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‘La vida esta basada en oxidaciones normales; los suefios son funciones
del cerebro y las funciones del cerebro son meras oxidaciones... Los

suefios son algo asi como una fosforescencia del cerebro”

Paul Ehrlich
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1. Introduccion
En medicina las heridas tienen varios conceptos y normas con relacion a su

tratamiento, algunas definiciones que dan un panorama de lo que es una herida
son las siguientes: “Pérdida de continuidad de la piel o mucosa producida por
algun agente fisico o quimico” “Lesiones que rompen la piel u otros tejidos del
cuerpo, incluyen cortaduras, arafiazos y picaduras en la piel, suelen ocurrir como
resultado de un accidente o intervencion quirdrgica”. La gran importancia de estas
afecciones es que si su tratamiento no es el adecuado se pueden presentar
complicaciones dificiles, como infecciones, abscesos, dehiscencia o separacion de
las suturas, necrosis, queloides (cicatriz grande y dura), y retraso en la

cicatrizacion.

Existen diversos tratamientos para acelerar la cicatrizacién, sin embargo, la
poblacion desde hace muchos siglos ha buscado remedios alternos a sus males,
asi algunos productos naturales ofrecen alternativas viables para su tratamiento;
no obstante, estos remedios no presentan ningun estudio cientifico y experimental

que confirme su efecto.

Eupatorium aschembornianum Sch. es una hierba silvestre recomendada en caso
de heridas internas en personas intervenidas quirurgicamente o ulceras gastricas y
en caso de heridas expuestas. Debido a que no existe investigaciéon sobre su
posible efecto, en el presente trabajo se propone evaluar sus efectos en la

cicatrizacion, ya sea por actuar como cicatrizante o como bactericida.

La cicatrizacion es un proceso largo que consta de tres pasos: fase inflamatoria,

fase de proliferaciéon y fase de diferenciacion, en estos procesos se producen
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algunas sustancias que pueden ser medidas mediante métodos
espectrofotométricos, por ejemplo la hidroxiprolina que es un aminoacido no
esencial derivado del colageno; por otro lado nos encontramos con el 6xido nitrico
(NO) que participa en la cicatrizacion, estimulando la angiogénesis o por un efecto

tréfico en la proliferacion de células epidérmicas3.

La evaluacion del efecto cicatrizante se realizé al comparar los diametros de
heridas realizadas en ratones, observando el progreso de dichas heridas
diariamente; asi también se evalué si hubo un aumento en la produccién de
colageno al determinar la concentracion de hidroxiprolina en las pieles de los
ratones lesionados dias antes y tratados con una preparacion del extracto de
Eupatorium aschembornianum Sch, también se realizd una determinacion de
nitritos en el suero de los ratones para evaluar si se presenta un aumento en el

proceso de angiogénesis.

Finalmente debido a que evitar que una herida se infecte es parte fundamental de
una correcta cicatrizacion, se evalu6 la actividad antibacteriana de Eupatorium
aschembornianum Sch contra bacterias Gram positivas, Gram negativas y hongos

levaduriformes, por un método de difusion en medios nutritivos.

2. Marco teorico

2.1 LA PIEL: Estructura y funciones
Los seres humanos habitamos en un ambiente altamente poblado de

microorganismos, sin embargo, solo unos cuantos microorganismos se establecen
como residentes de la piel. Esto se debe a que la piel posee factores de proteccion

que limitan la colonizacién y la supervivencia de los microorganismos.* La piel es
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la cubierta externa del cuerpo humano y uno de los 6rganos mas importantes del
mismo tanto por tamafio como por sus funciones. La piel separa al organismo del
medio ambiente externo y, al mismo tiempo, permite su comunicacién con él
mismo por medio del tacto, la presion, temperatura y receptores del dolor. La piel
sana es una barrera contra agresiones mecanicas, quimicas, toxicas, calor, frio,

radiaciones ultravioletas y microorganismos patdégenos.®

Desde afuera hacia dentro, se distinguen tres capas de tejido, cuyo origen

embrioldgico es totalmente distinto:

* La epidermis: La porcidon externa y mas delgada, esta en contacto directo con el
ambiente externo. Esta compuesta por muchas capas de laminas continuas de
células epiteliales muy juntas con poco o ningun material entre ellas. Las células
epidérmicas de la capa superior estan muertas y contienen una proteina
protectora denominada queratina, como esta capa superior se descama

periédicamente, esto ayuda a eliminar los microorganismos de la superficie.®

Presenta un espesor variable, con un valor medio de 0.1 mm, pudiendo alcanzar
en zonas como las plantas de los pies y las palmas de las manos espesores de
hasta 1 6 2 mm. Esta normalmente compuesta por cuatro capas diferentes que

desde el exterior hacia el interior serian:

- Capa cornea
- Capa granular
- Capa de células espinosas

- Capa basal

Pagina | 3



En aquellas zonas donde se presenta con un mayor grosor, la epidermis tiene
cinco capas al contar con la capa lucida (Stratum lucidum), la cual esta situada

entre la capa cornea y la granular.

* La dermis o corion: La porcién interna y mas gruesa de la piel, esta compuesta
por tejido conectivo fibroelastico. Es la estructura de soporte de la piel y le
proporciona resistencia y elasticidad. La matriz extracelular contiene una elevada
proporcion de fibras, no muy compactadas, de colageno (>75%), elastina y
reticulina. Es un tejido vascularizado que sirve de soporte y alimento a la
epidermis. Constituye la mayor masa de la piel y su grosor maximo es de unos 5

mm. Histoldégicamente, se divide en dos:

- La capa papilar (Stratum papillare)

- La capa reticular (Stratum reticulare)

* El tejido subcutaneo o también denominado hipodermis o subcutis.

Si consideramos las células dispuestas de manera muy compacta, las capas
continuas, la presencia de queratina, la sequedad y la descamacion de la piel
entenderemos por que la piel intacta proporciona una barrera formidable contra la
entrada de microorganismos. En la superficie intacta de la epidermis sana rara vez
0 nunca penetran microorganismos. En cambio, cuando la superficie epitelial se
rompe, a menudo se produce una infeccion subcutanea. Las bacterias con mas
probabilidad de causar infeccion son los estafilococos que habitan en la epidermis,
los foliculos pilosos y las glandulas sudoriparas y sebaceas de la piel. Las

infecciones de la piel y los tejidos subyacentes suelen desarrollarse como
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resultado de quemaduras, cortes, heridas punzantes u otras situaciones que

determinan la ruptura de la piel.®

Fig. 1 Estructura de la piel

2.2 HERIDAS: Evolucion y tratamiento
Las heridas han tenido diferentes definiciones, sin embargo, las mas aceptadas en

la actualidad son las siguientes: “Pérdida de continuidad de la piel o mucosa
producida por algun agente fisico o quimico”!, “Lesiones que rompen la piel u
otros tejidos del cuerpo, incluyen cortaduras, arafiazos y picaduras en la piel,
suelen ocurrir como resultado de un accidente o intervencién quirdrgica™, “Toda
disrupcion de estructuras anatomicas y funcionales normales”. Existen varias
clasificaciones de heridas, por ejemplo, heridas agudas o cronicas, basandose en

los conceptos de orden y temporalidad.

- Herida Aguda: es aquella que sigue un proceso de reparacién ordenado,
dentro de un tiempo adecuado, que restaura la integridad anatomica vy

funcional.
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- Herida Cronica: es aquella que no sigue un proceso de reparacion
ordenado o0 que sigue un proceso de reparacion que no restaura la

integridad anatémica y funcional.”

Las fases de curacion de la herida independientemente del tipo de herida de que
se trate y de la extensién que abarque la pérdida de tejido, ocurre en fases que se
solapan en el tiempo y no se pueden disociar unas de otras. La subdivision en
fases esta orientada a las modificaciones morfolégicas basicas que se producen
durante el proceso de reparacion, sin que refleje la intrinseca complejidad de los

procedimientos.
Por regla general la curacion se divide en tres fases:

» Fase inflamatoria y/o exudativa: hemostasia y limpieza de la herida, se inicia en
el momento en que se produce la herida y su duracion es aproximadamente de
tres dias, dependiendo de las condiciones fisioldgicas. Las primeras reacciones
vasculares y celulares consisten en la coagulacion y la hemostasia y concluyen

después de haber transcurrido aproximadamente 10 minutos.

» Fase de proliferacion: reconstruccion de los tejidos de granulacion, por medio de
la vasodilatacion y el aumento de la permeabilidad vascular se consigue
intensificar la exudacion de plasma sanguineo en los intersticios del endotelio
vascular. Con ello se fomenta la migracion de los leucocitos hacia la zona de la
herida, sobre todo de graunlocitos y macréfagos. Estos tienen como funcién

proteger la herida de posibles infecciones y limpiarla a través de la fagocitosis. Al
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mismo tiempo liberan mediadores bioquimicos activos, que activan y estimulan
células de gran importancia para la siguiente fase.
» Fase de diferenciaciéon: maduracion, cicatrizaciéon y epitelizacion.

2.2.1 Cicatrizacién
La cicatrizacién se define como el reemplazo de células y tejidos mediante
regeneracion,® en el proceso de cicatrizacion las células pueden ser las mismas a
las que se perdieron o diferentes, formando una copia de la estructura primitiva.
Las etapas de cicatrizacion se dividen en dos:

- Remocioén del material inflamatorio y restos necroticos

- Reemplazo del tejido original

2.2.2 Factores que afectan una correcta cicatrizacion
Existen muchos factores que afectan el proceso de cicatrizacion que van desde el

estado del paciente, por ejemplo, el estado nutricional (desnutricion u obesidad),
salud (diabetes o ingesta de medicamentos), edad, el alcoholismo y el
tabaquismo; o los relacionados a las condiciones de la herida como, la poca
humectacion de la herida, la oxigenacion, el calor y exudado purulento y dolor que
son signos de infeccion®.

Infeccion

La relacion de los microorganismos con una herida puede presentarse de tres
formas, ya sea como contaminacién, colonizacién o infeccién. Una infeccién se
define como la invasion y desarrollo de un microorganismo, generalmente parasito
(virus, bacteria, hongo, protozoo o invertebrado), en los tejidos del hospedador
aun sin darse manifestaciones clinicas importantes. Para que se desencadene la
enfermedad infecciosa el organismo que infecta debe poder penetrar a través de
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los revestimientos cutaneos y mucosos, multiplicarse, y en algunos casos,

elaborar sustancias toxicas.’

En la piel existen microorganismos pertenecientes a la flora normal, por ello es
importante concentrarse en la esterilidad de la herida y hacer un diagndstico a
tiempo en caso de una infeccion. De esta forma si una infeccion es detectada se
debe iniciar el tratamiento con antibidticos sistémico o local; sin embargo, los
antibidticos sistémicos no logran niveles adecuados en el tejido de granulacion y

por ende no tienen efecto sobre el nivel bacteriano de heridas cronicas.”

Humectacion

Winter y Scales, en 1963, realizan el primer estudio experimental que demuestra
que la cicatrizacién en ambiente humedo es mas rapida que aquella que se realiza
en ambiente seco, pues previene la desecacion celular, favorece la migracion
celular y la angiogénesis, estimula la sintesis de colageno y favorece la
comunicacién intercelular. Todos estos elementos se traducirian en efectos
clinicos como menos dolor, aislamiento térmico, desbridamiento autolitico, mayor
velocidad de cicatrizacion y mejor calidad en la cicatriz. El ambiente humedo
otorga a la herida un medio lo mas natural posible para que los procesos de
reparacion tisular se lleven a cabo sin alteraciones. Al proporcionar este medio
semioclusivo y humedo, se mantiene un pH levemente acido (5.5-6.6) y una baja
tension de oxigeno en la superficie de la herida, lo que estimula la angiogénesis.
Ademas, se mantiene una temperatura y humedad adecuadas que favorecen las
reacciones quimicas, la migracion celular y el desbridamiento de tejido

esfacelado.’”
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2.3 Axihuitl (Eupatorium aschembornianum Sch.)

Nombre cientifico: Eupatorium
aschembornianum Sch. Ageratina
conspicua (G. B. Hinton)'® (Kunth & C.D.

Bouché) (R.M.King & H.Rob.)""

Reino:Plantae

Phylum: Magnoliophyta

Clase:Magnoliopsida

Orden: Asterales

Fig. 2 Eupatorium aschembornianum Sch

Familia: Asteraceae

Hierba silvestre, que florece principalmente en los meses de noviembre a febrero,
nativa de México. Es una mata grande, de abundantes hojas en forma de corazén,
que alrededor de esta contiene unas onditas y una especie de filamentos, de
tronco grueso, aspero al tocarlo, con una especie de manchitas en todo su

alrededor, se da en varas grandes.?

2.3.1. Usos tradicionales de la planta
Es una hierba muy utilizada en el municipio de Tepoztlan, Morelos, México, con

distintos usos tradicionales que van desde su infusion en té en caso de heridas
internas en personas intervenidas quirurgicamente o ulceras gastricas; en caso de

heridas abiertas como principal método de cicatrizacion, lo emplean directo en la
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herida como un antiséptico o como agente antimicrobiano contra hongos
patdégenos humanos (Trichophyton rubrum, Candida albicans); asi también en
tecnologias de control biolégico de enfermedades de plantas, en este marco de
referencia, se encuentran extractos, aceites esenciales o moléculas aisladas del

axihuitl.13.14

Algunas personas la combinan con otras plantas para mayor efecto, algunas otras
preparan una bebida estimulante llamada paglaposon o curalotodo, en ocasiones
solo preparan una tincion y otras lo utilizan en forma de té. Esta planta es utilizada
como método para sanar heridas y para desinfectarlas tanto en personas como en

animales.

Forma de preparacion: Se prepara en un frasco de vidrio con las hojas
anteriormente lavadas y se agrega alcohol hasta cubrirlas, debe tomar un color
verdoso y esta listo para su empleo. Se vierte en las heridas, y continia su uso por
lo menos unos tres dias después del accidente o de la lesién que se haya sufrido.
Los beneficios son muchos debido a que mencionan que la cicatrizacién con este

preparado es inmediata y de bajo costo.’?

Otra forma de prepararlo es en té (infusion): Una hoja se divide en cuatro partes
iguales, de las cuales solo se toma una cuarta parte, se deja hervir un litro de agua
y después se agrega la cuarta parte de la hoja dejando hervir de 3 a 5 minutos, se
deja enfriar, y se procede a beber cuanto la persona quiera durante un lapso de 3
a 5 dias o si la persona lo desea puede beberlo por mas dias.

Actualmente no se ha obtenido gran informacién cientifica de esta planta, debido a
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que no se conoce Yy mucho menos se conocen su uso curativo mediante la

investigacion clinica cientifica.

2.4 Técnicas y fundamento

2.41 Ratones CD1 et/et
Los ratones CD1 et/et fueron desarrollados a partir de la transferencia del gen

desnudo, la alopecia es el resultado de un gen recesivo autosémico simple, el
simbolo “et” se ha adoptado para referir a la forma mutante. Se ha observado que
los machos se caracterizan por presentar un timo histolégicamente igual al de los
ratones normales, pero con un tamafo y peso menor, por lo que se les definid
como hipotimicos, mientras que las hembras presentan un rudimento timico, el
cual se asemeja histolégicamente a un noédulo linfoide, por lo que estan
catalogadas como atimicas. No hay diferencias entre el ratén CD1 y el et/et en lo
que respecta al rechazo de xenoinjertos; por lo que esta especie es ideal para el

estudio de tumores y la investigacion de xenoinjerto. 7

Durante el desarrollo de la colonia se ha observado tanto en machos como en
hembras, una marcada susceptibilidad a problemas cutdaneos como abscesos,
dermatitis bacteriana y dermatomicosis, asi como un incremento en la frecuencia
de parasitosis por Eimeria spp, neumonias, uveitis (cataratas), fertilidad baja,

mortalidad alta, hipotimico y signos clinicos de envejecimiento prematuro.'¢-1”

2.4.2 Determinacién de éxido nitrico
El cuerpo humano produce 6xido nitrico (NO) con ayuda de la enzima 6xido nitrico

sintasa (NOS) a partir de la L-arginina, que posee tres isoformas, NOS-I, NOS-Il y
NOS-IIl. La NOS-1 y la NOS-IIl son descritas como isoformas constitutivas (cNOS)

y pueden ser objeto de regulacion génica, mientras que la NOS-Il representa la
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isoforma inducible (iNOS) que se expresa en células estimuladas por diferentes
citoquinas proinflamatorias como la interleuquina-1 (IL-1), interferon gamma (INF-
Y) y el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a). La NOS-Il produce concentraciones
mucho mas elevadas de NO con respecto a la actividad de NOS-I y NOS-III."> De
forma analoga a la respiracion y fermentacion celular, cuando la célula no tiene
suficiente oxigeno para poder sintetizar 6xido nitrico mediante la enzima NOS,

utiliza la ruta alternativa del nitrato/nitrito.8-19

Los nitritos y nitratos ingeridos en la dieta o como residuos del metabolismo del
NO, son utilizados por el cuerpo humano para generar NO de forma alternativa a
la NOS. ElI NO es una de las pocas moléculas gaseosas que el cuerpo humano
utiliza como molécula sefalizadora, es un radical libre que participa en la
patogenia de muchas enfermedades, debido a que es sintetizado por
condrocitos y sinoviocitos como consecuencia del estimulo de citoquinas
proinflamatorias'®, también actiia como neurotransmisor en el cerebro, regulador
del sistema cardiovascular y en las defensas, que lo emplean para destruir
microorganismos utilizando el NO para atacar ADN, proteinas y componentes de

la pared celular.8-1°

Los métodos oficiales para la determinacion del NO implican procedimientos
espectrofotométricos basados en la diazotizacion de Griess, en la cual el nitrito
reacciona con la sulfanilamida en medio acido, obteniendo un diazo compuesto
que reacciona con el clorhidrato de N-naftiletilendiamina (NED), generando un

compuesto de coloracion roja intensa. Dicha técnica detecta especificamente
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nitrito (NO2) en el suero obtenido tras la extraccion de sangre y posterior

centrifugado de los tubos.19-22

Ventajas

- Es una alternativa a técnicas incomodas que requieren una separacion
previa del nitrito por cromatografia, que excluyen la mayor parte de
muestras de origen biologico, pues tienden a precipitar en la columna.

- Se pueden medir concentraciones diluidas por debajo de 1 mM.

- Proporciona un gran numero de sustratos nitrosables, que se pueden
utilizar en diferentes técnicas.

- La variedad de técnicas que proporciona, permiten esquivar interferencias,

problemas de purificacion y descomposiciones.

Desventajas

- Requiere medios acidos que favorecen la descomposicion del nitrito en
oxido nitroso.

- Se forman colorantes de tipo azoico, los cuales tienen un alto grado de
toxicidad.

- Se llevan a cabo tres reacciones en las que participan compuestos

inestables.

Diazotizacion de Griess

En 1879 Peter Griess propuso utilizar las reacciones de diazotacion que habia
descubierto para la cuantificacion de nitritos. La mezcla que sugirio, acido

sulfanilico y 1-naftilamina en presencia de acido sulfurico, se denomino reactivo de
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Griess. En 1889, Lajos llosvay, profesor de quimica en la Universidad de
Budapest, perfecciond el reactivo sustituyendo el acido sulfurico por acido acético,
que reducia la descomposicion del nitrito a la vez que aceleraba la velocidad de
reaccion. Su mezcla, llamada posteriormente reactivo de Griess-llosvay, se hizo
muy popular y actualmente se sigue utilizado rutinariamente en multitud de areas.

La reaccion de Griess consta de tres reacciones:

1.- En primer lugar, a partir de nitrito se forma un agente nitrosante que nitrosa la

1-naftilamina.

2.-A continuacion, ésta se reordena en un diazocompuesto

3.- Por ultimo, se produce la reaccién de copulacion entre el diazocompuesto y el

acido sulfanilico.

Esta reaccion tiene lugar entre una amina primaria aromatica y NaNO:2 en

presencia de HCI o H2SOs, para formar una sal de diazonio.??

Fig. 3 Reaccion de diazotizacion

Reacciones de copulacion

Los iones diazonio aromaticos son electréfilos débiles capaces de realizar

sustituciones en compuestos ricos en electrones, como los anillos aromaticos
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activados. Esta reaccion se conoce como reaccion de copulacion. Los
sustituyentes del ion diazonio y del anillo aromatico con el que copula son
fundamentales para fomentar la reaccién. Con la C-nitrosacion, favorecera la
reaccion que el anillo aromatico esté unido a grupos que cedan sus electrones y
aumenten su densidad electrénica, como alcoholes o éteres. Del mismo modo,
sustituyentes deficientes en electrones, como nitratos o ésteres, aumentan el
caracter electrofilo del ion diazonio y facilitan la reaccién. El pH es también un
factor importante en la copulacion. Si es demasiado bajo, se puede protonar el
grupo que cede electrones al anillo aromatico y sustraerlos. Si el pH es demasiado
alto, la mayor parte del ion diazonio se encuentra en forma de Ar—-N=N-OH ¢
Ar-N=N-O-, por lo que la concentracion de diazonio efectiva es muy baja. Los
productos de la reaccion de copulacion son los azocompuestos. Generalmente se
utilizan como colorantes debido a que tienen un color muy intenso provocado por
la deslocalizacidén electronica que proporciona el puente azo. Ademas, el gran
numero de combinaciones diferentes que se pueden preparar mediante las

reacciones de copulacion permite obtener casi cualquier color.'®

Fig. 4 Reaccidn de copulacion

Otras técnicas

Existen otros métodos para el analisis cuantitativo del nitrito, pero son poco

frecuentes y tienen menos aplicaciones. Por ejemplo, al principio se media
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afiadiendo hidroxilamina o yoduro, de esta forma el nitrito se reducia a nitrégeno
que se recogia y se media. Sin embargo actualmente existen otras técnicas que
miden el nitrito directamente por conductimetria o electrocatalisis, otras utilizan los
compuestos obtenidos de la reaccion de Griess, como difenilamina para medir
mediante polarografia de pulso diferencial; 2, 4, 6-triaminopirimidina, mepazina, 2-
mercaptoetanol o acido cromotropico, entre otros, para el uso de colorimetria;
diaminonaftaleno para fluorometria, o los compuestos volatiles 1-hidrazinoftalazina
0 p-bromoanilina para la determinacién mediante cromatografia de gases. Otras
técnicas consisten en nitrosar compuestos reductores como el ion yoduro o el
acido ascorbico que convierten todo el nitrito en éxido nitroso, que se puede medir
luego por quimioluminiscencia, estas son técnicas de tres pasos, puesto que
después de la nitrosacion del reductor existe una reaccion de transferencia
electronica interna que forma Oxido nitrico. Otro reductor empleado es la
hidroquinona, que permite cuantificar el 6xido nitrico por neumatoamperometria.
Algunas estan basadas en la capacidad del nitrito de catalizar algunas reacciones,
otros utilizan enzimas biolégicas, como la nitritorreductasa para obtener amoniaco
y cuantificarlo o, incluso, se ha desarrollado un método de cinco pasos, basado en
el de Griess que, tras la copulacion, emplea sulfato de amonio y cobre (IlI) para
formar un triazol fluorescente. Aunque se puede escoger entre infinidad de
métodos en funcion del origen de las muestras, del precio o del tiempo, material y
precision necesarios, el método de Griess sigue siendo hoy el mas utilizado a

pesar de su antigiiedad.’®
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2.4.3 Hidroxiprolina
El proceso de cicatrizacion de la

herida se inicia por estimulos

fisiolégicos en respuesta al trauma

ocasionado. Los mediadores de esta

respuesta  son  sustancias  CON fjg. 5 Estructura del coldgeno

estructuras bioquimicas definidas, que desarrollan un proceso de sintesis para
cumplir su funcién. La cicatrizacibn misma esta basada en proteinas
fundamentales como el colageno, con caracteristicas diferentes a la mayoria de
las proteinas, por ser de estructura fibrosa, rica especialmente en 4-hidroxiprolina,
lo que la hace un tipo de proteina unico en el organismo. La organizacidon misma

de ella define sus caracteristicas de resistencia propias de la cicatriz.?*

Estudios con compuestos marcados han puesto de manifiesto que se forma
hidroxiprolina por hidroxilaciéon de la prolina, la cual esta unida a los péptidos en

las etapas preliminares primitivas de las moléculas de colageno.

Fig. 6 Formacion de la hidroxiprolina

La determinacidon de hidroxiprolina utiliza técnicas colorimétricas, que se llevan a

cabo en dos etapas. En la primera se oxida la hidroxiprolina a un compuesto de
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estructura pirrdlica (acido pirrol-2-carboxilico). Los oxidantes convencionales son
el peréxido de hidrogeno y la sal sodica de la N-clorop-toluen-sulfonamida.
Después de eliminar el exceso de oxidantes se afiade un reactivo constituido por
p-dimetilamino-benzaldehido en un disolvente organico, a lo que se denomina
reactivo de Ehrlich, obteniéndose un cromoéforo rojo. Se determina la cantidad de
este cromoforo espectrofotométricamente, y ellos constituye una medida de la

cantidad de hidroxiprolina existente en la muestra examinada.?®

2.4.4 Determinacién microbioldgica
Patrén de turbidez (escala de Mcfarland)

La escala de Mcfarland se utiliza como patrén de turbidez en la preparacion de
suspensiones de microorganismos. Esta consiste en la preparaciéon de una serie
de soluciones con Cloruro de Bario (BaClz) y Acido Sulfurico (H2SQO4), generando
un precipitado de Sulfato de Bario (BaSO4) con turbidez reproducible. Para la
determinacion de sensibilidad se deben utilizar in6culos estandarizados para el
hisopado de las placas con la finalidad de evitar extremos en la densidad del
inoculo; los excesos o defectos en la densidad del inoculo producen cambios muy

grandes en los resultados finales del ensayo.

Determinacion antibacteriana por el método de difusidn

La determinacién de la sensibilidad se realizara por difusion en agar, el principio
del método involucra la elaboracion de pozos con una cantidad determinada de
antimicrobiano en el agar, sobre el cual se ha distribuido un in6culo del
microorganismo en cuestién; se formara asi, por difusién, un gradiente de
concentracion de antimicrobiano alrededor del pozo y la sensibilidad del

microorganismo estara indicada por el tamafio de la zona de inhibicion del
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crecimiento bacteriano, que se mide en milimetros. ElI didmetro obtenido
dependera no solo de la sensibilidad del microorganismo y la carga del
antimicrobiano, sino también del espesor de la capa de agar, su pH y composicion,
de la capacidad de difusion de la sustancia en ese medio, de la temperatura y
atmodsfera de incubacion, de la velocidad de duplicacién bacteriana, del tamano

del in6culo y la fase de crecimiento de la bacteria, etc.
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3 Planteamiento del problema
Las comunidades autdctonas y un sector de la poblacion en las ciudades de

México se han dedicado a la herbolaria, de la cual no se tiene una valoracion
experimental y documental, por ello los efectos atribuidos a las plantas
medicinales solo son empiricos. La Eupatorium aschembornianum Sch se
recomienda por la poblacién para el tratamiento de heridas expuestas o internas.
Debido a que las heridas no atendidas son un problema de salud y necesitan ser
tratadas para evitar complicaciones (como la infeccién y el uso inapropiado de
antimicrobianos que producen resistencia en algunas cepas), se requiere la
busqueda de tratamientos alternos y efectivos. Por ello surge la necesidad de
evaluar los efectos que produce Eupatorium aschembornianum Sch para resolver
si ¢El extracto de Eupatorium aschembornianum Sch presentara efecto
cicatrizante en ratones CD1 et/et? ; El extracto de Eupatorium aschembornianum
Sch presentara actividad antimicrobiana y antifungica que beneficiaria el cuidado

de heridas”?
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4 Objetivo

Objetivo general:

- Evaluar el efecto cicatrizante y antimicrobiano de un extracto etandlico de

Eupatorium aschembornianum Sch en ratones CD1 et/et.

Objetivos particulares:

- Evaluar el efecto cicatrizante de Eupatorium aschembornianum Sch en
ratones CD1 et/et.

- Determinar si el extracto etandlico de Eupatorium aschembornianum Sch
presenta efecto antimicrobiano contra bacterias gram positivas y gram
negativas.

- Determinar si el extracto etandlico de Eupatorium aschembornianum Sch
presenta efecto antifungico.

5 Hipdtesis

De acuerdo a las propiedades que se le atribuyen a la planta Eupatorium
aschembornianum Sch, se evaluara el efecto cicatrizante, esperando presente
efecto sobre escisiones realizadas en ratones CD1 et/et, mejorando el proceso de
cicatrizacion ya sea por un aumento en la produccion de colageno o ayudando en

el cuidado de las lesiones por presentar actividad antibacteriana y antifungica.
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6 Disefio experimental
e Tipo de estudio: Experimental

e Poblacion de estudio: 18 ratones CD1 et/et

e Criterios de inclusién, exclusion y eliminacion:

- Inclusién: Ratones CD1 et/et machos de 3 meses de edad, entre 35 y 40

gramos de peso, sanos.
- Exclusion: Ratones con presencia de alergias cutaneas.

- Eliminacién: Ratones que mueran durante la experimentacion o desarrollen

tumores.
e Variables

- Variables independientes: Actividad cicatrizante, tratamientos, cepas,

concentracion del extracto.

- Variables dependientes: Diametro de las lesiones, concentracion de
hidroxiprolina por la produccion de colageno, concentracién de nitritos por el

proceso de angiogenesis.

Pagina | 22



7 Material

En el siguiente cuadro se enlistan todos los materiales, equipos, reactivos vy

sustancias utilizadas en la experimentacion.

Cuadro 1 Lista de Material

Material
Jaulas Cajas Petri de plastico y vidrio
Separadores de madera Tubos de ensayo
Bebederos Tubos de ensayo con tapon
Sacabocados de 1 cm de didmetro Gradillas
Martillo Celdas de vidrio
Regla Pipetas graduadas de 1, 2, 5, 10 y
20mL
Estuche de diseccion Pipetor
Tubos Eppendorf Bafo Maria
Pipetas automaticas de diferentes Mechero
capacidades
Puntillas para pipetas automaticas Papel parafilm

Vasos de precipitados de diferentes Temporizador
capacidades

Matraces aforados de 10 y 100 mL Espatula

Papel glassine

Equipo
Sonicador Vibra cell (Sonics) Campana de extraccion
Centrifuga Vanguard V6500 (Hamilton Incubadora
Bell)
Rocker platform (Bellco Glass Inc.) Vortex- 2 Gene

Bomba de vacio
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Intrumentos

Balanza analitica (Adam)

Espectrofotometro6305Uv/Vis (Jenway)

EspectrofotometroSpectronic20
(Thermo scientific)

Termdémetro

Material biolégico
18 ratones CD1 et/et
Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Candida albicans

Reactivos y sustancias

Cadmio granular (Merck)
Acido clorhidrico (J.T Baker)
Cloruro de amonio (J.A Elmer)
Sulfato de cobre (Panreac)
Sulfato de zinc
Metilcelosolve

Acido perclérico

Reactivo de NED
Sulfanilamida (J.T. Baker)
Nitrito de sodio (Merck)
Acetato de sodio (Merck)

Acido acético al 15% (J.T. Baker)

Hidréxido de sodio (Merck)
Reactivo de Ehrlich
Cloramina T (Alpha chemika)
Vaselina

Madecassol

Alcohol al 70%

Agar nutritivo

Agar PDA

Solucién salina
Hidroxiprolina

Acido citrico (J.T. Baker)

Extracto de Eupatorium

aschembornianum Sch.
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8 Metodologia para la determinacidon del efecto cicatrizante y
antibacteriano del extracto etandlico de Eupatorium
aschembornianum Sch.

8.1 Preparacién de unglento de Eupatorium aschembornianum Sch al 4%

Se obtuvo el extracto etandlico de Eupatorium aschembornianum Sch al colocar
la planta durante 3 dias en etanol, obteniendo una coloracion verde,
posteriormente con ayuda del rotavapor a 60 °C se eliminé la mayor cantidad de
alcohol posible, las ultimas trazas de alcohol se evaporaron al dejar el extracto en

una estufa a 37°C.

El unglento al 4% se prepar6 tomando 0.4 g del extracto de Eupatorium
aschembornianum Sch y 10 mL de vaselina. La vaselina se fundié en un horno de
microondas en ciclos de un minuto hasta fundir completamente, y a continuacion a
una porcidén pequena de vaselina se le incorporo el extracto agitando hasta tener
una coloracion uniforme, posteriormente se adiciono el resto de vaselina fundida

con agitacion constante hasta completar los 10 mL.

Se prepar6 un unguento con Madecassol, de la misma forma que el extracto. Este

se utilizé como control positivo.

Nota: preparacion farmacéutica utilizada Madecassol en polvo.

8.2 Elaboracion de escisiones y evaluacién de su cicatrizacion
La poblacién para el estudio se conformé de 18 ratones macho CD1 et/et, de los

cuales se hicieron 3 grupos de 6 ratones, uno a uno los ratones se anestesiaron

para realizar la escisidn circular en la region dorsal con ayuda de un sacabocado
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estéril de acero inoxidable (1 cm de diametro), la escision se realizé del punto A a

B como se observa en la figura 7.

Fig. 7 Localizacion de incisiones

Los ratones fueron colocados en jaulas con divisiones para tres ratones, para asi
mantenerlos aislados entre uno y otro, con la finalidad de que no se lastimen entre
ellos. El primero grupo fue tratado con vaselina (control negativo), el segundo
grupo con Madecassol (control positivo) y el tercer grupo con extracto de
Eupatorium aschembornianum Sch al 4% (problema). El tratamiento consistio en
untar el respectivo unguento a cada grupo, diariamente durante 15 dias, midiendo

con ayuda de una regla el diametro de las lesiones para observar su evolucion.

Al dia 15 se sacrificaron los ratones. La sangre de cada ratén fue colectada en
tubos Eppendorf, cortando los vasos del plexo axilar como se muestra en la figura

8, posteriormente las muestras de sangre se centrifugaron para obtener el suero.
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Asi también se obtuvieron las muestras del tejido nuevo que se formo6 en las
lesiones, empleando el mismo sacabocado con el que se realizaron las heridas y

se guardaron en refrigeracion en tubos Eppendorf (previamente pesados).

Fig. 8 Forma de colectar la sangre

8.3 Determinacién de hidroxiprolina

A cada tubo Eppendorf con muestra de piel obtenida anteriormente, se le
adicionaron 500 pL de hidréxido de sodio 2N para someterlas a digestion (o
hidrolisis) a 120°C en la autoclave por 20 minutos. Una vez que las muestras
fueron digeridas se centrifugaron y se tomaron 50 uL del sobrenadante de cada
muestra colocandolos en tubos de ensayo de plastico limpios de 12x75. A cada
tubo se le adicionaron 450 uL de Cloramita-T y se dejé oxidar por 20 minutos a
temperatura ambiente; una vez cumplido el tiempo se agregd 450 uL de acido
perclorico 3.15M y se reposo por 5 minutos, cumplido esto se agregaron 500 pL

del reactivo de Erlich, dicho reactivo forma el compuesto colorido por lo que se
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incubaron los tubos en bano Maria a 60°C por 30 minutos. Por ultimo, se
centrifugaron los tubos y se leyd la absorbancia del sobrenadante en el

microespectrofotdmetro a 557 nm.

Curva estandar de hidroxiprolina

Preparacion de solucion estandar de hidroxiprolina: Se pesaron 0.2 g de estandar
de hidroxiprolina y se diluyeron en 0.5 mL de HCI 0.001N, se disolvi6é colocando en
bafio Maria a 60°C. A partir de esta dilucién (tubo 1) se realizan las diluciones que

se muestran en la tabla 1:

Tabla 1 Preparacion de curva estdndar de hidroxiprolina

Tubo Dilucion Concentracion

0.2 g Hidroxiprolina+0.5mL de HCI 0.001N 200 mg

250 pL de tubo 1 + 250 uL de agua 100 mg

250 pL de tubo 2 + 250 uL de agua 50 mg

250 pL de tubo 3 + 250 uL de agua 25 mg

250 pL de tubo 4 + 250 yL de agua 12.5 mg

250 pL de tubo 5 + 250 uL de agua 6.25 mg

250 pL de tubo 6 + 250 yL de agua 3.125 mg

Se tomaron 50 yL de cada una de estas diluciones y se colocaron en tubos de
ensayo de 12x75; a cada tubo se le adicionaron 450 uL de Cloramina-T se dejo
oxidar durante 20 minutos a temperatura ambiente, se adicionaron 450 uL de
acido perclorico 3.15M dejando reposar 5 minutos, y se agregaron 500 uL de
reactivo de Erlich incubando en bafo maria a 60°C por 30 minutos, por ultimo, se
centrifugo por 5 minutos a 5000 rpm y se ley6 su absorbancia a 557 nm en el

microespectrofotémetro.
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Preparacién del blanco: 50 yL de agua destilada + 450 uL de cloramina-T, se dej6
oxidar durante 20 minutos a temperatura ambiente, se adicionaron 450 uL de
acido perclorico 3.15M dejando reposar 5 minutos, y se agregaron 500uL de
reactivo de Erlich incubando en bafio maria a 60°C por 30 minuto, por ultimo, se

centrifugo y se calibro el microespectrofotometro a 557 nm.

Preparacion de Reactivos:

Buffer pH 6.5: Se disolvieron 120 g de acetato de sodio, 46 g de acido citrico, 12
mL de acido acético y 34 g de hidroxido de sodio en agua destilada. Se ajusté a

pH 6.5 y se aforo con agua destiladaa 1 L.

Acido perclérico 3.15M: Se diluyeron 27 mL de &cido perclérico al 70% en 100 mL

de agua destilada.

Reactivo de Erlich al 20%: Se agregaron 2 g de p-dimetilaminobenzaldehido en 10
mL de metilcelosolve (metoxietanol), y se colocod a bafio maria a 60°C hasta que

se disolvido completamente.

Cloramita T: Se colocaron 1.41 g de Cloramina T+ 20 mL de agua destilada en un
vaso de precipitados; y se adicionaron de 30 mL de metoxietanol y 50 mL de

buffer pH 6.5.

8.4 Determinacién de nitritos

Activacion del cadmio

En 18 tubos de ensayo de 13x100 se colocaron aproximadamente 0.5 g de

Cadmio metalico, a esto se le adicionaron 2 mL de sulfato de cobre (IlI) (CuSOa) al
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5% y se agitdé durante 10 minutos en el Vortex para que el cadmio se platee,
posteriormente se hicieron 3 lavados con agua destilada para eliminar el cobre,
llenando el tubo con agua destilada y retirandola con ayuda de una bomba de
vacio con el fin de eliminar el cobre, enseguida se hicieron 2 lavados con HCI
0.1N para la remocién del Cd(OH)z2y se realizé un ultimo lavado con una solucién
acuosa de NH4Cl al 5% (pH ajustado a 9 con borato de sodio), esta solucion se
retiré del tubo antes de adicionar la muestra previamente tratada.

Tratamiento de las muestras

Se recolecto la sangre de cada ratén por corte axilar y se centrifugd para obtener
el suero, a 100 pL de suero se le adicionaron 300 pL de agua destilada para
obtener una dilucion de 1:4, se agito la dilucion con un vortex para homogeneizar,
se agregaron 20 pL de solucion de ZnS04 al 30% para desproteinizar la muestra,
se agité con un Vortex y se centrifugd a 10000 rpm por 5 minutos para separar el
precipitado. Todo el sobrenadante separado se adicion6 a un tubo con cadmio
activado y se dejo en agitacion en un rocker durante 15 minutos, las muestras se
centrifugaron durante 5 minutos a 3500 rpm y se tomaron 200 uL de sobrenadante

para el ensayo.
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Curva estandar de nitrito

Se preparod una solucion estandar de nitrito de sodio con concentracién de 2uL/mL

para realizar las diluciones de la tabla 2:

Tabla 2 Preparacion de curva estandar de nitritos

Tubo Estandar Agua Concentracion
(ML) destilada (Mg/ml)

(bL)

0 900

100 800 0.2
200 700 0.4
300 600 0.6
400 500 0.8
“ 500 400 1

Determinacion de nitritos en las muestras

A los 200 uL del sobrenadante obtenido en la preparacion de las muestras y a los
tubos de la curva estandar se les adicionaron 50 uL del reactivo de sulfanilamida y
se les dejo incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente, después se
adicionaron 50 pL del reactivo NED y se dejaron incubar durante 30 minutos a
temperatura ambiente en un Rocket. Se leyeron las absorbancias a 540 nm.

Para llevar a cabo la determinacién de nitritos espectrofotométicamente se
prepararon el reactivo de sulfanilamida disolviendo 0.5 g de sulfanilamida en 150
mL de acido acético al 15% y el reactivo de NED disolviendo 0.2 g de N-(l-naftil)-

etilendiamino diclorhidrato en 150 mL de acido acético al 15%.
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8.5 Determinacion de actividad antibacteriana y antimicética
Para la determinacion microbiolégica se procedié a un ajuste de bacterias de

1X10% UFC/mL, para posteriormente sembrar en Placas de ADS en el caso de
levaduras y AST para bacterias. Asi mediante la elaboracion de pozos con
diametro uniforme en los cuales se coloca la muestra a evaluar se crea mediante

difusiéon un de halo de inhibicion.

Patrén de turbidez (escala de Mcfarland)

La escala de Mcfarland se utiliza como patrén de turbidez en la preparacion de
suspensiones de microorganismos. Esta consiste en la preparaciéon de una serie
de soluciones con Cloruro de Bario (BaClz) y Acido Sulfurico (H2SQO4), generando

un precipitado de Sulfato de Bario (BaSO4) con turbidez reproducible.

Tabla 3 Preparacion de escala de Mcfarlamd

Volumen (mL) Concentracion UFC/mL

BaClz (1%) H2S0a4 (1%) X108
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Para la determinacion se utilizo el tubo 1 de la escala, leyendo su transmitancia en
el espectrofotometro para ajustar una suspension de bacterias de concentraciéon
desconocida a la misma transmitancia diluyéndola con solucidén salina. Esto
resultd con una concentracion de 3X108 UFC, a partir de esta solucion de
bacterias se tomé una alicuota de 0.1 mL y se diluyo a 9.9 mL obteniendo 3X108
UFC, de esta se tomd6 una alicuota de 0.5 mL y se diluyo en 4.5 mL obteniendo
3X10° UFC, a partir de esta se realizd una dilucién 1:3 para obtener 1x10° UFC de
cada microorganismo, Escherichia coli y Staphylococcus aureus y Candida

albicans.

1. Preparaciéon de Eupatorium aschembornianum Sch y antibiticos
- Se prepararon disoluciones de 0.500 mg/mL, 0.250 mg/ml y 0.125 mg/mL
del extracto acuoso de Eupatorium aschembornianum Sch.
- Se prepard una disoluciéon de 0.100mg/0.100 mL de Ciprofloxacino como
control positivo y como control negativo solucién salina.
Se inoculé cada una con la suspensién de bacterias sobre la superficie del agar
nutritivo para después realizar cinco pozos de 10 mm en la caja con agar, en cada
pozo se adicionaron 0.5 mL de cada disolucién, del extracto de Eupatorium
aschembornianum Sch, 0.100 mL, de la disolucién de Ciprofloxacino y 0.100 mL
de solucion salina; esto se realizé por triplicado.
Se incubaron a 37°C, se observo el tamafio de la zona de inhibicion de

crecimiento a las 24 y 48 horas y se registraron los resultados.

Pagina | 33



9 Resultados

Elaboracion de las escisiones

Como se observa en la figura 9 las escisiones realizadas en todos los grupos se
visualizaron uniformes, sin embargo, al ser medidas estan presentan diferencias

en los tamanos debido a las diferencias de la piel en cada rata.

Fig. 9 Heridas iniciales
Diametro de las heridas iniciales

En la tabla 5 se reportan las medidas de cada escision realizada en los ratones, y
se puede apreciar la diferencia en tamano de cada una.

Tabla 2 Medidas de heridas en mm

Dia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Promedio 166 197 18 187 182 164 1.31 125 110 0.85 0.73 0.53 0.29 0.13
Vaselina

Promedio 208 216 199 213 204 188 169 154 128 1.02 0.86 0.75 0.35 0.19
Madecassol

Promedio 1.87 157 146 160 159 160 145 1.28 1.05 090 0.79 0.67 0.23 0.09
Extracto
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Avance del tratamiento

» Dia 1: Se aplicé tratamiento desde que se tuvieron las escisiones listas, en

la figura 10 se observan las heridas iniciales de los diferentes grupos 1)

Vaselina, 2) Madecassol y 3) Extracto.

1) 2) 3)

Fig. 10 Heridas en el dia 1

» Dia 5: En la figura 11 se observa un avance uniforme en las escisiones de

los diferentes grupos tratados, sin diferencias aparentes.

1) 2) 3)

Fig. 11 Heridas en el dia 5
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» Dia 10: Se observa la formacion de costra en todos los grupos tratados, sin
cambios aparentes.

1) 2) 3)

Fig. 12 Heridas en el dia 10

» Dia 15: Se alcanzan a visualizar diferencias en la cicatrizacion pues el
grupo 3 de extracto presento desprendimiento de la costra, asi como menor

tamano en la escision junto al grupo dos, a diferencia del grupo 1.

1) 2) 3)

Fig. 13 Heridas en el dia 15
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» Heridas finales: Se realizé el desprendimiento total de la costra en todos los
grupos tratados, en la figura 14 se visualizan diferencias en la cicatrizacion
en el grupo 3 con respecto a los otros grupos, pues aqui es poco notoria la

escision.

1) 2) 3)

Fig. 14 Heridas finales
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Determinacidon de hidroxiprolina

Los resultados obtenidos en la elaboracion de la curva patron de hidroxiprolina se

presentan en la tabla 6, los cuales fueron graficados en Excel (figura 16) y asi

obtener la ecuacion.

Tabla 3 Curva patrén de hidroxiprolina

12.5 0.051
25 0.117
50 0.277
100 0.527
200 0.874

Fig. 16 Curva patrén de Hidroxiprolina

Fig. 15 Diluciones para curva estdndar de }
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Los resultados obtenidos en la valoracién de las pieles para la produccion de
hidroxiprolina se presentan en la tabla 7, estos se obtuvieron al interpolar las

absorbancias obtenidas en la curva patrén obtenida previamente (figura 16).

Tabla 4 Determinacion de hidroxiprolina en pieles

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Vaselina Madecassol Extracto

9,45 317,00 9,16
170,98 468,68 16,59
1,02 147,08 139,27
123,02 283,27 95,24
308,51 135,17 136,28
171,86 320,61 78,15
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Determinacion de nitritos

Los resultados obtenidos en la elaboracidon de la curva patron de nitrito de sodio
se presentan en la tabla 8, los cuales fueron graficados en Excel (figura 18), para

asi obtener la ecuacion.

Tabla 5 Curva patrén de nitritos

0,2 0,095

0,4 0,211

0,6 0,33

0,8 0,43

1 0,553 Fig. 17 Diluciones para la curva estandar de nitritos

Fig. 18 Curva patrén de nitritos
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Los resultados obtenidos en la valoracion de los sueros para la produccion de

oxido nitrico se presentan en la tabla 9, estos se obtuvieron al interpolar las

absorbancias obtenidas de los sueros en la curva patrén obtenida previamente

(figura 18).

Tabla 6 Determinacion de nitritos en sueros de ratén

Grupol Grupo?2 Grupo3

Vaselina Madecassol Extracto
1 4.25 6.84 9.94
2 6.84 7.27 20.45
3 6.26 3.74 6.19
4 0 4.03 3.96
5 1.66 3.24 0
6 4.54 8.64 2.02
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Determinacién microbioldgica

Escherichia coli

A) B) 9

Fig. 19 Se presenta la prueba por triplicado, de lado izquierdo el control positivo, arriba, derecha y abajo se encuentra el
extracto en distintas concentraciones, y por ultimo en el centro el control negativo. Se aprecia crecimiento en toda el
area de las placas excepto en la zona del control positivo.

Staphylococcus aureus

Fig. 20 Se presenta la prueba por triplicado, de lado izquierdo el control positivo, arriba, derecha y abajo se encuentra el
extracto en distintas concentraciones, y por ultimo en el centro el control negativo. Se aprecia crecimiento en toda el
area de las placas excepto en la zona del control positivo.
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Candida albicans

Fig. 21 Se presenta la prueba por triplicado, de lado izquierdo el control positivo, arriba, derecha y abajo se encuentra
el extracto en distintas concentraciones, y por ultimo en el centro el control negativo. Se aprecia crecimiento en toda el
area de las placas excepto en la zona del control positivo.

En el cuadro 10 se presentan los resultados obtenidos de las pruebas
microbiolégicas realizadas a las diferentes concentraciones del extracto, en cada

uno de los microorganismos evaluados.

Cuadro 7 Resultados de efecto antimicrobiano

Concentracion Resultado
ng/mL

E. coli S. aureus C. albicans
A B C A B C A B C
125 - - - - - - - - -
250 - - - - - - - - -
500 - - - - - - - - -

Control (+) + + + + + + + + +

Control (-) - - - - = o = - -
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10 Tratamiento de resultados
Didmetros iniciales

Tabla 8 Anova de un factor

Tratamiento Media

Vaselina 1.66 £ 0.35
Madecassol 1.95+0.44
Extracto 1.87 £0.50

Prueba ANOVA de un factor al 95% de confianza, los valores corresponden a la media + la
desviacidn estandar. La diferencia de medias no es significativa p>0.05.

Fig. 22 Diagrama de cajas donde se observa que los tres grupos son similares, es
decir que no hay diferencias significativas entre las escisiones realizadas en los tres grupos.
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Didmetros finales

Tabla 9 Anova de un factor

Madecassol 0.11+0.7
Extracto 0.07 +0.5

Prueba ANOVA de un factor al 95% de confianza, los valores corresponden a la media + la
desviacidon estandar. La diferencia de medias no es significativa p>0.05.

Fig. 23 Diagrama de cajas donde se observa que los tres grupos son similares, es
decir que no hay diferencias significativas en el cierre de las heridas en los tratamientos utilizados,
sin embargo, se aprecia mayor similitud entre la vaselina y el extracto.
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Hidroxiprolina

Tabla 10 Anova de un factor

Tratamiento Media

Vaselina 0.13+£0.12
Madecassol* 0.28£0.12
Extracto 0.07 +0.57

Prueba ANOVA de un factor al 95% de confianza, los valores corresponden a la media + la
desviacidn estandar. La diferencia de medias es significativa *p=0.012 con respecto a extracto.

Fig. 24 Diagrama de cajas que presenta las diferencias entre los grupos tratados,
se aprecia que el extracto no tiene relacién con respecto al Madecassol; por otro lado, la vaselina
presenta cierta similitud con respecto al Madecassol; es decir que el extracto no presenta un
aumento en la produccién de hidroxiprolina como lo hace el Madecassol y la vaselina.
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Nitritos

Tabla 11 Anova de un factor

Madecassol 5.63+2.24
Extracto 8.51+7.29

Prueba ANOVA de un factor al 95% de confianza, los valores corresponden a la media + la
desviacidon estandar. La diferencia de medias no es significativa p>0.05.

Fig. 25 Diagrama de cajas donde se observa que no hay diferencias significativas
entre los tres grupos, es decir que la produccidn de 6xido nitrico fue similar en los tres grupos.
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11 Analisis de resultados
Se hizo un analisis estadistico para el diametro inicial de las heridas, con el que se

comprobd que estas no tienen diferencias significativas; es decir que las heridas
realizadas son uniformes en los tres grupos a tratar y la observacion del efecto de

cicatrizacion no esta afectado por las diferencias de tamafos en las heridas.

De acuerdo al analisis estadistico de los diametros finales, se observa una
cicatrizacion uniforme en los tres tratamientos, esto contrario a lo esperado, pues
en el control positivo se esperaba mayor avance en la cicatrizacion, sin embargo,
este no mostro diferencias en la cicatrizacion. Por otro lado, se esperaba un
proceso de cicatrizacion mas lento para el control negativo, sin embargo, este
muestra una cicatrizacion parecida al control positivo, asi también el extracto se

comport6 de la misma forma.

Las pruebas realizadas para evaluar el efecto cicatrizante son la determinacion de
hidroxiprolina y 6xido nitrico. Asi en la prueba de Hidroxiprolina se observé una
diferencia significativa entre los grupos tratados. En orden decreciente de
produccion de Hidroxiprolina nos encontramos con Madecassol, Vaselina y
Extracto; es decir que el Madecassol presento mayor proceso cicatrizante y
estadisticamente igual a la vaselina, teniendo que el Extracto se encuentra aun
mas bajo que el control negativo, pues se esperaba que el control negativo no
tuviera efecto, sin embargo, presenta mejor efecto que el extracto. En el caso de
la determinacidén de oxido nitrico ningun grupo presenta diferencias significativas,

es decir que ningun tratamiento tuvo un aumento en la produccion de 6xido nitrico.
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Por otro lado, tenemos que el extracto no presenta ningun efecto antimicrobiano ni
antifungico, en ninguna de sus diferentes concentraciones, por lo cual tampoco

aporta proteccion contra infecciones en las heridas.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la determinacién de hidroxiprolina y
oxido nitrico se corrobora que el extracto no presenta efecto cicatrizante, pues
carece de un aumento de produccion de hidroxiprolina y éxido nitrico, contrario al
control negativo que incluso presento mejores efectos que el extracto. Esta
ausencia de efecto podria deberse a la preparacion del extracto, pues si bien las
formas topicas son capaces de ejercer rapidamente efectos locales, también
interviene la correcta incorporacion con el vehiculo, en este caso la vaselina. Por
lo tanto, ya que el extracto no presenta mayores beneficios en el proceso de
cicatrizacion, es probable que los resultados obtenidos que tienen similitud con los
controles positivos y negativos se deba a que los tres tratamientos mantenian en

hidratacion constante a la herida.

12 Conclusion
Al realizar la evaluacion sobre el proceso de cicatrizacion del extracto etandlico al

4% de Eupatorium aschembornianum Sch., se encontré que este no presenta
mejora en el proceso de cicatrizacion, ni beneficio antimicrobiano y antifungico que

contribuya al cuidado de las heridas.

RECOMENDACIONES:

- Realizar estudio toxicolégico ya que se han encontrado reportes de esta

especie con efectos toxico.26
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