control negativo. 

C+: Heridas tratadas con Recoverón NC, como control positivo. 

AM: Aceite mineral (Vehículo). 

AE25: Aceite esencial al 25%. 

AE10: Aceite esencial al 10%. 

PIN: α-pineno al 9%. 

FEL: α-felandreno al 1%. 

FPH: Fibroblastos de piel humana. 

AHF: Andamios de hidrogel de fibrina. 

CMC: Cultivos en monocapa.  
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1.0 RESUMEN  
Bursera morelensis se usa en la medicina tradicional mexicana para tratar heridas 

en la piel. Es un árbol endémico conocido como "aceitillo", se ha verificado la 

actividad antibacteriana y antifúngica de su aceite esencial (AE); también actúa como 

un antiinflamatorio. Todas estas actividades biológicas hacen que el AE de B. 

morelensis sea un candidato para acelerar el proceso de curación de heridas. El 

objetivo del presente trabajo fue determinar las propiedades de curación de heridas 

del AE de B. morelensis en modelos in vitro e in vivo. El AE se obtuvo por 

hidrodestilación, con un rendimiento del 0.19%. El análisis químico se realizó por 

cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS); encontrando 

18 compuestos de tipo terpenoide, de los cuales los más abundantes fueron: p-

mentano (38.41%), β-felandreno (35.25%); α-pineno (8.37%), cariofileno (5.19%), β-

mirceno (3.6%), sabineno (3.54%) y p-cimeno (2.1%). Previo a las pruebas in vivo, 

se verificó la actividad citotóxica del AE, en macrófagos peritoneales de ratones 

BALB/C; y se realizó una prueba preliminar de irritación; encontrando una baja 

citotoxicidad y baja irritación, demostrando que el AE es seguro para pruebas en 

animales. En el modelo murino, se evaluaron la eficacia cicatrizante (EC) y la 

contracción de heridas (CH); en los siguientes grupos experimentales: piel no tratada 

sin herida o piel sana (PSH); heridas no tratadas como control negativo (C -); control 

positivo heridas tratadas con Recoverón NC control (C +); heridas tratadas con aceite 

mineral (AM) (vehículo); heridas tratadas con aceite esencial al 25% (AE25); heridas 

tratadas con aceite esencial al 10% (AE10); heridas tratadas con α-pineno al 9% 

(PIN); y heridas tratadas con α- felandreno (FEL) al 1%. Encontrando que la mayor 

EC la presentaron los tratamientos con PIN (21.16%) y FEL (19.23%); seguido por 

AE10 (20.3%) y AE25 (14.71%). PIN y FEL presentaron la mayor velocidad de cierre, 

siendo esto evidente desde el tercer día de tratamiento. La mayor CH la presentaron 

los tratamientos con α-pineno (85.25%) y α-felandreno (83.51%); seguido por AE10 

(67.28%) y AE25 (67.64%). Las pruebas in vitro, con fibroblastos cultivados en 

monocapa (CMC) y en andamios de hidrogel de fibrina (AHF), mostraron que tanto 

el AE como el PIN y FEL no reducen la viabilidad celular ni inducen la proliferación 

de fibroblastos. En los modelos de migración celular se encontró que el AE promueve 

la migración celular. El conjunto de resultados obtenidos en este trabajo, permiten 
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sugerir que un mecanismo de acción probable del AE de B. morelensis, durante el 

proceso de cicatrización, es la promoción de la migración de fibroblastos al sitio de 

la herida; haciéndolos activos en la producción de colágena en etapas tempranas, y 

más tarde, promueve la remodelación de esta colágena. 

. 

1.1 ABSTRACT  
Bursera morelensis is used in traditional Mexican medicine to treat wounds on the 

skin. It is an endemic tree known as "aceitillo", the antibacterial and antifungal activity 

of its essential oil (EO) has been verified; it also acts as an anti-inflammatory. All 

these biological activities make B. morelensis EO a candidate for accelerating the 

wound healing process. The aim of the present work was to determine the wound 

healing properties EO of B. morelensis in vitro and in vivo models. EO was obtained 

by hydrodistillation, with a yield of 0.19%. The chemical analysis was carried out by 

gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS); Finding 18 compounds 

of terpenoid type, of which the most abundant were: p-mentane (38.41%), 

phelandrene (35.25%); α-pinene (8.37%), caryophyllene (5.19%), β-mircene (3.6%), 

sabinene (3.54%) and p-cymene (2.1%). Prior to in vivo tests, the cytotoxic activity of 

EO was verified in peritoneal macrophages of BALB/C mice; and a preliminary 

irritation test was performed; finding low cytotoxicity and low irritation, demonstrating 

that EO is safe for animal testing. In the murine model, healing efficiency (HE) and 

wound contraction (WC) were evaluated; in the following experimental groups: 

untreated skin without wound or healthy skin (HS); wounds not treated as negative 

control (C -); positive control wounds treated with Recoveron NC control (C +); wound 

treated with mineral oil (MO) (vehicle); wounds treated with 25% essential oil (EO25); 

wounds treated with 10% essential oil (EO10); wounds treated with α-pinene 9% 

(PIN); and wounds treated with 1% α-phelandrene (PHEL). Finding that the highest 

HE was presented by treatments with PIN (21.16%) and PHEL (19.23%); followed by 

EO10 (20.3%) and EO25 (14.71). PIN and PHEL presented the highest closure 

speed, this being evident from the third day of treatment. The highest WC was 

presented by treatments with α-pinene (85.25%) and α-phelandrene (83.51%); 
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followed by EO10 (67.28%) and EO25 (67.64). In vitro tests, with fibroblasts cultured 

in monolayer (FCM) and in fibrin hydrogel scaffolds (FHS), demonstrated that both 

EO and PIN and PHEL do not reduce cell viability or induce fibroblast proliferation. In 

cell migration models, EO was found to promote cell migration. The set of results 

obtained in this work allows us to suggest that a probable mechanism of action of the 

EO of B. morelensis, during the healing process, is the promotion of fibroblast 

migration to the wound site; making them active in the production of collagen in early 

stages, and later, it promotes the remodeling of this collagen. 

2.0  INTRODUCCIÓN 

En México las plantas medicinales son el recurso material más amplio y valioso de 

la medicina indígena tradicional (Zolla, 1980). Esto debido a la gran diversidad tanto 

biológica como cultural, derivada de una compleja historia tanto biogeográfica 

(Espinosa et al., 2006) como cultural; parte de esta complejidad se ve reflejada en la 

riqueza de conocimiento herbolario, ya que se ha estimado que alrededor de 3000 

plantas medicinales son usadas en México (Linares et al., 1999) 

El género Bursera forma parte de las plantas medicinales de uso popular en México, 

en el país se pueden encontrar 84 especies (de las cuales 80 son endémicas) 

distribuidas principal en los bosques tropicales secos del país (Becerra, 2005); estas 

plantas se caracterizan por tener un sistema de canales de resinas responsables de 

sus exudados (Messina et al., 2015). Los efectos biológicos de estas plantas 

(citotoxicidad, actividad anti proliferativa, antimicrobiana, insecticida y 

antiinflamatorio), han sido atribuidos a sus aceites esenciales, diterpenos, 

triterpenos, esteroles y lignanos; (Canales et al., 2005; Carretero et al., 2008; 

Serrano-Parrales et al., 2012; Carrera-Martínez et al., 2014; Messina et al., 2015).  

Bursera morelensis es un árbol endémico de México que ha sido reportado en el 

tratamiento de heridas en la piel (Canales et al., 2005; Serrano-Parrales et al., 2012), 

de esta planta se sabe que posee una alta cantidad de aceites esenciales (respecto 

a otras plantas del mismo género); así mismo, se ha verificado que extractos 

metanólicos de esta planta poseen actividad antiinflamatoria, analgésica y 

antioxidante (Serrano-Parrales et al., 2012) mientras que el aceite esencial actúa 
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como antiinflamatorio (Carrera-Martínez et al., 2014) razón por la cual se considera 

que tiene características que contribuyen a acelerar el proceso de cicatrización.  

La reparación de una herida da como resultado la formación de una cicatriz. Para 

fines prácticos el proceso de cicatrización ha sido dividido en tres etapas 

secuenciales, para cada etapa se ha estimado el tiempo necesario para que ocurra 

y se ha determinado cuales son los tejidos y tipos celulares involucrados (Karodi et 

al., 2009). La primera de estas fases es la inflamatoria o aguda; la cual inicia con la 

cascada de coagulación para detener la hemorragia; a la par, se activan los 

mecanismos de defensa (neutrófilos, macrófagos y linfocitos) (Martin y Leibovich, 

2005; Enoch y Leaper, 2007). La segunda fase es la proliferativa, en ella las células 

epidermales, endoteliales y fibroblastos se multiplican (Wilgus, 2008), generando 

tejido de granulación inicial (Diegelmann y Evans, 2004); durante la etapa 

proliferativa ocurren la angiogénesis y la formación de tejido de granulación maduro, 

así mismo, en esta etapa se restaura la función de barrera del epitelio. La tercera 

fase es la remodelación, en esta el tejido de granulación es sustituido por fibras de 

colágena recién sintetizadas, ocurre entonces un proceso de síntesis y remodelación 

a fin de cerrar completamente la lesión y recobrar la homeostasis del tejido dañado 

(Diegelmann y Evans, 2004; Gurtner et al., 2008). 

Aunque actualmente existen en el mercado una amplia gama de fármacos auxiliares 

en el proceso de cicatrización, es importante caracterizar las plantas utilizadas de 

manera tradicional a fin de verificar su aplicación terapéutica; por todo lo anterior el 

objetivo central de este trabajo, es determinar la composición química y las 

propiedades cicatrizantes del aceite de Bursera morelensis Ramírez; en un modelo 

de ratón. 

3.0 Antecedentes 
3.1 Medicina Tradicional en México 

Desde los antiguos valles de Mesopotamia hasta las selvas tropicales del Amazonas, 

la humanidad ha buscado plantas para alimentarse y nutrirse, biomateriales para vivir 

y tratar el dolor y la enfermedad. Es probable que una gran cantidad de nuevas 

sustancias químicas y vías metabólicas estén ocultas en los genomas de las plantas 
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en espera de ser descubiertas. Aunque se conocen estructuras para 200.000 

productos naturales, solo el 15% de las 350.000 especies de plantas estimadas han 

sido investigadas por su química (Wurtzel y Kutchan 2016).  

En México, existen registros de 3015 plantas utilizadas para el tratamiento de 

enfermedades comunes (Argueta et al., 1994, Linares et al., 1999). Esta sabiduría 

de origen antiguo o tradicional continúa proporcionando salud y bienestar a la 

población de pocos recursos, por lo que es importante continuar con su estudio, 

rescatando el conocimiento ancestral y promoviendo su uso (Hurtado-Rico et al., 

2006). 

El uso de plantas medicinales y tratamientos tradicionales está relacionado con una 

visión particular del mundo. Como ha señalado Andrade-Cetto (2009), la presencia 

de casi 10,000 grupos indígenas, con aproximadamente 85 idiomas diferentes, 

muestra la fuerza y el reconocimiento de una concepción de la salud que se ha 

construido durante siglos. Sin embargo, no es necesario pertenecer a ninguna cultura 

indígena para tener acceso a prácticas curativas y creencias influenciadas por el 

conocimiento ancestral (Taddei-Bringas et al., 1999).  

Actualmente, la tendencia a utilizar medicina complementaria y alternativa (que 

incluye plantas medicinales) ha aumentado, esto podría deberse a dos razones: la 

primera tiene que ver con el costo, la segunda con la percepción de los pacientes; 

ya que éstos están expuestos a tratamientos estándar que, en ocasiones, no solo 

son costosos, sino que también muestran varios efectos secundarios que 

eventualmente les desalientan. Por el contrario, se cree que las terapias alternativas 

tienen pocas consecuencias para el cuerpo, además, su proximidad a las creencias 

de las personas, la percepción de la enfermedad y el bienestar las hacen populares 

(Jacobo-Herrera et al., 2016). 

Los metabolitos especializados de las plantas (por ejemplo, flavonoides, taninos, 

alcaloides, terpenos) sirven como recursos ricos para el desarrollo de fármacos. Los 

efectos moleculares y fisiológicos de los extractos y componentes de plantas 

medicinales a menudo se caracterizan en estudios de investigación de sistemas de 

mamíferos (animales de laboratorio). Casi 100 compuestos derivados de plantas 
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estaban en ensayos clínicos en 2007, para este mismo año, aproximadamente el 

60% de los fármacos utilizados para el tratamiento de cáncer habían sido aislados 

de productos naturales, de los cuales, las plantas habían sido la fuente más 

importante; a partir de 2008, el 68% de todos los productos farmacéuticos eran 

derivados de plantas o inspirados en plantas (Gordaliza, 2007; Zhu et al., 2012; 

Wurtele et al., 2012). Asimismo, en la revisión de Alonso-Castro et al., 2011, se 

menciona que alrededor del mundo se conocen más de 3000 plantas con 

propiedades anticancerígenas.  

Se puede afirmar que México posee una amplia variedad de especies de plantas que 

pueden ser proveedoras importantes de compuestos medicinales. Para evitar la 

extinción de estas plantas y sus compuestos activos, es necesario proteger y 

promover la explotación racional de esta fuente de compuestos químicos 

prometedores. Por ejemplo, el Taxol, un compuesto antitumoral, se aísla de Taxus 

brevifolia y Taxus baccata, para producir 2.5 kg de este compuesto, se requieren 

27,000 toneladas de corteza de Taxus brevifolia y aproximadamente 12,000 árboles 

talados (Rates, 2001). Actualmente, la demanda del Taxol se ha incrementado, para 

cubrir esta demanda, se ha recurrido al cultivo en plantaciones de T. brevifolia y T. 

baccata (este se utiliza para obtener el precursor 10-DAB para realizar semisíntesis 

de Taxol); además, se exploran nuevas estrategias tales como la conversión 

química, de productos que anteriormente se consideraban desechos durante la 

extracción de Taxol y ahora son considerados precursores que permiten semisíntesis 

de Taxol más económica (Xue et al., 2020)  

Para preservar los recursos vegetales, como fuente de metabolitos de importancia 

para el cuidado de la salud, primero es importante conocerlos. En los últimos años, 

la disminución de los costos asociados con la secuenciación y el ensamblaje de los 

datos genómicos llevaron a la liberación de un gran número de secuencias 

genómicas de plantas completas, incluidas varias de plantas medicinales (Rai et al., 

2017). Se debe realizar un escrutinio más intenso de los medicamentos a base de 

plantas, incluidos estudios rigurosos sobre su composición química y ensayos 

clínicos, antes de que se puedan realizar las afirmaciones en relación a su eficacia 
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terapéutica. Este nuevo conocimiento, después podría ser utilizado para establecer 

plataformas para la ingeniería metabólica y permitir la producción sostenible de 

fitoquímicos medicinales (Scossa et al., 2018). Encontrar formas alternativas para la 

producción de estos compuestos, fuera de sus respectivos hospedadores de plantas 

nativas, también es relevante para preservar los recursos naturales en sus hábitats 

nativos (Skirycz et al., 2016). 

3.2 Aceites Esenciales 

Los aceites esenciales (AE) son mezclas complejas de compuestos naturales 

volátiles, constituidos principalmente por hidrocarburos terpenoides, terpenos 

oxigenados y sesquiterpenos; terpenoides y constituyentes aromáticos y alifáticos se 

caracterizan por tener un fuerte aroma; son sustancias líquidas, aromáticas y 

volátiles, de características lipofílicas, son sintetizados por plantas aromáticas a 

través del metabolismo secundario de éstas (Vargas y Bottia, 2008; Guan et al., 

2019).  

Los componentes terpénicos de los AE se derivan de tres rutas biosintéticas: (a) la 

ruta del fosfato de metileritritol (mep), que conduce a mono- y diterpenos; (b) la ruta 

del mevalonato, que conduce a sesquiterpenos; y (c) la vía shikimato a 

fenilpropanoides; la identidad y la cantidad relativa de estas sustancias volátiles en 

el AE es bastante variable (Franz y Novak, 2010; Lenardão et al., 2016). 

En la naturaleza, los AE juegan un papel importante para las plantas, dándoles 

protección contra las bacterias, virus, hongos, insectos y herbívoros. También atraen 

a los insectos para que sirvan como dispersores de polen y de semillas (Bakkali et 

al., 2008).  

Los AE se encuentran ampliamente distribuidos en unas 60 familias de plantas que 

incluyen las Asteraceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Pinaceae, Rosaceae, 

Rutaceae, Apiaceae, entre otras (Stashenko, 1996).  

La obtención de AE a partir de diferentes partes de las plantas se realiza a través de 

métodos físicos, que pueden incluir el uso de dióxido de carbono líquido o 

microondas, principalmente destilación a baja o alta presión, empleando agua 
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hirviendo o vapor caliente (hidrodestilación); extracción con solventes lipófilos y, 

algunas veces, con dióxido de carbono supercrítico (Rubiolo et al., 2010, Usai et al., 

2016). 

El producto de extracción puede variar en calidad, cantidad y composición, según el 

clima, la composición del suelo, el órgano de la planta, la edad y la etapa del ciclo 

vegetativo (Masotti et al., 2003; Angioni et al., 2006 Bakkali et al., 2008; Usai et al., 

2016; de Groot y Schmidt, 2016). 

La cromatografía capilar de gases es la técnica de elección para el análisis de AE, 

debido a la volatilidad y la polaridad de sus componentes, combinando dos fases 

estacionarias de polaridad diferente. La identificación de los componentes del AE se 

realiza, generalmente, mediante datos cromatográficos (índices de Kováts, índices 

de retención lineal, tiempo de retención relativo, bloqueo del tiempo de retención) y/o 

datos espectrales, principalmente por espectrometría de masas (Rubiolo et al., 

2010). 

Las características de los AE los han convertido en productos muy valorados por la 

industria, para uso en aplicaciones alimentarias, cosméticas y farmacéuticas, Estos 

metabolitos secundarios se han relacionado como potentes antioxidantes, 

eliminadores de radicales libres y quelantes de metales, que también presentan 

propiedades antinociceptivas, neuroprotectoras, anticonvulsivas y antiinflamatorias, 

reportados en estudios preclínicos, que se caracterizan como posibles fuentes para 

el desarrollo de nuevos fármacos (Miguel, 2010; Silva et al., 2013; Lenardão et al., 

2016; Orchard y van Vuuren, 2017) 

3.3 Bursera morelensis 

Bursera Jacq. ex L. (familia Burseraceae, orden Sapindales), un género monofilético 

(Becerra et al., 2012) que consta de aproximadamente 105 especies, es un taxón 

dominante en bosques tropicales secos, también abunda en los desiertos y sabanas 

de robles del sur de México, donde se pueden encontrar aproximadamente 85 

especies, de la cuales 80 son endémicas (Becerra, 2005). Se ha dividido en dos 

subgéneros, B. subg. Bursera y B. subg. Elafrio. Las especies del subgénero Bursera 
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tienen 3-5 componentes florales (tetramérica o pentamérica), frutos bivalvos y 

corteza que generalmente exfolia en coloridas hojas de papel o en escamas, un 

rasgo que es responsable de su nombre derivado del vocablo Azteca "cuajiote", que 

significa árbol leproso. El subgénero Elaphrium se caracteriza por una corteza áspera 

gris rojiza sin pelar, flores tetraméricas y frutos trivalvados (Becerra 1999, Gigliarelli 

et al., 2015). Estas plantas se caracterizan por tener un sistema de canales de 

resinas responsables de sus exudados (Messina et al., 2015).  

Bursera morelensis Ramírez es un árbol endémico de México, es una especie de 

distribución disyunta, común en el sector oriental de la Depresión del Balsas, 

apareciendo también en la cuenca del Papaloapan y en la del río Tehuantepec, 

además, presente en los cañones de los afluentes del Pánuco. Su uso medicinal, ha 

sido reportado en el tratamiento de heridas en la piel (Canales et al., 2005; Serrano-

Parrales et al., 2012), de esta planta se sabe que posee una alta cantidad de aceites 

esenciales, respecto a otras plantas del mismo género (ver Apéndice I); así mismo, 

se ha verificado que extractos metanólicos de esta especie poseen actividad 

antiinflamatoria, analgésica y antioxidante (Serrano-Parrales et al., 2012); mientras 

que el AE actúa como antiinflamatorio (Carrera-Martínez et al., 2014) y tiene 

actividad antimicrobiana (Canales et al., 2017) y antifúngica (Rivera-Yañez et al., 

2017). 

Actualmente diversos estudios han demostrado que el aceite esencial de B. 

morelensis contiene gran concentración de compuestos volátiles, principalmente 

monoterpenos procedentes de la corteza, entre los terpenos que se han encontrado 

en gran abundancia son α-pineno y α-felandreno (Zúñiga et al., 2005; Canales-

Martínez et al., 2017; Rivera-Yañez et al., 2017; Carrera-Martínez et al., 2014), 

además se ha demostrado en diferentes trabajos que ambos poseen una actividad 

anti-inflamatoria; ya que Kim y colaboradores (2015) sugirieron que α-pineno (PIN) 

suprime significativamente la producción de Ciclooxigenasa 2 (COX-2), los cuales 

son esenciales para una inflamación, por otro lado también se ha demostrado que 

inhibe al factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), Interleucina 1 beta (IL-1β) e 

Interleucina 6 (IL-6) durante una pancreatitis aguda (Bae et al., 2012). Asimismo se 
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ha encontrado que el α-felandreno (FEL) inhibe la producción de citocinas pro 

inflamatorias como TNF-α e IL-6 (Siqueira et al., 2016). 

Las diversas actividades biológicas demostradas por el AE de B. morelensis, y de 

algunos de los terpenos que lo componen; indican que este AE tiene potencial como 

agente benéfico en la reparación de heridas. 

3.4  Piel 

La piel es la frontera física y funcional que separa al cuerpo del ambiente externo, 

desempeña un papel fundamental en la defensa contra agentes alérgenos y 

patógenos (Czarnowicki et al, 2017; Leung y Guttman-Yassky, 2014).  

La piel se divide en tres capas, la más externa es la epidermis (origen ectodérmico), 

consiste en una capa de proteínas y lípidos de 15 a 30 nm de espesor, recubierta 

por la capa cornificada (estrato córneo), la cual constituye la barrera física de la piel 

(Nishifuji y Yoon, 2013). La dermis (origen mesodérmico) es la segunda capa, 

compuesta por fibras de colágeno y elastina en una matriz amorfa de 

mucopolisacáridos, es un tejido conectivo de soporte, posee apéndices, plexos 

vasculares y nerviosos que la atraviesan; el grosor de la dermis varía 

considerablemente, según la localización anatómica; su estructura fina varía un 

poco, según la profundidad (dermis superficial o papilar, dermis reticular o profunda) 

(Kanitakis, 2002). La tercera capa es la subcutis, también llamada hipodermis 

(panniculus adiposus), es la parte más profunda de la piel, es una capa lipídica 

subdérmica, desempeña un papel importante en la termorregulación, el aislamiento, 

la provisión de energía (almacén nutricional) y la protección contra lesiones 

mecánicas (Kanitakis, 2002, Debeer et al., 2013). La piel también está asociada a 

diversas estructuras como folículos pilosos, glándulas sudoríparas, glándulas 

sebáceas, nervios, vasos sanguíneos y linfáticos (Elias, 2007; Proksch et al., 2008; 

Rushmer et al., 1966; Summerfield et al., 2015).  

La capa epidérmica superior está cubierta por una superficie queratinosa protectora, 

misma que permite la eliminación de microorganismos mediante la eliminación de 

queratinocitos y secreciones sebáceas ácidas, esto produce un ambiente hostil para 
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los microorganismos. Además de estas defensas, la piel también consiste en una 

microflora natural que ofrece protección adicional al inhibir, de manera competitiva, 

el crecimiento de bacterias patógenas; al competir por los nutrientes y los sitios de 

unión y al producir productos metabólicos que inhiben el crecimiento microbiano. La 

microflora natural de la piel incluye especies de bacterias como Corynebacterium, 

Staphylococcus, Streptococcus, Brevibacterium, Propionibacterium y levaduras 

como Candida (Orchard y van Vuuren, 2017). 

Los estudios proteómicos de piel microdiseccionada han encontrado que hay entre 

155 y 174 proteínas diferentes en la misma, con los constituyentes principales que 

consisten en: colágenas (I, II, III, VI, XII y XIV), proteínas de la matriz extracelular 

(elastina, lumican, mimecan, prolargin, periostina, decorina); queratinas ([tipo I 

citoesqueletal 9, 10, 13, 14, 15 y 16] y [de tipo II citoesqueletal 1, 2, 5 y 75]); y 

proteínas celulares (vimentina, desmoplaquina, actina, miosina, tubulina, laminina, 

histonas, anexinas y proteína 14-3-3) (Mikesh et al., 2013). La forma en que la 

mecánica estructural de la piel se relaciona con el ensamblaje de estos componentes 

de la matriz sigue siendo, en gran parte, desconocida (Wong et al., 2016). 

El término Sistema inmune cutáneo (SIS por sus siglas en inglés), fue acuñado por 

primera vez, en 1986, por Bos y Kapsenberg, para describir el objeto de estudio de 

la inmunodermatología. Actualmente, el término hace referencia a la red de células 

efectoras y mediadores moleculares de la piel, que constituyen un altamente 

sofisticado sistema de defensa contra agresiones externas, tales como patógenos, 

agentes químicos, radiación ultravioleta, entre otras (Bos, y Kapsenberg, 1986). Para 

mantener la homeostasis cutánea, debe mantenerse en armonía la interacción entre 

diversos componentes inmunes presentes en los diferentes compartimentos de la 

piel; así como la interacción entre las respuestas inmunitarias innata y adaptativa. El 

SIS incluye componentes celulares (queratinocitos, células de Langerhans, 

fibroblastos, mastocitos, macrófagos, células endoteliales o leucocitos reclutados) y 

una amplia variedad de mediadores inflamatorios solubles (péptidos antimicrobianos, 

AMP por sus siglas en inglés), citocinas y quimiocinas (Abdallah, 2017). 
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3.5 Cicatrización 

Una cicatriz es el resultado del proceso de sanación de una herida. Se pueden definir 

dos tipos de cicatrización: de primera y de segunda intención; el primer caso ocurre 

cuando la herida se trata con algún mecanismo de cierre (sutura, cintas, grapas, etc.) 

en un periodo de 12 a 24 horas post lesión. El segundo tipo se presenta cuando hay 

una pérdida extensiva de tejido (traumas severos o quemaduras graves), razón por 

la cual la arquitectura habitual de la piel no es regenerada; el periodo de tiempo de 

este tipo de cicatrización depende del tamaño de la herida (Enoch y Leaper, 2007). 

La cicatrización se divide en tres fases secuenciales, cada una de estas fases tiene 

un periodo de tiempo propio, así como tejidos y linajes celulares particulares (Karodi 

et al., 2009). La primera de estas fases es la inflamatoria o aguda; en ésta, mediante 

las plaquetas y la formación de fibrina se detiene la hemorragia, así mismo, son 

activados mecanismos de defensa (neutrófilos, macrófagos y linfocitos) (Martin y 

Leibovich, 2005; Enoch y Leaper, 2007). A continuación viene la fase proliferativa de 

células epidermales, endoteliales y de fibroblastos (Wilgus, 2008), que generarán un 

tejido de granulación inicial (Diegelmann y Evans, 2004);  la migración de los 

queratinocitos sobre la dermis lesionada marca el principio de esta fase, 

posteriormente, nuevos vasos sanguíneos son formados (angiogénesis), y los brotes 

de capilares asociados con fibroblastos y macrófagos sustituyen la matriz de fibrina 

con tejido de granulación, lo que forma un nuevo sustrato para la migración de 

queratinocitos en etapas de reparación posteriores; los queratinocitos se localizan 

detrás de la zona proliferativa, maduran y al final restauran la función de barrera del 

epitelio; el factor de crecimiento vascular endotelial A (VEGFA por sus siglas en 

inglés) y el factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2), son los reguladores 

positivos de la angiogénesis más importantes (Gurtner et al., 2008). En la última fase, 

el tejido granular es remodelado mediante la generación de fibras de colágeno 

nuevas y se produce la diferenciación de los fibroblastos en miofibroblastos, que 

aumentan la fuerza tensil y permiten la aproximación de los bordes de la lesión 

(Diegelmann y Evans, 2004; Gurtner et al., 2008). Un resumen de este proceso se 

puede ver en la Figura 1.  
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Aunque actualmente existe en el mercado una amplia gama de fármacos auxiliares 

en el proceso de cicatrización, es importante caracterizar las plantas utilizadas de 

manera tradicional a fin de verificar su aplicación terapéutica. Por todo lo anterior, el 

objetivo central de este trabajo es: determinar la composición química y las 

propiedades cicatrizantes del aceite esencial de Bursera morelensis en un modelo 

murino. 

 

Figura 1. Resumen del proceso de cicatrización, dividido en las tres fases típicas y sus eventos más 
importantes a lo largo del tiempo. (Imagen elaborada por Salas-Oropeza). 

4.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
Bursera morelensis es un árbol endémico de México que ha sido reportado en el 

tratamiento de heridas en la piel. Se sabe que posee una alta cantidad de AE, del 

cual se ha verificado actividad antiinflamatoria y antimicrobiana, mientras que del 

extracto metanólico se ha demostrado actividad antiinflamatoria, analgésica y 
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antioxidante, por lo cual la pregunta es: ¿el AE promoverá el proceso de 

cicatrización? 

5.0 HIPÓTESIS 

Bursera morelensis, es una planta utilizada en la medicina tradicional con el fin de 

aliviar heridas infectadas; así mismo, existen evidencias de que en su composición 

química contiene compuestos con efectos antiinflamatorios, antimicrobianos y 

antioxidantes; características deseables en productos pro-cicatrización; 

consecuentemente, es probable que el AE de esta especie, así como dos de sus 

principales componentes α-pineno y α-felandreno, promuevan el proceso de 

cicatrización. 

6.0 OBJETIVOS 

6.1 Objetivo General 
Determinar la composición química y las propiedades cicatrizantes del AE de Bursera 

morelensis Ramírez. 

6.2 Objetivos Particulares 
1. Determinar la composición química del AE de B. morelensis. 

2. Determinar la citotoxicidad del AE de B. morelensis, α-pineno y α-felandreno. 

3. Determinar el efecto cicatrizante del AE de B. morelensis, α-pineno y α-

felandreno 

4. Evaluar eficacia cicatrizante (EC) del AE de B. morelensis, α-pineno y α-

felandreno. 

5. Evaluar la contracción de herida (CH) con AE de B. morelensis, α-pineno y 

α-felandreno.  

6. Evaluar la velocidad de cierre de herida de AE de B. morelensis, α-pineno y 

α-felandreno. 

7. Aplicar prueba de proliferación celular al AE de B. morelensis, α-pineno y α-

felandreno. 

8. Aplicar pruebas de inducción de la migración celular en fibroblastos con AE 

de B. morelensis y α-pineno y α-felandreno. 
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7.0 MATERIALES Y MÉTODOS 
7.1 Obtención y caracterización del AE de B. morelensis. 

7.1.1 Área de recolecta 
La recolecta del material vegetal se realizó en el municipio de Teotitlán de Flores 

Magón, ubicado en la región conocida como la Cañada Oaxaqueña, asentada a un 

costado de la sierra Madre Occidental. Es la región geográfica más pequeña del 

estado de Oaxaca, México, ubicándose al este de las montañas de Nochixtlán y 

Coixtlahuaca y al oeste de la zona montañosa del distrito de Cuicatlán. Teotitlán de 

Flores Magón se localiza a 170 kilómetros al noroeste de la ciudad de Oaxaca; a 64 

kilómetros al sureste de la ciudad de Tehuacán, estado de Puebla; a 316 kilómetros 

al sureste de la Ciudad de México; y a 65 kilómetros al oeste de Huautla de Jiménez. 

Geográficamente se encuentra comprendido entre los 18º08' de latitud norte y los 

97º04' de longitud oeste, con una altitud de 1,020 metros sobre el nivel del mar 

(Figura 2). El clima predominante es templado, con una temperatura media de 25ºC, 

con lluvias en los meses de mayo, junio, agosto y septiembre, con vientos moderados 

en los meses de octubre y noviembre (INAFED, 2010). 

 

Figura 2. Mapa de la ubicación geográfica de la región Cañada en el estado de Oaxaca, México. 

7.1.2 Material Vegetal 
La recolecta se realizó durante la época de secas (marzo 2016), por tal motivo los 

árboles no presentan hojas, se cortaron las ramas más jóvenes, las cuales fueron 
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empaquetadas en bolsas plásticas y recubiertas por un filme plástico para su 

transporte al laboratorio, donde fueron almacenadas en el cuarto frío (4°C) hasta su 

procesamiento para obtener el AE. Partes del material recolectado se depositaron en 

el Herbario Nacional de México (MEXU) de la Universidad Nacional Autónoma de 

México; y en el herbario IZTA, en la Facultad de Estudios Superiores Iztacala 

(especímenes de vales: IZTA 42123). 

7.1.3 Extracción del aceite esencial  
 Las ramas fueron cortadas en fragmentos de aproximadamente 2 cm, con estos 

fragmentos se formó un lecho compacto en el fondo del matraz de bola de 1000 mL; 

a este lecho se agregó agua destilada suficiente para cubrir la muestra vegetal. El 

matraz fue acoplado a un doble condensador de paso (diseñado en el laboratorio de 

Farmacognosia de la FES Iztacala-UNAM), el condensador, a su vez, se conectó a 

una fuente de agua fría circulante; el matraz se colocó sobre una manta de 

calentamiento (SEV-Prendo, MC301-9, México). El proceso de destilación duró entre 

40 y 60 minutos. El AE se recolectó en frascos viales de 5 mL, mientras que la fase 

acuosa fue desechada. Para calcular el porcentaje de rendimiento de la extracción 

se utilizó la siguiente fórmula:  

% 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 (
𝑔

𝑔
) =

𝑎

𝑏
× 100 

donde: “a” es el peso en gramos obtenidos de AE y “b” es el peso del material vegetal 

en gramos. El AE se almacenó a -4°C protegido de la luz. 

7.1.4 Caracterización química 
El AE de B. morelensis fue analizado cualitativa y cuantitativamente en un 

cromatógrafo de gases (CG), modelo 6850 (Agilent Technologies, USA), equipado 

con una columna HP-5ms (Agilent Technologies, 30 m x 0.25 mm i.d., y 0.25 µL film 

thickness, USA). La columna fue programada de la siguiente manera: 20°C durante 

3 minutos, incrementando a 300°C (20°C/min). La temperatura del inyector fue 

280°C. Los porcentajes de las áreas de pico fueron determinados usando el software 

integrador RTE (Agilent Technologies, USA). La identificación de los compuestos fue 

llevada a cabo mediante el espectrómetro de masas (SM) que está acoplado al 

cromatógrafo de gases (CG-S Modelo 5975C Agilent Technologies, USA). Las 
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muestras fueron ionizadas por impacto electrónico de 70 eV, la temperatura 

alcanzada por la fuente de ionización fue 230°C. Las condiciones de separación 

fueron: temperatura inicial de 30°C por dos minutos, ascendiendo con dos rampas; 

la primera de 20°C/min hasta alcanzar 230°C, y la segunda, incrementando de 8° 

C/min hasta alcanzar 300°C, esta temperatura fue mantenida por cinco minutos. 

Helio fue usado como fase móvil, con un flujo de 1 µL/min, con un volumen de 

inyector de 1µL, usando un inyector tipo Split. La identificación de los componentes 

químicos se realizó mediante la base de datos NIST Library versión 8.0 (Instituto 

Nacional de Estándares y Tecnología, Gaithersburg, MD, USA.) y por las 

comparaciones con los índices de retención basado en el HP-5ms (Apéndice II) 

(Rivera-Yañez et al., 2017). 

7.2 Actividad cicatrizante  
7.2.1 Animales 
Fueron utilizados ratones machos de la cepa CD1 de 6 a 8 semanas de edad, 

mismos que se dividieron en grupos experimentales compuestos por 5 organismos. 

La cantidad de grupos se determinó según las necesidades de cada ensayo. Los 

ratones se obtuvieron del bioterio para animales de laboratorio de la FES-Iztacala, 

UNAM, México. Durante el periodo de experimentación de cada prueba, los animales 

se mantuvieron en condiciones estándar con alimento y agua ad libitum; todo bajo la 

norma NOM-062-ZOO-1999, referida al uso y manejo de los animales de laboratorio 

utilizados en investigación científica.  

7.2.2 Citotoxicidad 
La citotoxicidad se determinó utilizando el ensayo de tinción con cristal violeta. Se 

realizó con macrófagos peritoneales de ratones BALB/c sembrados a 1.5x104 

células/pocillo, tratados con diferentes concentraciones de AE (de 1 mg/ml a 4 x10-4  

mg/mL) en DMEM-F12/L glutamina (Biowest, Francia), suplementada con suero fetal 

bovino al 10% (Biowest, Francia), penicilina/estreptomicina al 1% (Biowest, Francia) 

y a continuación, incubación a 37 °C y CO2 5% durante 24 h. Posteriormente, se 

eliminó el medio y las células restantes se tiñeron a temperatura ambiente, durante 

12 minutos, con 50 µL/pocillo de solución de cristal violeta (cristal violeta al 1% en 

metanol al 20%/agua destilada), luego se lavaron varias veces con agua destilada. 
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La absorbancia se midió a 595 nm. La viabilidad relativa se calculó de la siguiente 

manera:  

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑟𝑒𝑎𝑙𝑡𝑖𝑣𝑎 =
𝐴𝐸 − 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑛𝑑𝑜

𝐶𝐴𝑁𝑇 − 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑛𝑑𝑜
 × 100 

Donde: AE es absorbancia experimental y CANT es control de absorbancia no 

tratada. Los porcentajes de viabilidad se compararon con los obtenidos con 

doxorrubicina. Los ensayos se realizaron por triplicado (modificado de Tu et al., 

2013). 

7.2.3 Prueba de irritación de piel 
Para esta prueba se utilizó un grupo experimental. Inicialmente el pelo del dorso de 

los animales fue recortado usando una rasuradora automática y enseguida se depiló 

utilizando Veet® crema depilatoria corporal para piel sensible. La piel del dorso de 

los ratones fue depilada 24 horas antes de iniciar las pruebas, transcurrido este 

tiempo fueron aplicados 10 µL de AE al 25% (AE25) cada 12 horas, en un periodo 

de 72 horas; a la par, se monitoreo la posible aparición de signos de irritación tales 

como eritema, exudados cutáneos o cambios en la textura de la piel (Siqueira, 2016). 

Al finalizar el ensayo, los ratones fueron sacrificados y la piel recuperada para 

análisis histológico.  

7.2.4 Eficacia cicatrizante, método tensiométrico. 
Los ratones se asignaron a 8 grupos. Veinticuatro horas después de la depilación, 

los organismos se anestesiaron por inhalación de isoflurano (ver apéndice v). Se 

utilizaron procedimientos asépticos y antisépticos en la piel depilada y se realizó una 

incisión de 1 cm. Los grupos se clasificaron de la siguiente manera: Grupo 1: piel no 

tratada sin herida o piel sana (PSH); Grupo 2: heridas no tratadas como control 

negativo (C-); Grupo 3: tratamiento de heridas con Recoverón NC® (Armstrong Lab, 

México. Apéndice III), como control positivo (C +); Grupo 4: heridas tratadas con 

aceite mineral (AM) (vehículo); Grupo 5: heridas tratadas con AE al 25% (AE25); 

Grupo 6: heridas tratadas con AE al 10% (AE10); Grupo 7: heridas tratadas con α-

pineno al 9% (PIN); y Grupo 8: heridas tratadas con α- felandreno (FEL) al 1%. Las 

heridas de los Grupos 4 a 8 se trataron de forma epicutánea con 10 µL del tratamiento 
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respectivo, mientras que las heridas del grupo de control se cubrieron con la crema 

Recoverón cada 12 h. Todos los tratamientos se aplicaron durante 10 días. Después 

de este tiempo, los ratones se sacrificaron usando una cámara de CO2. 

Inmediatamente después del sacrificio, se midió la resistencia de la herida a la 

tensión según el método tensiométrico (modificado de Salas et al., 1994, Apéndice 

IV). El porcentaje de eficacia de curación de heridas se calculó como: 

% 𝑒𝑓𝑖𝑐𝑎𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑖𝑐𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
𝐺𝐶

𝐺𝑆
× 100 

Donde: GC = gramos en que abre la piel cicatrizada y GS = gramos para abrir la piel 

sana.  

7.2.5 Modelo de herida por incisión (MHI)  
Para este modelo se replicaron los 8 grupos de EC, con 6 ratones cada grupo. Los 

ratones fueron depilados 24 horas antes de iniciar los experimentos (tal como se 

describió anteriormente). Los animales se anestesiaron por inhalación de isoflurano 

(Apéndice V); las heridas fueron generadas usando un bisturí cilíndrico para biopsias 

de 5mm, procurando siempre que la profundidad de la herida no rebasara la 

hipodermis; los tratamientos y grupos experimentales fueron los mismos que los 

utilizados para evaluar EC; cada dos días se midió el diámetro de la herida con un 

calibrador vernier digital y se calculó la contracción de la herida (CH) usando la 

ecuación siguiente: 

100 −
𝐷í𝑎 𝑥

 𝐷í𝑎 0
× 100 

Donde: Día x = diámetro de herida en día post herida especifico; Día 0 = diámetro de 

la herida en el día cero. En el décimo día, los ratones fueron sacrificados en cámara 

de CO2, la piel del dorso donde se infringió la herida fue retirada, fijada en formol al 

10% y procesada para su posterior análisis histológico. 

A la par de este experimento de MHI, 8 grupos más de ratones conformados por 3 

ratones cada uno, fueron tratados por tres días con las mismas características del 

ensayo de CH de 10 días; transcurrido este tiempo, los ratones fueron sacrificados y 

la piel se recuperó para análisis histopatológico.  
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7.3 Histología 
7.3.1 Obtención y preparación de muestras 
 La piel del área de la herida se obtuvo haciendo un corte rectangular alrededor de 

ésta, a una distancia de más o menos 0.5 cm; posteriormente, se fijó con formol al 

10% y se deshidrató en alcoholes de concentración creciente hasta llegar a alcohol 

absoluto (tren de deshidratación). Después, el tejido fue pasando por solventes 

intermediarios como xileno (en donde las muestras suelen transparentarse), una vez 

deshidratadas las muestras fueron incluidas en parafina y, posteriormente, fueron 

cortadas con micrótomo y procesadas para llevar a cabo las tinciones.  

7.3.2 Tinción Hematoxilina – Eosina 
Para realizar la tinción, los cortes se colocaron por 24 horas en un horno para ser 

desparafinados por medio de calor. Posteriormente, los cortes se hidrataron 

realizando lavados con xilol y alcoholes en orden de concentración decreciente y, 

finalmente, con agua (tren de hidratación). Una vez hidratadas las muestras, se 

efectuó la tinción con Hematoxilina por 5 minutos, seguido de lavados con agua 

amoniacal; posteriormente, las laminillas se tiñeron con Eosina por 5 minutos; 

transcurrido este tiempo, las laminillas se pasaron por tren de deshidratación para 

prepararlas para el montaje con resina sintética. Transcurridas 24 horas, se llevaron 

a cabo las observaciones al microscopio (Cardiff et al., 2016). 

7.3.3 Tinción tricrómica de Masson 

Después de desparafinar los cortes, se siguen los mismos pasos que la tinción 

hematoxilina–eosina hasta llegar a la hematoxilina, donde después de estar 5 

minutos en este colorante, se lavan los cortes con agua destilada, se tiñen con la 

solución escarlata- fucsina ácida de 2 a 5 minutos, se lavan con agua destilada y se 

tratan con la solución de ácido fosfomolíbdico–fosfotúngstico durante 10 a 15 

minutos; posteriormente, se tiñen las muestras con azul de anilina por 15 minutos y 

se lavan, se diferencian con ácido acético al 1% durante 5 minutos, se deshidratan, 

aclaran y montan las muestras para poder ser observadas al microscopio (Sida et 

al., 2019). 
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7.4 Análisis in vitro con fibroblastos 
7.4.1 Aislamiento de fibroblastos de piel. 

Los fibroblastos se aislaron de piel humana, obtenida mediante donación con 

consentimiento informado por escrito. La piel fue tomada de donadores voluntarios 

sanos, utilizando un bisturí cilíndrico para biopsias de 5 mm, en condiciones sépticas 

y antisépticas; la piel así obtenida fue inmediatamente depositada en solución Hank 

con antibiótico, posteriormente en campana de flujo laminar, las muestras de piel 

fueron cortadas en fragmentos más pequeños, cada uno de estos fragmentos se 

cultivaron en medio Dulbecco Eagle Modified Low Glucose (DMEM-LG) 

suplementado con suero fetal bovino (FBS) 10%, y antibióticos (penicilina 100 U / 

mL, estreptomicina 100 mg / mL y gentamicina 100 mg / mL), todos de Gibco BRL 

(Rockville, MD, EE. UU.) y se incubaron a 37°C y 5% de CO2. El medio de cultivo se 

reemplazó cada dos días, después de 2 semanas de cultivo se retiraron los explantes 

(fragmentos de piel). Los fibroblastos se cultivaron hasta alcanzar aproximadamente 

el 80% de confluencia y las células se separaron con tripsina al 0.05% / 0.02% / 

EDTA y se resembró para generar células suficientes para los siguientes ensayos; 

así como para generar una reserva para posteriores análisis (Vázquez et al., 2019). 

7.4.2 Cultivo de fibroblastos en andamios de hidrogeles de fibrina (AHF). 
Andamios de hidrogeles de fibrina (AHF) fueron preparados a partir de plasma no 

purificado de individuos donantes. Las muestras de plasma humano de donantes 

sanos, fueron proporcionadas por el banco de sangre del Hospital General de Iguala, 

Guerrero, México, del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores 

del Estado (ISSSTE). Se obtuvo plasma por fraccionamiento primario de la sangre 

total. Se preparó una suspensión de fibrina de 200 μL con 136 μL de plasma, 24 μL 

de NaCl al 0.9%, 40 μL de CaCl2 1% y 5000 células, y luego se incubaron a 37°C 

por 30 min para inducir la polimerización. Posteriormente, se añadió a los AHF medio 

DMEM suplementado (Vázquez et al., 2019). 

7.4.3 Viabilidad celular (Vida/muerte) 
La viabilidad celular se analizó en AHF y en cultivos en monocapas (CMC) cultivadas 

durante 3 días a través de tinciones de homodímero de etidio y calceína (kit 
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LIVE/DEAD, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. Para las pruebas en hidrogeles de fibrina, se sembraron 

5000 células incubadas durante 24 y 48 horas, con medio DMEM suplementado con 

los siguientes estímulos: AE 1 mg/mL, AE 0.1 mg/mL, AE 0.001 mg/mL; y Tween 

0.1%. Para los ensayos en monocapa, se sembraron 5000 células/cm2 en 

cubreobjetos de vidrio recubiertos con poli-l-lisina (Sigma-Aldrich), fueron cultivadas 

por 24 horas con medio DMEM suplementado y fueron estimuladas con: AE 1 

mg/mL, AE 0.1 mg/mL, AE 0.001 mg/mL; FEL 0.1 mg/mL, FEL 0.01 mg/mL; PIN 0.1 

mg/mL, PIN 0.01 mg/mL. El control de muerte se obtuvo tratando células, en ambas 

condiciones, con etanol durante 30 minutos antes de la tinción; el control de células 

vivas fue con células cultivadas con medio DMEM suplementado sin AE. Se tomaron 

imágenes panorámicas (100 ×) utilizando un microscopio de epifluorescencia Nikon 

Eclipse 80i (Nikon, Shinagawa, Tokio, Japón) con el software NIS-Elements F4 

(Nikon). Para la estimación de la viabilidad, las células se contaron manualmente, ya 

que era difícil delimitar los límites celulares en cultivos de hidrogel de fibrina con un 

software (Vázquez et al., 2019). 

7.4.4 Proliferación celular 
Para el ensayo de proliferación celular, se analizaron células CMC y en HGF, los 

cuales se incubaron con reactivo PrestoBlue durante 1 hora, luego se colocaron los 

sobrenadantes en placas de 96 pocillos. La absorbancia del contenido en cada 

pocillo se midió a una longitud de onda de 570 nm utilizando un lector de placas 

espectrofotométricas (Thermo Multiskan Ascent Type 354). Para ambos ensayos, los 

estímulos fueron: AE 1 mg/mL, AE 0.1 mg/mL, AE 0.001 mg/mL; FEL 0.1 mg/mL, 

FEL 0.01 mg/mL; PIN 0.1 mg/mL, PIN 0.01 mg/mL. En las pruebas con hidrogel de 

fibrina, los andamios sin células se consideraron los controles negativos, las células 

crecidas con DMEM suplementado se consideraron el control positivo. Para los 

ensayos en monocapa, el control positivo fueron células crecidas sin estímulo, el 

control negativo fue medio sin células. Cada experimento se llevó a cabo tres veces 

(Vázquez et al., 2019). 
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7.4.5 Migración celular 
En monocapa: Se cultivó en placa de seis pozos fibroblastos teñidos y sin teñir con 

carboxifluoresceína, una vez que la monocapa fue confluente, se aplicaron los 

siguientes estímulos al medio DMEM suplementado: aceite esencial al 0.01 mg/mL, 

como control positivo factor de crecimiento de fibroblastos (FGF por sus siglas en 

inglés) 10 ng/mL, control negativo medio sin estimulo. En estos cultivos se simuló 

una herida. La respuesta de las células fue monitoreada mediante observación al 

microscopio por 48 horas (Liang et al., 2007). A la par se realizó otro experimento de 

características similares, pero con células teñidas con éster succinimidílico de 

carboxifluoresceína (CFSE) (Quah y Parish, 2010). La respuesta de las células fue 

monitoreada mediante observación a las 24 y 48 horas en microscopio de 

epifluorescencia Nikon Eclipse 80i (Nikon, Shinagawa, Tokio, Japón) con el software 

NIS-Elements F4 (Nikon). 

Prueba de migración en hidrogel de fibrina: En placa de 96 pozos se construyeron 

nueve AHF con 5x103 células teñidas con éster succinimidílico de 

carboxifluoresceína (CFSE). A otros nueve andamios, en los que no se sembraron 

fibroblastos, se agregaron los estímulos de la siguiente manera: tres con 10 ng/mL 

de FGF, tres con AE 0.01 mg/mL y tres sin estímulo alguno. Una vez polimerizados 

todos los AHF, fueron extraídos del pozo y depositados en placas de seis pozos (en 

estas placas el diámetro del pozo es mayor) de la siguiente manera: un andamio con 

células frente a un andamio con estímulos separados 1 mm de distancia, una vez 

hecho esto, el pozo se llena con una nueva solución para AHF y se deja polimerizar, 

todo ello con el fin de envolver los primeros dos andamios (Chaires-Rosas, et al., 

2019). La respuesta de las células fue monitoreada mediante observación a las 4 y 

24 horas en microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse 80i (Nikon, Shinagawa, 

Tokio, Japón) con el software NIS-Elements F4 (Nikon). 

7.5 Análisis estadístico  
Los resultados se expresan como el error estándar medio de la media. El análisis de 

los datos se realizó mediante un análisis de varianza con una prueba posthoc de 
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comparación múltiple de Tukey-Kramer (p <0,01) utilizando el software GraphPad 

Prism 7 (versión 7.00, GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.). 

8.0 RESULTADOS  
8.1 Caracterización química del AE de B. morelensis 
Se colectaron 2.0013 kg de material de ramas de B. morelensis y se obtuvieron 3.783 

g de AE, dando un rendimiento igual a 0.19%. La densidad del aceite fue de 0.8 

g/mL. Mediante el análisis de CG-EM se identificaron 18 compuestos en el AE 

(Figura 3).  

 

 

Figura 3. Cromatograma obtenido del AE de B. morelensis 

Los principales compuestos fueron p-mentano (38,41%) y β-felandreno (35,25%). 

Otros componentes importantes fueron: α-pineno (8.37%), cariofileno (5.19%), óxido 

de cariofileno (0.26), β-mirceno (3.6%), sabineno (3.54%) y p-cimeno (2. 1%) 

(Cuadro 1).  
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Cuadro 1 Composición química del AE de Bursera morelensis 

TR (min) Compuesto Abundancia (%) IS 
4.900 α-Felandreno 0.80 90 
5.029 α-Pineno 8.37 97 

5.229 Camfeno 0.13 96 

5.421 Sabineno 3.54 93 
5.510 β-Mirceno* 3.6 87 

5.782 β-Felandreno* 35.25 68 

5.878 α-Terpineno 0.16 94 

5.958 p-Cimeno 2.1 97 

6.063 p-Mentano* 38.41 83 

6.255 γ-Terpineno 0.18 97 

6.519 Terpinoleno 0.3 97 

7.409 Terpinen-4-ol 0.14 94 

7.978 p-Ment-1(7)-en-2-one 0.34 93 

9.317 Cariofileno 5.19 99 

9.557 α-Caryofileno 0.28 99 

9.710 Germacreno D 0.44 96 

10.431 Cariofileno óxido .260 98 

10.912 β-Eudesmol 0.14 93 

IS: índice de similitud o coincidencia entre la biblioteca y los espectros de masas obtenidos. 
*: la identificación de estos compuestos es parcial porque el IS es inferior al 90%. 

8.2 Citotoxicidad y prueba de irritación.  
Con respecto a la prueba de citotoxicidad, los resultados muestran que el AE de B. 

morelensis tuvo un porcentaje de mortalidad del 24% a una concentración de 1.2 

mg/mL, que fue significativamente menor que la concentración inhibitoria media 

máxima (CI50) de doxorubicina, que fue de 0.85 µg/mL. Esto significa que la 

citotoxicidad del AE fue casi 1000 veces menor que la doxorubicina (Figura 4).  
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Figura 4. Citotoxicidad del aceite de B. morelensis en comparación con la citotoxicidad de la 
doxorubicina. 

En cuanto a la prueba de irritación, se observó que la piel tratada con AE25 mostró 

un ligero enrojecimiento 12 horas después de la primera aplicación; posteriormente 

y alrededor de las 24 horas el enrojecimiento disminuyó. Transcurridas 72 horas no 

se detectó enrojecimiento de la piel, pero se pudo observar una ligera descamación 

(Figura 5). El análisis histopatológico de la piel de las heridas tratadas con AE25 

mostró un aumento del número de células muertas, según la presencia de núcleos 

picnóticos. Además, se observaron detritos celulares en la epidermis de la piel 

tratada con AE25. Este aumento en la presencia de células en el área tratada es, 

probablemente, parte de una respuesta celular primaria para que este aceite sea 

reconocido como agente extraño. Del mismo modo, la presencia de detritos celulares 

podría indicar la actividad de los macrófagos (Figura 6).  
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Figura 5. Apariencia de la piel en prueba preliminar de irritación. Tiempo 0: apariencia de la piel 24 horas 
después de la depilación y previa a la primera aplicación de AE de B. morelensis al 25%. 72 horas: 
apariencia de la piel transcurridas 72 horas posteriores a la primera aplicación de AE25 y con un total de 
6 aplicaciones. 
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Figura 6. Histología de piel en tratamientos de prueba de irritación por 3 días. Las muestras se tiñeron 
con hematoxilina y eosina (H/E). (a) Control de muestras de pieles sanas no tratadas. (b) En pieles sanas 
tratadas con aceite esencial de B. morelensis al 25%. (AE25), Se observan detritos celulares (círculos 
rojos). Todas las fotos fueron tomadas con un aumento de 10X. ►Eritrocitos, ►fibras de colágeno, 
►células basofílicas (Hematoxilina positiva), ►fibroblastos, + vasos sanguíneos. 

8.3 Actividad cicatrizante 
Dado que los resultados de citotoxicidad e irritación indicaron que se podía usar el 

aceite esencial de forma segura, se procedió a probar la actividad cicatrizante. Para 
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evaluar la EC, se hicieron heridas longitudinales en el dorso de los ratones; como se 

muestra en la Figura 5, todas las heridas habían cerrado después de 10 días; 

asimismo, en los ratones tratados con AE10 y terpenos, en general se observa una 

mejor apariencia de la piel, mientras que en los controles la cicatriz es más evidente, 

en el AE25 se observa una ligera descamación (Figura 7).  

 

Figura 7. Apariencia de las heridas en el primer y último día de tratamiento de la prueba de eficacia de 
cicatrización (EC). Herida sin tratamiento (HST), control positivo (C +), AE [25%] (AE 25); Aceite esencial 
[10%] (AE 10) durante 10 días de tratamiento. 

Transcurridos los diez días de tratamiento se midió el porcentaje de EC, para lo cual 

se utilizó la prueba tensiométrica, encontrando los siguientes resultados: herida sin 

tratamiento (C-) mostró 9.18% de EC, C+ 13.03%; mientras que los tratamientos con 

AE de B. morelensis arrojaron los siguientes resultados: AE10 20.3% y AE25 

14.71%. Los resultados de EC para los tratamientos con los monoterpenos fueron 

los siguientes: PIN 21.16 y FEL 19.23% (Figura 8). 
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Figura 8. Gráfica de la eficacia de cicatrización (%EC) .  C− Herida sin tratamiento. C+ control positivo 
Recoverón NC. AM vehículo, aceite mineral. AE10 aceite esencial al 10%. AE25 aceite esencial al 25%. 
PIN α- pineno al 9%. FEL α-felandreno al 1%. * Diferencia significativa con respecto a C-. ● Diferencia 
significativa con respecto a C+. ♦ Diferencia significativa con respecto a AM. (P < 0.01). 

Para evaluar la contracción de la herida y la velocidad de cierre de herida se utilizó 

un modelo de herida por incisión, midiendo el diámetro y calculando el porcentaje de 

cierre en el día 3, 5, 7, 9 y 10, encontrando que desde el día 3 los tratamientos con 

PIN y FEL mostraron los mayores porcentajes de cierre de herida. Se observó que 

las heridas tratadas con AE25 y AE10 tuvieron una velocidad de cierre mayor a la de 

los tratamientos control (C-, C+ y AM), mientras que Felandreno y pineno fueron los 

que produjeron un cierre con mayor velocidad (Figura 9).  
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Figura 9. Gráfica de la velocidad de cierre de herida; diámetro de las heridas bajo diferentes tratamientos 
a lo largo del tiempo. C− Herida sin tratamiento. C+ control positivo Recoverón NC. AM vehículo, aceite 
mineral. AE10 aceite esencial al 10%. AE25 aceite esencial al 25%. PIN α- pineno al 9%. FEL α-felandreno 
al 1%. + Diferencia significativa con respecto a C-. * Diferencia significativa con respecto a C+. ♦ 
Diferencia significativa con respecto a AM. (P < 0.01). 
Después de diez días de tratamiento, el porcentaje del CH fue el siguiente: C− 45%; 

C+ 55.3%; AM 47%; AE25 67.64%, AE10 67.28%; PIN 85.25% y FEL 83.51%; 

encontrando diferencias significativas entre los tratamientos con AE y terpenos con 

el C−, C+ y AM; asimismo, se encontraron diferencias significativas entre los 

tratamientos con AE10 y AE25 y PIN y FEL (Figura 10).  
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Figura 10. Gráfica de la contracción de herida; comparación de los diámetros de las heridas bajo 
diferentes tratamientos en el décimo día. C− Herida sin tratamiento. C+ control positivo Recoverón NC. 
AM vehículo, aceite mineral. AE10 aceite esencial al 10%. AE25 aceite esencial al 25%. PIN α- pineno al 
9%. FEL α-felandreno al 1%. * Diferencia significativa con respecto a C-. ● Diferencia significativa con 
respecto a C+. ♦ Diferencia significativa con respecto a AM. 𝛻 Diferencia significativa con respecto a PIN. 
■ Diferencia significativa respecto a FEL (p < 0.01). 

Asimismo, en la Figura 11, se puede apreciar la apariencia de las heridas tratadas a 

lo largo del tiempo del experimento. En el día 10 los ratones de los tratamientos C−, 

y C+ presentaron costras, siendo los ratones C+ quienes presentaron las costras más 

grandes; por su parte, en los organismos tratados con ambas concentraciones de 

AE no hay presencia de costras y si una textura más homogénea; en el caso de los 

tratamientos con los terpenos, se observa que los extremos de las heridas se 

aproximaron ya que, al parecer, los terpenos actuaban como adhesivos manteniendo 
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unidos los extremos orientados de cabeza a cola; dando como resultado heridas con 

forma longitudinal (alargadas con dirección hombro a hombro del ratón) y, en 

consecuencia, cicatrices con esta forma. 

La apariencia de las heridas coincide con el análisis histopatológico a los 10 días de 

tratamiento; donde se aprecia que en la PSH, con ambas tinciones (Hematoxilina-

Eosina y tricrómica de Masson), las tres capas de la piel estaban claramente 

definidas, se pueden distinguir los folículos pilosos, glándulas, vasos sanguíneos, 

fibroblastos y núcleos de células azul-púrpura oscuro; con la tinción de Masson, las 

fibras de colágeno se aprecian de color azul uniforme, formando una red/matriz 

uniforme, donde se observan algunos de los fibroblastos (forma de huso) que 

producen el colágeno. En las micrografías de los tratamientos con AE se observó un 

aspecto más homogéneo de la piel, con una buena cantidad de colágena y 

entramados más complejos que en AM y C+; pero menos que HST. Se observa que 

en la estructura del tejido cicatricial de AM hay grandes huecos con formas esféricas, 

probablemente estos estuvieran rellenos con lípidos o con el propio AM, el cual fue 

disuelto por los solventes utilizados durante el procesamiento histológico. En C+ se 

puede observar con la tinción de Masson la presencia de infiltrado inflamatorio. Por 

último, en las micrografías tanto de PIN y FEL se observan invaginaciones de la 

epidermis, probablemente provocados por la aproximación de extremos de las 

heridas (Figura 12). 
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Figura 11. Apariencia de las heridas en el primer, tercero, quinto y último día de tratamiento de la 
prueba de contracción de herida (CH).  
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Figura 12. Histología de muestras de piel en el día 10 de tratamiento de la prueba de contracción e herida. 
Las muestras fueron teñidas con hematoxilina y eosina (H-E) y Tricrómica de Masson. Todas las 
fotografías fueron tomadas con una magnificación de 10X. PSH piel sana. C- herida sin tratamiento. C+ 
Recoverón NC. AE10 aceite esencial al 10%. AE2 aceite esencial al 25%. ►Eritrocitos, ►células basófilas, 
►fibroblastos, +vasos sanguíneos. 

En el análisis histopatológico de los ratones tratados durante tres días, se observó 

en todos los tratamientos la presencia de costras e infiltrado inflamatorio, asimismo, 

se puede notar que en ningún caso se observa la arquitectura típica de la piel, ya 

que en tres días el proceso de reparación de herida es aún prematuro. Sin embargo, 

en las micrografías teñidas con tricromía de Masson se aprecia que en los 

tratamientos AE10, AE25, PIN y FEL, existen ligeros depósitos de colágena (fibras 

azules); asimismo, en las tinciones de H-E, se observa en PIN y FEL la presencia de 

epidermis incipiente, destacando la presencia de lo que parecen vasos sanguíneos. 

En C+, AE10, AE25, PIN y FEL es posible apreciar tejido de granulación inmaduro, 
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que consiste en macrófagos, linfocitos y fibroblastos gruesos, acompañados de 

brotes vasculares tempranos dentro del líquido edematoso (Figura 13). 

 

Figura 13. Histología de muestras de piel en el día 3 de tratamiento e la prueba de contracción e herida. Las 
muestras fueron teñidas con hematoxilina y eosina (H-E) y Tricrómica de Masson. Todas las fotografías 
fueron tomadas con una magnificación de 10X. PSH piel sana. C- herida sin tratamiento. C+ Recoverón 
NC. AE10 aceite esencial al 10%. 

8.4 Pruebas in vitro con fibroblastos 
Una vez probada la actividad cicatrizante del AE de B. morelensis, se realizaron una 

serie de pruebas in vitro, para tratar de entender el mecanismo de acción. La primera 

de estas pruebas fue la de viabilidad celular, para ello, se aplicó en el ensayo de 

vida/muerte a los AHF, encontrando que a menor concentración de AE, mayor 

viabilidad celular, ya que en los tres tiempos el AE 0.01 mg/mL, muestra mayor 

cantidad de células en verde y menor cantidad de núcleos rojos; además se puede 

observar que la densidad celular aumenta conforme avanzan los días, lo que indica 

que los AHF y estimulados con AE 0.01 mg/mL, son propicios para el cultivo de 

fibroblastos (Figura 14). 
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Figura 14.  Ensayo de viabilidad celular, tinción vida/muerte sobre cultivo de fibroblastos en AHF, a las 
24, 48 y 72 horas post-estímulo con AE 1, 0.1 y 0.01 mg/m.  



[45] 
 

La viabilidad mediante tinción de vida/muerte, también se probó en monocapa, 

después de 24 horas de haber aplicado los estímulos; en esta prueba, además del 

AE en tres concentraciones (1, 0.1 y 0.01 mg/mL), se aplicó FEL y PIN en dos 

concentraciones cada una (0.1 y 0.01 mg/mL). Con esta prueba corroboramos los 

resultados anteriores, que indican que el AE de B. morelensis no afecta la viabilidad 

de los fibroblastos, ya que se observan pocos núcleos rojos (células muertas), esto 

mismo ocurre con PIN y FEL en sus dos concentraciones (Figura 15). 

 

Figura 15. Ensayo de viabilidad, tinción vida/muerte sobre cultivo de fibroblastos en monocapa, a las 
24, horas post-estímulo con AE 1, 0.1 y 0.01 mg/mL, PIN 0.1 y 0.01 mg/mL, FEL 0.1 y 0.01 mg/mL. 

Una vez evaluada la viabilidad en cultivo monocapa y en AHF, la proliferación celular 

se evaluó mediante un ensayo PrestoBlue, donde la absorbancia es directamente 

proporcional a la proliferación celular. Como se muestra en la Figura 16, la 

absorbancia aumentó proporcionalmente con respecto al número de días en cultivo 

para los fibroblastos en los AHF. Además, a las 24 horas de cultivo, no hubo 

diferencias en la tasa de proliferación de los estímulos. Para las 48 horas la 

absorbancia de los estímulos con aceite disminuyó, lo que podría indicar una no muy 

drástica disminución en la actividad metabólica de estas células, ya que a las 72 
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horas hubo un aumento claro de la absorbancia en todos los estímulos; lo cual, indica 

proliferación celular. 
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Figura 16. Ensayo de proliferación celular en andamios de hidrogel de fibrina (AHF). La absorbancia de 
resazurina indica la proliferación de fibroblastos en AH, con control de absorbancia de fibrina sin células 
y Tween. Los estímulos aplicados: Medios DMEM suplementado, AE 0.01 mg/mL; AE 0.1 mg/mL y AE 1 
mg/mL. A las 24, 48 y 72 h. * Diferencias significativas con respecto a 24 horas de crecimiento de cada 
estímulo. ● Diferencias significativas con respecto a 48 horas de crecimiento de cada estímulo (p <0.01). 

En cuanto a la proliferación en monocapa, el ensayo con PrestoBlue, se encontró 

que la absorbancia aumentó conforme avanzaron las horas. Es evidente que mayor 

concentración de AE menor proliferación de fibroblastos, esto se ve en la Figura 17 

donde las barras que corresponden al AE 1 mg/mL son las más pequeñas, aunque 

se pudo ver un incremento de la absorbancia a lo largo del tiempo, esta absorbancia 

permaneció siempre por debajo de las barras del control de crecimiento con medio 

DMEM suplementado.  
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Figura 17. Ensayo de proliferación celular de cultivos de fibroblastos tratados con diferentes 
concentraciones de AE en monocapa. La absorbancia de resazurina indicó la proliferación de fibroblastos 
con control de absorbancia con medio más Tween. Los estímulos aplicados: M: medio DMEM 
suplementado; AE 0,01 mg / ml; AE 0,1 mg / ml y AE 1 mg / ml. * Diferencias significativas con respecto 
a M. ● Diferencias significativas con respecto a AE 0.01 (p <0.01). 

En la prueba de proliferación, donde los estímulos fueron los terpenos, también se 

encontró que a mayor concentración de PIN o FEL hay menor absorbancia y, 

consecuentemente, menor proliferación. Cabe señalar que los terpenos, en todas las 

concentraciones, muestran un importante aumento en la absorbancia después de 24 

horas de tratamiento; aunque en ningún caso supera al control de crecimiento 

(DMEM suplementado). Adicionalmente y como dato muy interesante, se observó 

que el estímulo con PIN 0.01 alcanzó valores de absorbancia muy parecidos a los 

del control de crecimiento a partir de las 48 horas (Figura 18).  
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Figura 18. Ensayo de proliferación celular de cultivos de fibroblastos tratados con diferentes 
concentraciones de PIN y FEL. en monocapa. La absorbancia de resazurina indica la proliferación de 
fibroblastos. Los estímulos aplicados a las 24, 48 y 72 h: M: medio DMEM suplementado, PIN 1: α-pineno 
1 mg / mL; PIN 0,1: α-pineno 0,1 mg / ml; PIN 0,01 α-pineno 0,01 mg / ml; FEL 1: α-felandreno 1 mg / ml; 
FEL 0,1: α-felandreno 0,1 mg / ml; FEL 0.01: α-felandreno 0.01 mg / mL * Diferencia significativa con 
respecto a las 24 horas de cada estímulo. • Diferencia significativa con respecto al crecimiento a las 72 
horas de M (medio de crecimiento). (p <0,01). 

Dadas nuestras observaciones en el primer experimento de migración, se corrió un 

segundo ensayo, para el cual las células fueron teñidas con fluorescencia, se utilizó 

una concentración de AE igual a 0.001 mg/mL. En la Figura 20 se observa 

claramente que a las 24 horas hay migración a la zona de herida, en la placa con AE 

se puede observar, además, que esta migración es muy localizada, observándose 

un cúmulo de células en los extremos de la herida que se van introduciendo en el 

espacio vacío. 
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Figura 19. Ensayo de migración celular, cultivos de fibroblastos en monocapa tratados con AE. Se simuló 
una herida en el centro de la monocapa y enseguida fueron aplicados los estímulos: M: medio DMEM 
suplementado; FGF: factor de crecimiento de fibroblastos; AE: 0.1 y 0.01 mg/mL. Las fotografías 
corresponden al tiempo 0 (inmediatamente después haber infringido la herida). A las 24 horas y a las 48 
horas posteriores a la aplicación de estímulos.  
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Figura 20. Ensayo de migración en cultivos en monocapa de fibroblastos teñidos con éster 
succinimidílico de carboxifluoresceína (CFSE). Se simuló una herida en el centro de la monocapa y 
enseguida fueron aplicados los estímulos: M: DMEM suplementado; FGF: factor de crecimiento de 
fibroblastos; AE: 0.01 mg/mL. Las fotografías corresponden al tiempo 0 (inmediatamente después haber 
infligido la herida). A las 24 horas y a las 48 horas posteriores a la aplicación de estímulos. 

Para verificar que el AE promueve la migración de fibroblastos, se llevó a cabo el 

ensayo de migración en AHF, utilizando un doble andamiaje, dentro de andamios 

polimerizados en placas de 6 pozos, se incluyeron un par de pozos separados a 1 

mm de distancia entre sí, en uno de estos andamios había células teñidas con 

fluorescencia, mientras que, en el otro se agregó uno de los tres estímulos: DMEM 

suplementado, FGF y AM 0.01 g/mL. En las imágenes se observa que, a las 24 

horas, los fibroblastos comenzaron a salir del primer andamio extendiéndose en 
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dirección a donde estaba el estímulo, siendo particularmente evidente en el AE 

(Figura 21). 

 

Figura 21. Modelo de migración en cultivos celulares en andamiso de hidrogel de fibrina (AHF) con 
fibroblastos teñidas con éster succinimidílico de carboxifluoresceína (CFSE), a las 4 horas y 24 horas 
posteriores al montaje de los andamios,  
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9.0 DISCUSIÓN 
El rendimiento del AE fue de 0.19%; los rendimientos de extracción dependen del 

tipo de especie y de los segmentos de plantas utilizados, pero un rendimiento muy 

bajo, como el 1%, puede ser muy valioso cuando contiene componentes raros (Aziz 

et al., 2018). 

Respecto a la composición química del AE, se ha encontrado que varios de sus 

componentes principales están presentes en la composición de AE de otras plantas 

con actividades biológicas probadas; tal es el caso del más abundante de los 

terpenos en el AE de B. morelensis, el p-mentano, el cual es uno de los principales 

terpenos presentes en el AE de Mentha crispa, del cual, recientemente, se 

descubrió que tiene actividad antiparasitaria en Trypanosoma brucei (de Sousa et 

al., 2016); Asimismo, ha sido reportado un isómero de p-mentano (m-mentano) en 

la AE de Jatropha neopauciflora (Pax), que se ha confirmado actividad 

antibacteriana contra Staphylococcus aureus y Vibrio cholera (Hernández-

Hernández et al., 2016). El segundo compuesto en abundancia fue el β-felandreno, 

que se ha identificado en AE de especies de pino como Juniperus formosana (Guo 

et al., 2016); así como el AE de Zanthoxylum bungeanum, un aceite que tiene 

potencial en el tratamiento de la psoriasis (Li et al., 2016). El α-pineno es el principal 

constituyente de la resina de Pistacia atlantica, que ha sido utilizada para tratar 

quemaduras, mostrando un aumento de la concentración del factor de crecimiento 

de fibroblastos básicos (bFGF) y del factor de crecimiento derivado de las plaquetas 

(PDGF), además, aumenta la angiogénesis (Haghdoost et al., 2013). El α y el β-

pineno están presentes en la composición del AE de Salvia officinalis, tienen 

actividad antiinflamatoria in vitro debido a la inhibición de la producción de óxido 

nítrico (ON) en macrófagos de ratón (Abu-Darwish et al., 2013). En pruebas in vitro, 

se encontró que el cariofileno y el óxido de cariofileno inhiben la genotoxicidad de 

un condensado de humo de cigarrillo (Di Giacomo et al., 2017). El cariofileno del AE 

de Aquilaria crassna Pierre ex Lecomte tiene propiedades anticancerígenas, 

antioxidantes y antimicrobianas (Dahham et al., 2015). El β-mirceno, administrado 

por vía oral a animales experimentales, demostró una actividad protectora 

importante en un modelo de úlcera gástrica (Bonamin et al., 2014). El sabineno ha 
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revelado una fuerte actividad antiinflamatoria mediada por la inhibición de la 

producción de óxido nítrico (ON) en macrófagos (Valente et al., 2013). Finalmente, 

el p-cimeno fue uno de los principales compuestos identificados en el aceite de 

tomillo y se evidenció su capacidad para prevenir la peroxidación lipídica (Burkovská 

et al., 2007). 

Para identificar citotoxicidad del AE de B. morelensis se realizó una prueba de 

citotoxicidad, utilizando doxorubicina como control positivo, encontrando que la 

citotoxicidad del AE fue casi 1000 veces menor que la doxorubicina (Figura 3); lo 

anterior se debe a que la doxorrubicina es uno de los antibióticos de antraciclina 

más eficaces, con un amplio espectro antitumoral (Chhikara et al., 2011). Se ha 

reconocido que varios componentes del AE actúan como moléculas de múltiples 

objetivos. Con el fin de desarrollar nuevos fármacos antitumorales, se ha 

demostrado que varios AE tienen una alta eficacia contra las células cancerosas 

humanas y una baja toxicidad para las células humanas normales. Se ha 

encontrado que algunos componentes de AE, como los terpenos, son eficaces 

contra una amplia gama de cánceres, por ejemplo, geraniol, D-limoneno y otros 

monoterpenos (Stringaro et al., 2018). 

Los resultados de citotoxicidad y de la prueba de irritación, donde se encontraron 

alteraciones menores en el análisis histopatológico (células picnóticas y actividad 

de macrófagos, Figura 5), indican que la AE de B. morelensis se puede usar en la 

aplicación tópica para heridas; debido a que a una concentración de 1.2 mg/mL, 

sólo el 24% de los macrófagos peritoneales fueron inhibidos, en comparación con 

la doxorrubicina, donde la CI50 fue = 0.85 µg/mL, esto mostró que el AE a la 

concentración probada no fue citotóxico. 

En cuanto a la actividad cicatrizante, los resultados muestran que ambos 

tratamientos con AE y con terpenos tienen una mejor estructura del tejido cicatricial 

y un mayor depósito de colágeno (Figura 11); además, el análisis histopatológico de 

las heridas tratadas por tres días, mostró que en aquellas donde se aplicó AE en 

ambas concentraciones y PIN y FEL, presentaron ligeros depósitos de colágena 

(figura 12), esto es muy importante porque el proceso de reparación de heridas 
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depende de la biosíntesis, la deposición del colágeno y su maduración (Sawatdee 

et al., 2016). 

Es probable que estos depósitos de colágena, en las heridas tratadas con AE10, 

AE25, PIN y FEL le dieran la resistencia a la tensión a las cicatrices formadas, ya 

que la estructura de la piel está diseñada para minimizar el estrés en el tejido, por 

lo que se deforma con el movimiento o por fuerzas externas; asimismo, se ha 

descrito como las diferentes densidades de colágeno en la dermis papilar, la dermis 

reticular y la hipodermis aseguran que la piel pueda extenderse en cualquier 

dirección cuando se aplica una fuerza; la piel también se contrae en un plano en 

ángulo recto con una reducción progresiva del volumen en la muestra estirada 

(Johnson et al., 1993). 

Además de la acumulación de colágena el entramado de las fibras presentes en los 

tratamientos de AE y terpenos, también debe haber influido en la EC, ya que el 

ensamblaje de la red de colágena se entrelaza cuidadosamente para que sea 

posible tirar en cualquier dirección; sin embargo, hay una anisotropía favorecida, 

que se puede aplicar más estiramiento antes de que se alcance una meseta 

mecánica y un punto final, esta es una característica importante que se debe 

entender al tratar de cerrar las heridas de la piel, la cual puede adaptarse a estas 

fuerzas mediante la relajación mecánica de las fibras de colágeno y la remodelación 

biológica de la estructura fibrosa, lo que da lugar a una "fluencia" mecánica y 

biológica, respectivamente (Wong et al., 2016). 

La colágena depositada por los fibroblastos también influye en la contracción de la 

herida y en la velocidad de cierre, ya que cuando los tejidos se rompen, después de 

una lesión, se necesita colágeno para reparar el defecto y restaurar la estructura y 

función anatómica. Si se deposita demasiado colágeno en el sitio de la herida, se 

pierde la estructura anatómica normal, se compromete la función y se produce 

fibrosis. A la inversa, si se deposita una cantidad insuficiente de colágeno, la herida 

es débil y puede abrirse (Diegelmann and Evans, 2004). 



[55] 
 

La contracción es parte del proceso normal de curación, pero si es excesiva, se 

vuelve patológica y se conoce como contractura. Básicamente, todas las heridas 

dérmicas se curan mediante tres mecanismos elementales: deposición de matriz de 

tejido conectivo, contracción y epitelización (Nedelec et al., 2000). En el modelo de 

herida por incisión, encontramos que la mayor velocidad de cierre (Figura 8) y la 

mayor CH (Figura 9) se dio en los tratamientos con PIN y FEL; nuestras 

observaciones, a lo largo de la aplicación de estos tratamientos, nos permitieron 

notar que los terpenos causaban un efecto adhesivo (suave) sobre la piel, lo que 

pudo generar sobre las heridas un efecto de curación de intención primaria; es decir, 

aquellas heridas simples que pueden cerrarse por sutura, cintas adhesivas o grapas 

(Heal et al., 2016). 

El principal mecanismo de curación durante la intención primaria es la deposición 

de la matriz del tejido conectivo, donde el colágeno, los proteoglicanos y las 

proteínas de unión se depositan para formar una nueva matriz extracelular. En 

contraste, las heridas que permanecen abiertas se curan principalmente por 

contracción; la interacción entre las células y la matriz provoca el movimiento del 

tejido hacia el centro de la herida (Tomasek et al., 2002). Esto se puede ver también 

en la histología, ya que en las micrografías de tres días de PIN y FEL, se aprecia 

que muy próxima a las invaginaciones en el tejido cicatricial, hay tejido sano que, 

incluso, parece deslizarse dentro de la cicatriz. 

Lo anterior, sumado a la actividad antibacteriana y antifúngica de la AE de B. 

morelensis, puede ser, en parte, responsable de los resultados que se muestran 

aquí, ya que, debido a sus características lipofílicas, el AE permea las membranas 

plasmáticas de bacterias y hongos, generando desequilibrios iónicos en el potencial 

de membrana, incluso, en la respiración mitocondrial, causando colapso celular 

(Canales-Martínez et al., 2017). En nuestro grupo de trabajo, se ha demostrado que 

el AE de B. morelensis altera la expresión del gen que codifica la integrina INT1p. 

Esto es muy importante, ya que se sabe que las integrinas son clave en la adhesión 

de C. albicans; además, el AE inhibió el crecimiento del tubo germinal y causó la 
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pérdida de la integridad de la membrana celular de esta levadura (Rivera-Yañez et 

al., 2017). 

Por otro lado, creemos que la regulación de la respuesta inflamatoria puede ocurrir 

por la reparación de la herida, ya que se ha demostrado que este AE tiene actividad 

antiinflamatoria cuando se usa, en forma tópica, para tratar el edema plantar en 

ratas (Carrera-Martínez et al., 2014). Aún más, varios de sus componentes han sido 

identificados como agentes antiinflamatorios que inhiben la producción de ON (Abu-

Darwish et al., 2013; Di Giacomo et al., 2017; Dahham et al., 2015; Bonamin et al., 

2014; Valente et al., 2013), mientras que otros aumentan la producción de agentes 

esenciales para la reparación de heridas como el FGF y el PDGF, y favorecen la 

angiogénesis (Abu-Darwish et al., 2013) y la actividad antioxidante, que puede tener 

un efecto protector contra el estrés oxidativo generado durante la etapa inflamatoria 

(Dahha et al., 2015; Burkovská, et al., 2007). Recientemente, se demostró que el α-

felandreno también inhibe el rodamiento y la adhesión de los leucocitos y la 

producción de las citocinas proinflamatorias TNF-α e IL-6, así como la 

desgranulación de los mastocitos inducidos por el compuesto 48/80 (polímero 

producido por la condensación de N-metil-p-metoxifenetilamina con formaldehído. 

Promueve la liberación de histamina); lo que sugiere que el α-felandreno juega un 

papel importante como agente antiinflamatorio a través de la modulación de la 

migración de los neutrófilos y la estabilización de los mastocitos (Siqueira et al., 

2016). 

Ya que las pruebas en el modelo murino demostraron actividad cicatrizante, se 

corrieron una serie de pruebas in vitro, con la intención de aproximarnos al 

mecanismo de acción por el cual el AE de B. morelensis contribuye al proceso de 

cicatrización. Los resultados del ensayo de viabilidad célular (vida/muerte, Figuras 

13 y 14) coinciden con los resultados de citotoxicidad en macrófagos (Figura 4), en 

el sentido de una muy baja citotoxicidad del AE de B. morelensis y su dependencia 

con la concentración; también con la prueba de viabilidad se demostró que los 

terpenos PIN y FEL tienen una baja citotoxicidad y que esta es dependiente de la 

concentración. Por otro lado, las pruebas de proliferación demostraron que, ni el AE 
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ni los terpenos PIN y FEL estimulan la proliferación de fibroblastos en cultivos en 

monocapa ni en cultivos en AHF (Figuras 15-17). Finalmente, los resultados de 

migración de fibroblastos, tanto en AHF como en monocapa, sugieren que el AE 

promueve la migración de fibroblastos (Figuras 18 y 19).  

Otros compuestos naturales han sido analizados por su actividad de curación de 

heridas. Por ejemplo, se sabe que un triterpeno llamado asiaticosido, el cual es un 

componente importante en los extractos de Centella asiatica, ha sido designado 

como un compuesto prioritario en la actividad curativa de esta planta, debido a su 

actividad antimicrobiana y su capacidad para reducir los niveles de lipoperoxidación 

y activar células de la capa de malpighiana de la epidermis (Siqueira et al., 2016). 

Además, se ha demostrado que el aceite esencial de Pinus pinaster, cuyo 

componente principal es el α-pineno, tiene actividad antioxidante, antiinflamatoria y 

de reparación de heridas, que muestra una buena resistencia a la tracción en 

modelos in vivo. En pruebas in vitro, este aceite esencial mostró una cierta 

capacidad inhibitoria de las enzimas colagenasa, elastasa y hialuronidasa, mismas 

que están relacionadas con la remodelación de cicatrices (Tümen et al., 2018). 

El conjunto de resultados obtenidos en este trabajo, permiten sugerir que un 

mecanismo de acción probable del AE de B. morelensis, durante el proceso de 

cicatrización, es la promoción de la migración de fibroblastos al sitio de la herida; 

haciéndolos activos en la producción de colágena en etapas tempranas, y más 

tarde, promueve la remodelación de esta colágena, ya que se sabe que durante el 

proceso de reparación de una herida, las células endoteliales y los fibroblastos 

migran al sitio y acumulan tejidos de granulación depositando colágena y otras 

matrices extracelulares. Durante las etapas finales de reparación, los fibroblastos 

remodelan el colágeno mediante la producción de metaloproteinasas de matriz 

(MMP) a lo largo de varios meses (Hong et al., 2013). 
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10.0 CONCLUSIONES 
● Se extrajo AE de B. morelensis con un rendimiento de 0.19%. 

● Se identificaron 18 compuestos en el aceite esencial de B. morelensis; los 

compuestos mayoritarios fueron: p-Mentano (38.41%), β-Felandreno 

(35.25%); α-Pineno (8.37%), cariofileno (5.19%), β-Mirceno (3.6%), 

Sabineno (3.54%) y p-Cimeno (2.1%). 

● La toxicidad del AE, PIN y FEL presentan una muy baja citotoxicidad y es 

dependiente de la concentración. 

● La mayor eficacia cicatrizante la presentaron los tratamientos con PIN 

(21.16%) y FEL (19.23%). Seguido por AE10 (20.3%) y AE25 (14.71). 

● PIN y FEL presentaron la mayor velocidad de cierre, siendo esto evidente 

desde el tercer día de tratamiento. 

● La mayor contracción de herida la presentaron los tratamientos con α-pineno 

(85.25%) y α-felandreno (83.51%). Seguido por AE10 (67.28%) y AE25 

(67.64). 

● El AE, PIN y FEL no estimulan la proliferación celular. 

● El AE de B. morelensis promueve la migración de fibroblastos. 

● Los resultados sugieren que el aceite esencial de B. morelensis interviene en 

el proceso de cicatrización, estimulando la migración de fibroblastos al sitio 

de la herida, con la consecuente producción de colágena durante las etapas 

tempranas, y en etapas más avanzadas, promoviendo la remodelación de 

esta colágena. 
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APÉNDICE I. Estudios referentes a actividades biológicas del género Bursera 

 

PLANTA TIPO ACTIVIDAD AUTORES 

B. morelensis Aceite esencial de 
ramas 

Antiinflamatoria 
Carrera-Martínez, 

et al. 2014 

B. microphylla 
Fracción no polar de 

un extracto soluble en 
metanol 

Antiproliferativa en 
células neoplásicas  

Messina et al. 2015 

B. simaruba 
Extracto hexánico y 

fraccionamiento 
biodirigido de hojas 

Antiinflamatoria, 
edema plantar en 

ratón 

Carretero, et al. 
2008 

B. grandifolia; B. 
lancifolia, B. 

morelensis; B. aptera, 
B. velutina; B. 
aloexylon; B. 

submoniliformis 

Fracción volátil Antiinflamatoria Zúñiga et al. 2005 

B. tonkinensis 
Fraccionamiento del 

extracto MeOH de raíz 
Citotóxica 

Jutiviboonsuk, et al. 
2005 

B. morelensis Extracto metanólico 
antiinflamatoria, 

analgesico y 
antoxidante 

Serrano-Parrales, 
et al. 2012 

B. simaruba Fracción polar Antimicrobiano 
Camporese et al. 

2003 

B. simaruba 
Extracto hexánico de 

hojas 

Antiinflamatoria 
(edema plantar en 

rata) 
Abad, et al. 1996 

B. simaruba 
Extractos de hexano, 
cloroformo y metanol 

Antiinflamatoria 
(tópica, edema en 

oreja de ratón) 
Sosa, et al. 2002 

B. simaruba (L.) Sarg 
Extracto hexánico y 
algunas fracciones 

Antiinflamatoria 
(edema plantar en 

rata) 
Noguera et al. 2004 

B. simaruba 
Extracto metanólico de 

material fresco de 
hojas, corteza, tallo 

Antibacterial 
Yasunaka et al. 

2005 

B. aloexylon 
Aceite esencial de 

hojas 
Antimicrobiano 

Queiroga et al. 
2007 

Bursera fagaroides 
Extracto etanólico de 

corteza 

inhibición de la 
enzima ornitina 

decarboxilasa y del 
crecimiento de 

Entamoeba 
histolytica 

Rosas-Arreguín et 
al. 2008 

Bursera spp 
resinas (copal blanco, 

negro, de gota) 
Antimicrobiana 

Gigliarelli et al. 
2015 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carretero%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18155865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carretero%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18155865
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B. copallifera 

Extractos 
hidroalcohólicos, 

metanólico, y 
diclorometano-metanol 

de tallo, corteza y 
hojas 

Antiinflamatorio 
(edema de oreja en 
ratón) y citotóxico en 
células cancerígenas 

Columba-
Palomares et al. 

2015 

B. simaruba 

Fraccionamiento 
solvente-solvente, 

exclusión y 
cromatografía de capa 

fina. 

Antiviral in vitro 
(HSV-1 y HSV-2 in 

vitro) 
Álvarez et al. 2015 

B. graveolens 
Aceite esencial de 

partes aéreas 
Anti-proliferativas 

células cancerígenas 
Monzote et al. 2012 

B. simaruba 
Extractos con 

ciclohexano, etanol y 
etanol/agua 

Antifúngica Biabiany et al. 2013 

B. fagaroides var. 
fagaroides 

Extracto 
hidroalcohólico 

citotóxica en células 
cancerígenas 

Rojas-Sepúlveda et 
al. 2012 

 

APÉNDICE II. Comparación de índices de Kovats 
La muestra de AE se inyectó al cromatógrafo un par de veces, obteniendo pequeñas 

variaciones en el índice de similitud, pero se obtuvieron los mismos tiempos de retención y 

consecuentemente los mismos valores del Índice de Kovats y los mismos datos espectrales.  

Compuesto TR MIN IRK-calculado IRK-BD IS a IS b 
α-felandreno 4.9 1108.953882 997 90 90 

α-pineno 5.029 1129.714654 931 97 94 

Camfeno 5.229 1160.871766 943 96 96 

Sabineno 5.421 1189.681122 964 93 90 

β-Mirceno 5.51 1202.69104 979 87 87 

β-felandreno 5.782 1241.187155 1030 68 68 

α-terpineno 5.878 1254.342958 1008 94 94 

p-cimeno 5.958 1265.143027 1011 97 97 

p-menteno 6.063 1279.100108 987 83 83 

γ-terpineno 6.255 1304.007661 1047 97 97 

terpinoleno 6.519 1337.03501 1078 97 97 

terpinen-4-ol 7.409 1439.276757 1161 94 96 

p-menth-1(7)-en-2-one 7.978 1498.39088 1229 93 94 

β-cariofileno 9.317 1622.346111 1424 99 99 

α-cariofileno 9.557 1642.665262 1456 99 99 

germacreno D 9.71 1655.354084 1480 96 96 

cariofileno oxide 10.431 1712.577623 1576 98 97 

β-eudesmol 10.912 1748.593833 1644 93 96 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Columba-Palomares%20MF%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Columba-Palomares%20MF%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Columba-Palomares%20MF%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%81lvarez%20%C3%81L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25674932
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Biabiany%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23280633
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rojas-Sep%C3%BAlveda%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22878225
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rojas-Sep%C3%BAlveda%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22878225
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TR: tiempo de retención; IRK-calculado: Índice de retención de Kovats calculado; IRK-DB: Índice 

de retención de Kovats de la base de datos NIST Library Versión 8.0; IS: índice de similitud o 

coincidencia entre la biblioteca y los espectros de masas obtenidos en las repeticiones a y b. 

APÉNDICE III. Control positivo 
Se utilizó como control positivo el medicamento cicatrizante comercial Recoverón 

NC, el cual contiene: ácido acexámico con neomicina al 5%. El ácido acexámico 

participa en la acción proteica del colágeno, lo que le permite actuar en el proceso 

de cicatrización, regulando la producción de fibroblastos y la disposición de las fibras 

colágenas dentro del mismo proceso biológico natural, pero de manera ordenada. 

La neomicina es un antibiótico de amplio espectro. Los mecanismos sensibles 

pueden ser inhibidos por concentraciones de 5 a 10 µg/mL o menores. Entre las 

especies de gramnegativos, muy sensibles a la neomicina están: E. coli, 

Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris. Los 

microorganismos grampositivos inhibidos incluyen: Staphylococcus aureus, E. 

faecali, M. tuberculosis. La neomicina se absorbe pobremente cuando se aplica por 

vía tópica, lo que le permite estar mayor tiempo en el sitio de la infección. Su vía de 

eliminación es renal. Debido a su baja o nula absorción permite la posibilidad de 

asociación con otro antibiótico por vía sistémica, si el caso así lo requiere. (PLM, 

2019) 

APÉNDICE IV. Método tensiométrico (modificado de Salas et al., 1994). 
Este método se utiliza para evaluar la fuerza tensil de la cicatriz, ésta se expresa 

como la fuerza en gramos necesaria para reabrir la herida. Para llevar a cabo esta 

evaluación, los ratones con heridas longitudinales fueron sacrificados después de 

10 días de tratamiento, para el sacrificio se utilizó una cámara de CO2. Para medir 

la fuerza con la que se abre la cicatriz, se utilizó la técnica de flujo de agua, mediante 

un dispensador de agua con salida doble, conectado mediante mangueras a un par 

de recipientes que, al ir llenándose, tiran de un dispositivo de cuerdas y poleas 

atadas a pinzas Halsted con las que se sujetó la piel de cada ratón a 3 mm de la 

cicatriz, tal como se muestra en la Figura 22. El agua se dejó fluir hasta que la 

cicatriz se abrió. El volumen del agua acumulada en cada uno de los recipientes se 

transforma a gramos (considerando la densidad del agua: 1g/mL), y luego los 
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gramos se transformaron en fuerza, la eficacia cicatrizante se evaluó aplicando el 

modelo previamente mencionado.  

 

Figura 22. Diagrama de dispositivo para efectuar el método tensiométrico. (Imagen elaborada por 
Salas-Oropeza) 

 

APÉNDICE V. Isoflurano 
Para los procedimientos en los que fue necesario anestesiar a los ratones, se utilizó 

isoflurano en la presentación Lisorane de laboratorio Baxter. El Isoflurano es un éter 

halogenado, utilizado para la inducción y mantenimiento de la anestesia general por 

inhalación. Al igual que otros anestésicos generales, el Isoflurano inhibe la 

conducción de los potenciales de acción y su transmisión sináptica. El mecanismo 

de acción exacto a nivel subcelular aún no está totalmente claro. La inducción y 

especialmente la recuperación son rápidas. 
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APÉNDICE VI. Técnica histológica.  
La técnica histológica tradicional inicia obteniendo las muestras de tejido, para 

inmediatamente fijarlas con formol al 10% amortiguado con sales de fosfato durante 

24 horas, seguido por un proceso de deshidratación mediante la inmersión de los 

tejidos en alcoholes de concentración creciente, iniciando con alcohol al 70% y 

concluyendo con alcohol absoluto, durante dos horas en cada uno. Después, con el 

fin de aclarar las muestras, se pasan por butanol I y II durante dos horas, para 

finalmente ser incluidas en parafina, constituyendo así los bloques histológicos que 

posteriormente pueden ser cortados con un micrótomo. 

Con el micrótomo se realizan cortes que deberán tener un espesor de 5 micras, 

inmediato al corte, las tiras de tejido parafinado se extienden en agua tibia en un 

baño de flotación, una vez extendido se recuperan los cortes sobre un portaobjetos, 

el cual debe estar debidamente etiquetado. Los portaobjetos con los cortes 

recuperados se dejan escurrir por unos minutos y posteriormente se introducen en 

estufa 37° C por un par de horas, esto último para asegurar que el tejido quede 

pegado al portaobjetos. 

APÉNDICE VII. Artículo de investigación derivado de los estudios de 
doctorado. 

Referencia completa:   

Salas-Oropeza, J., Jimenez-Estrada, M., Perez-Torres, A., Castell-Rodriguez, A. E., 

Becerril-Millan, R., Rodriguez-Monroy, M. A., & Canales-Martinez, M. M. (2020). 

Wound healing activity of the essential oil of Bursera morelensis, in mice. Molecules 

(Basel, Switzerland), 25(8), E1795. https://doi.org/10.3390/molecules25081795 

https://doi.org/10.3390/molecules25081795
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APÉNDICE VIII. Artículo de investigación publicado durante los estudios de 
doctorado (coautor). 

Referencia completa:  

Canales-Martinez, M.; Rivera-Yañez, C.R.; Salas-Oropeza, J.; Lopez, H.R.; 

Jimenez-Estrada, M.; Rosas-Lopez, R.; Duran, D.A.; Flores, C.; Hernandez, L.B. 

Rodriguez-Monroy, M.A. Antimicrobial activity of Bursera morelensis ramírez 

essential oil. Afr. J. Tradit. Complement. Altern. Med. 2017, 14, 74–82. 

https://doi.org/10.21010/ajtcam.v14i3.8  

  

https://doi.org/10.21010/ajtcam.v14i3.8
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