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1 Resumen.

El proceso de cicatrizacion es un proceso complejo e implica una comunicacion
extensa entre los diferentes componentes celulares de los compartimentos de la piel
y su matriz extracelular (MEC). Las evidencias obtenidas de la investigacion basica,
sobre la identificacion de los compuestos fitoquimicos de la Calendula officinalis L.
han formado la base para el desarrollo de terapias innovadoras y eficaces utilizando
las propiedades farmacolégicas de las plantas. La Calendula officinalis L. es una
planta adoptada por México y ampliamente utilizada en la medicina tradicional para
la curacion de heridas. Otro aliado en la regeneracion cutdnea es la ingenieria de
tejidos, ésta proporciona técnicas que se aplican en diversas areas biomédicas; este
proyecto se enfocé en la creacion de nanofibras de PVA/PLA por electrohilado en
sinergia con extractos de flor de C. officinalis L. como posibles andamios tisulares
gue mimeticen a la matriz extracelular y propicien un ambiente O6ptimo para la
migracion, adhesion y proliferacion de células implicadas en la regeneracion
cutanea.

Los analisis estadisticos, histologicos y morfolégicos indicaron que los extractos
EAMC, EEAM y EAAM usados individualmente proporcionaron un resultado final
optimo del proceso de cicatrizacibn en comparacion con los controles. De igual
manera y respondiendo la pregunta central de esta investigacion, los analisis
ejecutados determinaron que la combinacién de M+EAMS, M+EEAM y M+EAAM
produjeron una proliferacion celular apropiada y una correcta remodelacion de las
capa dérmicas y epidérmicas, asi también, un aumento en la actividad angiogénica,
de este modo, estos tratamientos optimizaron la velocidad del proceso de

cicatrizacion y el resultado final del mismo en comparacién con los controles.

2 Introduccion.

La planta Calendula officinalis L. pertenece a la familia Asteraceae que incluye
alrededor de 25 especies de herbaceas anuales, es de origen mediterraneo (Arora
et al., 2013; Parente et al., 2012) y conocida popularmente como caléndula o
marigold (Acosta De La Luz et al., 2001), sus origenes como alimento y planta
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medicinal datan desde la edad media, culturas como la hindd, arabe, griega y
romana utilizaban esta especie como colorante textil (Efstratiou et al., 2012),
medicinal (Carvalho et al., 2018; Lastra Valdés & Piquet Garcia, 1999) y en
cosméticos (Parente et al., 2012). Especialmente las flores se han utilizado y
estudiando por poseer propiedades antinflamatorias (Loggia et al., 1994; Parente et
al., 2012; Ukiya et al., 2006), antioxidantes (Fonseca et al., 2010; Preethi et al.,
2006), angiogénicas (Parente et al., 2011; Patrick et al., 1996), antifungicos (Burgos
Guerrer & Riascos Cabrera, 2013), antimicrobianas (Efstratiou et al., 2012; Pedram
Rad et al., 2019) y cicatrizantes (Aro et al., 2015; Dinda et al., 2015, 2016; Fronza
et al., 2009; Givol et al., 2019; Nicolaus et al., 2017; Parente et al., 2012) debido a
la presencia de multiples componentes fitoquimicos.

La ingenieria tisular brinda nuevas alternativas haciendo uso de la tecnologia y
siendo pionera en la investigacion y elaboracion de nano fibras a partir de la técnica
de electrohilado (electrospinning en inglés) (Xue et al., 2017). La técnica ha tenido
un auge en la aplicacién biomédica, creando andamios que imiten el ambiente
biolégico de la matriz extracelular (MEC), y con ello perfeccionar las interacciones
con las células (adhesion, proliferacion y migracién) claves para la progresion de la
cicatrizacion (Anun et al., 2018; Kai et al., 2015; Valencia-Gomez et al., 2016).
Existe una amplia gama de materiales que se emplea en la fabricacion de
nanofibras: polimeros biodegradables, biocompatibles, resistentes, tensoactivos;
tomando en cuenta lo anterior se propusieron los siguientes polimeros a utilizar. El
alcohol polivinilico (PVA) es un polimero sintético hidrofilico, biocompatible y
biodegradables, ampliamente utilizado en diferentes areas del campo biomédico por
poseer la propiedad de ser elastico (Chu & Rutt, 1997; Jiang et al., 2011)(Chu &
Rutt, 1997). El &cido polilactico (PLA) es un poliéster alifatico, hidr6fobo, utilizado
para hilos de sutura, tornillos para fijacion 6sea, dispositivos para administrar
medicamentos y presenta propiedades termo mecanicas (Bayer, 2017; Chaudhari
et al., 2016; Singhvi et al., 2019).

El objetivo esencial de este estudio fue evaluar y determinar el efecto del extracto

de Calendula officinalis L. en sinergia con membranas poliméricas PVA/PLA en el



tratamiento de heridas posquirargicas en ratas de la cepa Wistar. Para encontrar
una posible combinacion eficaz que potencialice el proceso de cicatrizacion.

3 Antecedentes.

3.1 Antecedentes generales.

3.1.1 Generalidades anatémicas de la piel.

La piel es el érgano mas extenso del cuerpo humano, representa alrededor del 15%
de peso corporal total de un adulto (Cole et al., 2011). Este érgano es una barrera
natural que nos protege contra agentes fisicos, quimicos y biologicos externos, evita
la pérdida de liquidos y participa en la termorregulacion (Cole et al., 2011; Kolarsick
et al., 2011; McLafferty et al., 2012; Saavedra et al., 2005). Histologicamente la piel
se compone de tres capas ubicadas en orden descendente: epidermis, dermis e

hipodermis (Kolarsick et al., 2011) como se observa en la Figura 1.
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Figura 1. Anatomia de la piel.

Se observa de lado izquierdo un esquema representativo de fragmento de piel, se muestra la capa
epidérmica como la méas superficial, seguida de la capa dérmica en la cual se encuentran una serie
de anexos como: unidades pilosebaceas, vasos sanguineos, terminaciones nerviosas. Por dltimo y
la mas profunda, es la capa de tejido subcutaneo o hipodermis conformada principalmente por tejido
graso. En el esquema de la derecha se esquematizan 4 de los 5 estratos de la capa epidérmica
(estrato corneo, licido, granuloso y germinativo o basal ubicados de orden descendente), faltando

el estrato espinoso. Cada estrato estd estructurado por células es distintos estadios de
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diferenciacion. Fuente: McLafferty, E., Hendry, C., & Farley, A. (2013). The integumentary system:

anatomy, physiology and function of skin. Nursing Standard, 27(3), 35-42.
https://doi.org/10.7748/ns2012.09.27.3.35.c9299.

3.1.2 Epidermis.
La epidermis es la capa mas superficial esta conformada de epitelio estratificado,

entre un 90% o 95% de células denominadas queratinocitos, derivadas del

ectodermo (Cole et al., 2011). Otras células importantes que se encuentran son: los

melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel que méas adelante se
mencionaran (Cole et al., 2011; Kolarsick et al., 2011; McLafferty et al., 2012). Dicha

capa se divide a su vez en 5 estratos desde la mas interna a la externa: estrato

germinativo o basal, estrato espinoso, estrato granuloso, estrato lucido y estrato

corneo (Kolarsick et al.,, 2011). La epidermis se caracteriza por renovarse

constantemente, gracias a los ciclos de proliferacién de células basales presentes

en el estrato germinativo (Kolarsick et al., 2011).

Estrato basal o germinativo: conformada por una capa de células basales,
organizadas en forma de columna, adheridas a lamina basal perpendicular a la
dermis (Cole et al., 2011; Kolarsick et al., 2011; McLafferty et al., 2013). Estas
células presentan nucleos ovalados o alargados de tincidn oscura y presencia
del pigmento melanina producido por los melanocitos; los queratinocitos son
células activas y aumentan alin mas su actividad en la regeneracion cutanea; el
proceso de diferenciacion de los queratinocitos al momento de migrar desde la
capa basal a la superficial da como resultado el proceso de queratinizacion
(Kolarsick et al., 2011; Norris & Tuan, 2019).

Estrato espinoso: se encuentra sobre la capa de células basales, a medida que
las células de este estrato se desplazan hacia la superficie se diferencian (Norris
& Tuan, 2019).

Estrato granuloso: estructurada por células granulosas, que suelen ser las mas
diferenciadas de la piel, estas ceélulas son particulares, por presentar
paralelamente dos funciones contrapuestas; unas células pierden su capacidad

mitética y otras sintetizan queratina. Los queratinocitos presentes en este estrato


https://doi.org/10.7748/ns2012.09.27.3.35.c9299

tienen la funcidn de secretar cuerpos laminares utiles en el siguiente estrato y
dan la particularidad y propiedad a la piel de ser impermeable (Cole et al., 2011;
Kolarsick et al., 2011; Norris & Tuan, 2019).

e Estrato lucido: es una capa delgada que se encuentra comunmente en areas de
piel gruesa como palmas de las manos y plantas de los pies, este estrato se
conforma de queratinocitos cristalinos y muertos (Norris & Tuan, 2019).

e Estrato corneo: el nivel mas superficial, esta formado por queratinocitos
aplanados apoptéticos, estas células contienen queratina, proteina que brindan
la proteccién mecéanica y térmica a la epidermis y a los tejidos, el estrato esta
conformado por un gran numero de capas (25-30 capas), que dependen de la

zona anatomica (Kolarsick et al., 2011; Norris & Tuan, 2019).

Existen multiples células presentes en los distintos estratos con funciones
especificas, entre éstas podemos mencionar: melanocitos, células dendriticas que
sintetiza un pigmento llamado melanina que le confiere la tonalidad a la piel e
impiden la absorcion de radiaciones dafiinas (Cole et al., 2011), dicho pigmento se
almacena en el melanosoma un organelo especial del melanocito. La melanina se
transfiere hacia los queratinocitos, ha mayor producciéon de melanina mayor sera la
pigmentacién de la piel, cabe destacar que la densidad de los melanocitos es

constante en los individuos (Kolarsick et al., 2011).

Otras células importantes son las denominadas células de Merkel que
estructuralmente son mecanorreceptores de tipo | con adaptacion lenta, ubicados
en sitios de alta sensibilidad tactil, por su ubicacion colindante a los queratinocitos
una deformacion de estos es suficiente para que las células de Merkel envien una
seflal quimica y se transmita una sefial al cerebro misma que se procesa y se
regresa en una respuesta. A mas concentracion de células de Merkel en una region,
le confiere mayora resolucion y sensibilidad tactil a la zona (Cole et al., 2011;
Kolarsick et al., 2011; Norris & Tuan, 2019).

Es importante mencionar que la piel es una barrera ante la reaccion inmunitaria y

es aqui donde estan involucradas las células de Langerhans, son células dendriticas



gue al igual que todas las células del sistema inmunoldgico se originan en la médula
O0sea y migran a la epidermis durante el desarrollo embrionario, y a lo largo de la
vida. No crean uniones con otras células, pero se distribuyen entre el estrato
escamoso Yy granular. Su funcion particular es reconocer y procesar los antigenos

solubles que pudieran presentar en el tejido epidérmico (Kolarsick et al., 2011).

3.1.3 Dermis.

Esta capa tiene un grosor distinto dependiendo de la ubicacion anatomica;
conformada por tejido conectivo fibroso, proporciona la flexibilidad, elasticidad y
resistencia ya que esta constituida principalmente por proteinas estructurales, por
ejemplo: colageno y elastina; asi también, es una barrera de proteccion, regulacién
térmica e incluye receptores para estimulos sensoriales, sin olvidar que proporciona
nutrientes a la epidermis (Cole et al., 2011; McLafferty et al., 2012; Suda et al.,
2016).

La dermis estd compuesta esencialmente de matriz extracelular (MEC),
denominada como un &rea o zona con proteinas la cual brinda soporte para una red
compleja de terminaciones nerviosas, vasos sanguineos, vasos linfaticos y anexos
cutaneos (foliculos pilosos y glandulas: ecrinas y apocrinas) (McLafferty et al.,
2012). Ademas de ser parte estructural brindando sostén mecéanico y propiedades
viscoelasticas; la MEC también regula a las células cercanas, brindandoles la
capacidad a las células para migrar, proliferar y sobrevivir ante una lesion (Cole et
al., 2011). El componente primordial de esta capa es el colageno, es la proteina mas
abundante del cuerpo humano y cuenta con al menos 28 subtipos distintos,
asimismo representa el 70% del peso seco de la piel (Cole et al., 2011; Kolarsick et
al., 2011). Entre los mas comunes estan el tipo | que se encuentra en tejido
conectivo y embrionario, el tipo Il lo encontramos en cartilago y el humor vitreo, el
colageno tipo Il presente en tejido viscerales y cardiovasculares o en tejido con alto
contenido de colageno tipo I; la clasificacion se basa en la estructura de sus cadenas
a: homotriméricos (ejemplo: tipo Il y 1ll) o heterotriméricos (ejemplo: tipo I), también
se clasifican en subfamilias segun su estructura cuaternaria, una de estas

subfamilias son los colagenos fibrilares (ejemplo: tipo II, 11l, V y Xl) y respecto a la



cercania con células en el espacio extracelular se clasifican en colagenos
intersticiales (ejemplo: tipo I, II, [l y V) (Amar et al., 2017). En los tejidos, las células
y el colageno interactian indirectamente, sin embargo, se sabe que las células
presentan receptores para dominios de triple hélice de colagenos, por tanto, a los
subtipos de colagenos se les cataloga propiedades similares a las proteinas de

adhesion celular (Heino, 2007).

Se puede observar histolégicamente dos capas en la dermis: la dermis papilar

superficial y la dermis reticular més profunda, éstas se forman a partir de distintos

linajes de fibroblastos y asi dan origen a las diferencias en la arquitectura de las

fibrillas (Wong et al., 2016).

¢ Dermis papilar: es una capa delgada en donde se encuentran fibras de colageno
intercaladas con fibras elasticas y sustancia fundamental, ademas presenta los
nervios y capilares que nutren a la epidermis; sin dejar mencionar que esta
cubierta por proyecciones llamadas papilas dérmicas (McLafferty et al., 2012;
Norris & Tuan, 2019).

e Dermis reticular: es una capa gruesa formada por tejido conectivo, contiene fibras
de colageno de diametro mayor (80,000 nm aproximadamente) (McLafferty et al.,
2012; Wong et al., 2016). Los estudios enfocados sobre esta dermis reticular han
revelado la presencia de otras células dendriticas de origen mieloide llamados
dendrocitos cutaneos, estas células tienen un papel importante en la
presentacion de antigenos, fagocitosis y en general en la inmunologia de la
dermis; por tanto, se consideran relevantes y con una participacion importante en

los procesos de cicatrizacion, coagulacién e inflamacion (Norris & Tuan, 2019).

Ademas, la dermis presenta receptores sensitivos como los corpusculos de
Meissner, Ruffini y Pacini que detectan presion, vibracion y tacto respectivamente;
todos estos importantes en la sensibilidad cutanea (Cole et al., 2011). Entre las
células inmunitarias presentes en la dermis se encuentran: macrofagos, mastocitos,
linfocitos T y fibroblastos (Norris & Tuan, 2019). Por otro lado, la dermis presenta
agrupaciones derivadas del ectodermo conocidas cominmente como anexos,

dentro de los principales podemos mencionar:



e Glandulas ecrinas: son glandulas tubulares simples en espiral ubicadas en todo
el cuerpo, pero en mayor nimero en la frente, palmas de las manos y plantas de
los pies. Son productoras de sudor y producen un total de 600ml de sudor diarios,
estas glandulas tienen como funcion primordial la termorregulacion (Cole et al.,
2011; McLafferty et al., 2012).

e Glandulas apocrinas: son glandulas tubulares en espiral simples ubicadas mas
profundamente en la dermis, se ubican principalmente en las axilas, region
anogenital, ingle, areolas de las mamas y en la barbilla de los hombres, en
comparacién este sudor producido es viscoso Yy tiene un aspecto
lechoso/amarillento (Cole et al., 2011; McLafferty et al., 2012; Norris & Tuan,
2019; Wong et al., 2016).

e Glandulas sebéaceas: se clasifican como glandulas acinares simple ramificadas
gue secretan sebo, una sustancia aceitosa compuesta por: triglicéridos,
colesterol, proteinas y sales organicas. La mayoria estan acopladas a foliculos
pilosos, éstas se encuentran con mayor frecuencia en la cara, cuello y espalda
(McLafferty et al., 2012). Entre las funciones del sebo son: proteger la superficie
de los cabellos para evitar su resequedad e inhibir la evaporacion descomunal
del agua de la piel para mantener la suavidad y flexibilidad (Cole et al., 2011,
McLafferty et al., 2012; Norris & Tuan, 2019; Wong et al., 2016).

e Glandulas ceruminosas: son glandulas sudoriparas modificadas que se
encuentran especialmente en el oido externo y son las encargadas de la
produccién de cerumen y con éste brindar la barrea para la impedir la entrada de
objetos o0 agentes extrafios en el oido (McLafferty et al., 2012).

e Foliculos pilosos en conjunto con las glandulas sebaceas forman la unidad
pilosebacea (productora de crecimiento de pelo y sebo); ademas, el foliculo
piloso contiene una reserva de células progenitoras implicadas en el
restablecimiento de la epidermis ante una lesion y glandulas apdocrinas que son
productoras de feromonas en mamiferos (Cole et al., 2011).

e Ufas: compuestas por queratina su funcion es proteger los extremos de dedos y
posibilitar hacer movimientos rudos. Su crecimiento se debe a la presencia de

células germinales en la denominada raiz de la uiia (McLafferty et al., 2012).



3.1.4 Hipodermis.

La hipodermis o también llamado tejido subcutaneo es la capa mas profunda de la
piel, estructurada por adipocitos y tejido conjuntivo laxo, mismo que le proporciona
el soporte a la vasculatura y nervios. Esta capa esta involucrada en la funcién
inmunitaria de la piel, ya que el grosor depende de la ubicacion; por ejemplo, sera
mas delgada si esta sobre una estructura 6sea 0 en su caso mas gruesa si cubre a

otros 6rganos (Norris & Tuan, 2019).

3.1.5 Concepto y clasificacion de herida.

La herida o también llamada comiunmente lesién se define de manera distinta, la
Sociedad de Enfermeras en Heridas, Ostomia y Continencia, conocida por sus
siglas en inglés como WOCN (Wound, Ostomy and Continence Nurses), define
herida como ... “una interrupcion en la estructura y funciéon de la piel y de tejidos
subyacentes, relacionada con diversas etiologias, como traumatismos, cirugias,
presion sostenida y enfermedades vasculares” ... (Vela et al., 2018). En México en
el manual clinico para la estandarizacién del cuidado y tratamiento a pacientes con
heridas agudas y cronicas, publicado por la secretaria de salud en 2016, define
herida como ... “toda disrupcién de estructuras anatomicas y funcionales normales”
... (Secretaria de Salud, 2016).

Un paso importante e inicial para el manejo oportuno es clasificar a la herida en
aguda o cronica, dependiendo si tiene o no un proceso de cicatrizacion ordenado
dentro de un tiempo adecuado (menor a 21 dias); y también, si la regeneracion
anatdmica y funcional se ha realizado adecuadamente (Secretaria de Salud, 2016).
Las heridas agudas se definen como aquellas que son causadas por un traumatismo
o debido a una intervencion quirlrgica, ademas cicatrizan en forma y tiempo
predecibles (Barbul & Efron, 2011; Brunicardi et al.,, 2011; Secretaria de Salud,
2016). Por el contrario, si la herida permanece abierta durante un tiempo que exceda
los 21 dias, la herida se considera crdnica, la permanencia en una etapa en
especifico de la cicatrizacién es consecuencia de diversos factores como: estado
nutricional, nivel de oxigenacion de tejidos, elevada carga bacteriana, exceso de
humedad, estrés fisico y/o emocional, y patologias adicionales en el paciente
(Barbul & Efron, 2011; Vela et al., 2018). Especificamente para las heridas agudas
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existen clasificaciones que se basan en diferentes aspectos como: extension,

profundidad, gravedad, localizacion, prondéstico o agente causal entre otras (Barbul
& Efron, 2011; Bosch, 2001; Secretaria de Salud, 2016). Con base en diversas

fuentes de informacion la clasificacion de heridas agudas se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de heridas agudas.

5. Atricién: aplastamiento de un
segmento corporal.

6. Avulsion, arrancamiento o
amputacion.

7. A colgajo: tangencial a piel y
unida a ésta sélo por su base.
8. Abrasiva o erosiva: multiples
areas sin epidermis, pero con
conservacion del resto de las
capas de la piel.

9. Quemadura.

3. Por objeto
contuso.
4.Por
mordedura
de animal.

5. Por agente
quimico.

6. Por agente

térmico.

A) Aspecto de herida B) Segun la | C) Estructuras cutaneas
causa comprometidas
1. Contusa: sin bordes netos. 1. Porarma | 1. Simples (solo piel).
2. Cortante: con bordes netos. | blanca. 2. Complicadas (complejas):
3. Contuso cortantes. 2. Por arma compromiso de vasos
4. Punzante: arma blanca. de fuego. sanguineos, nervios,

cartilagos y/o muasculos.

D. Segun pérdida de sustancia.

E. Segun la profundidad

1. Sin pérdida de sustancia.
2. Con pérdida de sustancia

1. Superficial: el dafo se extiende
sobre la epidermis y las partes
superficiales de la dermis.

2. Parcial: involucran partes mayores
de la dermis.

3. Total: abarcan incluso la capa de
tejido subcutaneo.

Fuente: Manual Clinico para la estandarizacion del cuidado y tratamiento a pacientes con heridas
agudas y cronicas. http://www.calidad.salud.gob.mx/site/editorial/docs/Manual_Clinico_Heridas.pdf
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3.1.6 Cicatrizacion.

La cicatrizacion de heridas implica una comunicacion extensa entre los diferentes
componentes celulares de los compartimentos de la piel y su MEC (Eming et al.,
2014). En condiciones fisioldgicas y en un individuo sano este proceso transcurre
eficientemente; sin embargo, cuando la reparacion va mal en algun aspecto; da
lugar a dos resultados: evolucion a una herida cronica o la presencia final de una
cicatriz hipertréfica o queloide.

La cicatrizacion de una herida esta formada por distintas fases sobrepuestas que
no tienen un periodo de tiempo definido, pero para su explicacion se han dividido
en: hemostasia, respuesta inflamatoria, proliferacion y remodelacion-maduracion
(Baum & Arpey, 2005; Korting et al., 2011) (Figura 2).

Pela
Hemostasis / Inflamacion
Epidermis Bacterias -
r & L { Glindula
- — Ol & sebidcea
o | o——Colagenc
Dermis =
= = = ___Fioroblaste
3 =L — Manocito
Hipodermis Plaguetas % —Vaso
Y sanguine
Neutréfilo g i‘°° ° AaRgianes Macréfago Neutréfilo
R 09 oS
Células dafacas e 2 . i
owo ) 04\,/
- - B
p | A "
Proliferacion  cqulas endoteliales Queratinocitos Remodelacion

o
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de la matriz
Maztriz extracelular

Figura 2. Fases del proceso de cicatrizacion.
Se esquematiza de manera individual las etapas del proceso de cicatrizacion: hemostasia,

inflamacion, proliferacion y remodelacion-maduracion; también, se representan células importantes
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y demas estructuras que tienen un papel central en cada una de las fases. Fuente: Pérez, A. (2017).

Identificacion de las propiedades de antimicrobianos en heridas: revision narrativa [Universidad de
Jaén]. http://tauja.ujaen.es/jspui/handle/10953.1/6328

Hemostasia: es un proceso que tiene como objetivo limitar la pérdida de sangre
debido a los vasos sanguineos lesionados (Brunicardi et al., 2011)). Inicialmente
la lesién del tejido se acompafia de una lesion vascular, hipoxia y por tanto,
extravasacion de sangre, seguida de una rapida vasoconstriccion inducida por
el tromboxano A2 (TXA2), endotelinas y serotonina (5-hidroxitriptamina)
liberadas en la agregacion plaquetaria (Brunicardi et al., 2011; Korting et al.,
2011; Suda et al., 2016). Las plaquetas son células sin ndcleo imprescindibles
para la formacién del coagulo hemostéatico también llamado tapdén plaquetario,
éstas liberan factores de crecimiento y quimiocinas en el entorno de la herida
necesarios para desencadenar procesos posteriores. El cambio de este coagulo
hemostatico, se da en la hemostasia secundaria con la formacién de un tapon
de fibrina, fibronectina, vitronectina y trombospondina, el cual asegura la
hemostasia y proporciona un soporte para iniciar la invasion y el reclutamiento
de células inflamatorias iniciales: monocitos y neutréfilos (Eming et al., 2014).

Fase inflamatoria: la inflamacibn aguda es la respuesta de los tejidos
vascularizados a la lesion (Brunicardi et al., 2011; Grossman & Porth, 2019;
Korting et al., 2011; V. Kumar et al., 2015), la inflamacién aguda sucede en dos
etapas: la etapa vascular, la cual se identifica por cambios en los vasos
sanguineos pequefios en el sitio de la lesion, identificado por la presencia de
edema tisular e inicialmente se origina una vasoconstriccion momentanea
seguida inmediatamente de una vasodilatacion debido a sustancias como la
histamina, ésta vasodilatacion produce un incremento del flujo sanguineo
ocasionando calor y enrojecimiento (eritema) caracteristicos de esta etapa; por
otro lado se induce un aumento en la permeabilidad de la microvasculatura, con
salida de liquido rico en proteinas y células (exudado) hacia los espacios
lesionados (Grossman & Porth, 2019). La siguiente es la etapa celular, que
conduce a la migracion de células (leucocitos) de la circulacién al sitio de lesién

y su activacion, ademas se ven implicados mediadores inflamatorios
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destacando: el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), el factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) y el factor amiloide A sérico (Brunicardi et al., 2011;
Grossman & Porth, 2019; V. Kumar et al., 2015).

Las primeras células en migrar al sitio de lesion durante las 24 a 48 hrs después
de la herida son neutrdéfilos que mediante enzimas proteoliticas (colagenasas)
comienzan a degradar la matriz extracelular, fagocitar a las bacterias invasoras,
asi como eliminar residuos celulares y células muertas. Dentro de las 48 a 72
horas siguientes, migran monocitos circulantes que posteriormente se activan
en macrofagos tipo M1 o inflamatorios y tipo M2 asociados a la reparacion de
tejidos, de igual manera migran al sitio de lesion células de Langerhans
(dendriticas), citocinas y factores de crecimiento que permiten la llegada de mas
células del sistema inmune participes en la eliminaciéon de los gérmenes
existentes alrededor de la herida, asi como en el reclutamiento de fibroblastos,
gueratinocitos y células endoteliales que participan en la reparacion de los vasos
sanguineos (Barbul & Efron, 2011; Castellanos et al., 2014; Korting et al., 2011;
Suda et al., 2016). Entre las ultimas células que migran a la herida (méas de 72
hrs después de la herida) se encuentran los linfocitos T (Barbul & Efron, 2011;
Korting et al., 2011). En 2019 se identifico que las células T CD4 que expresan
FOXP3 (llamadas T reguladores) desempefian un rol esencial en la transicion
de la fase inflamatoria a la fase proliferativa y de remodelacion, a través de la
liberacion de Anfirregulina un factor de crecimiento similar al Factor de
Crecimiento Epidérmico (EFG); misma que induce la liberacion local del Factor
de Crecimiento Transformante 3 (TGF[), una citocina involucrada tanto en la
regulacién inmunitaria como en el proceso de reparacién de heridas (Zaiss et al.,
2019). Otras células particulares en este proceso son los fibrocitos, monocitos
diferenciados en la circulacion previo a llegar al sitio de lesién, a diferencia de
los fibroblastos estos no estan presentes en tejido, sin embargo, se ven
altamente involucrados en los procesos de inflamacion cronica, fibrosis y
formacion de cicatrices, siendo representados como una variante de macrofagos

M2 productores de colageno (Suda et al., 2016).
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En general la inflamacién es fisiolégicamente importante ante una lesion, sin
embargo, ocurren alteraciones por factores internos y/o externos del organismo
que modifican su duracion y evolucion, ocasionando alteraciones en el proceso
de cicatrizacion y/o patoldgicas (Brunicardi et al., 2011).

Fase de proliferacion: abarca de 4 a 12 dias aproximadamente después de la
herida y se caracteriza por el restablecimiento de la continuidad del tejido gracias
a la proliferacion y migracion de células epiteliales y de fibroblastos, esta
proliferacion y migracion se engloba en la denominada fase de granulacion
caracterizada por presencia visible de tejido rojo claro (Brunicardi et al., 2011).
Los fibroblastos llegan al sitio de la herida entre el fin de la fase inflamatoria y el
inicio de esta fase de proliferaciébn por quimio atrayentes como: Factor de
Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF), IL-1B y TNF-a liberados por
plaguetas y macrofagos durante la fase inflamatoria. Los fibroblastos son
esenciales en la degradacién del tapon hemostatico de fibrina mediante
metaloproteinasas de matriz (MMPs) con el fin de remplazarlo por componentes
de la MEC (colageno I-IV, glucoproteinas, proteoglicanos, laminina,
trombospondina, glicosaminoglicanos, acido hialurénico y sulfato de heparan)
(Bainbridge, 2013; Barbul & Efron, 2011; Brunicardi et al., 2011). La MEC recién
sintetizada se convertira en un medio complejo de apoyo y regulacion de la
migracion y funcién de los fibroblastos, ademas de brindar el soporte para las
diversas estructuras inmersas (Bainbridge, 2013).

Un proceso sincrénico en esta fase es la angiogénesis que es la formacion de
nuevos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes, este proceso es
estimulado por citocinas, TNF- a, TGF B, VEGF y la participacion de células
endoteliales, este proceso es vital en una cicatrizacidén exitosa (Barbul & Efron,
2011). Los macrofagos a través de la liberacion de TGFB, VEGF, Factor de
crecimiento similar a la Insulina (IGF) y Factor de crecimiento epitelial (EGF)
regulan la proliferacion celular, la sintesis de matriz y la angiogénesis en general
(Barbul & Efron, 2011).

Fase de maduracién-remodelacién: es la fase mas larga donde la maduracion

del tejido da origen al tejido cicatricial (Suda et al., 2016), se caracteriza por la
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reorganizacion del colageno previamente sintetizado (conversion de colageno
tipo Il a colageno tipo 1) (Castellanos et al., 2014; Suda et al., 2016). El colageno
es un proteina abundante en el organismo y es esencial en la conclusién de la
cicatrizacion, aunque hay alrededor de 28 subtipos de coldgeno y a su vez se
organizan en subgrupos dependiendo de su estructura y funcién, el tipo | es
componente de la MEC en la piel por presentar mayor resistencia a la traccion ,
mientras que el tipo lll aunque también se encuentra en la piel en més destacado
en el proceso de reparacion inicial (Bainbridge, 2013; Barbul & Efron, 2011,
Heino, 2007).

La cantidad y calidad del colageno recién depositado determina la fuerza y la
integridad mecanica de una herida, existe un patrén especial del depdsito de
matriz: la fibronectina, colageno tipo Il y acido hialurénico son las estructuras
tempranas (Bainbridge, 2013), seguido de los glucosaminoglicanos vy
proteoglucanos que son los componentes principales de la matriz y el colageno
tipo | complementa la MEC final (Barbul & Efron, 2011).

La remodelacion de la cicatriz continia durante mucho tiempo (meses o incluso
afios) y como resultado final es la formacion gradual de una cicatriz madura,
(Brunicardi et al., 2011), sin dejar de mencionar que ocurre una proteolisis de
colageno (colagendlisis) en la MEC, que sucede tanto en el proceso de
cicatrizacion como la progresion de patologias, este proceso es realizado por las
MMPs, enzimas de la familia de las endopeptidasas dependientes de Zn2+;
existen colagenasas “clasicas” (MMP-1, MMP-8 y MMP-13) que hidrolizan a
colagenos intersticiales (tipo I, Il y lll). Ahora bien, se conoce que existen otros
subtipos como: MMP-2, MMP-9, MMP-12 que de igual manera actdan en los
colagenos tipo I, 1, 1l y V, este tltimo hidrolizado Unicamente por la MMP-9, pero
especialmente la MMP gue contribuye a la cicatrizacién de heridas es la MMP-1
(Amar et al., 2017).

Fisiolégicamente todas las heridas presentan contraccion esto se traduce en la
unién de los bordes de la herida, este proceso es realizado por células

denominadas miofibroblastos; son fibroblastos diferenciados ante la presencia
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de TGF-B1y 2 en el sitio de la herida (Bainbridge, 2013), esta diferenciacion se
lleva a cabo por una serie de fases las cuales se pueden resumir en : migracion
de fibroblastos indiferenciados a los tejidos adyacentes, activados en la
circulacién y es cuando pasan a denominarse proto miofibroblastos; seguido del
desarrollo de fibras de estrés para poder migrar y finalmente maduran para
convertirse finalmente en miofibroblastos (Hinz, 2016). Estas células contienen
a diferencia de los fibroblastos normales actina de musculo liso a en haces
llamados fibras de estrés es por ello por lo que poseen capacidad contractil. La
actina se detecta hasta el sexto dia y luego alcanza su pico durante los primeros
15 dias de la cicatrizacién, a las 4 semanas disminuye y se sabe que el nimero
de los miofibroblastos disminuye al experimentar apoptosis (Bainbridge, 2013;
Barbul & Efron, 2011).

Inflammation

/ Proliferation )

Remodeling

Hemostasis (minutes)

! 5 10 15 20
njur
e Days Post-Wounding

Figura 3. Cronologia de la cicatrizacion en humanos.

Inmediatamente después de la lesion del tejido, inicia el proceso de cicatrizacion de la herida con la
hemostasia, seguida de la fase inflamatoria (que alcanza su punto maximo a las 24 -48 hrs posterior
a la lesion y dura varios dias) caracteristica por la migracién de células inmunitarias (neutréfilos y
macrofagos) para la debridacién de la herida y eliminacion de los agentes microbianos, ademas de
la extensa secrecion de citocinas y factores de crecimiento para reclutar otras células. La fase de
reepitelizacion inicia al poco tiempo de la lesion y logra el cierra de ésta al restablecer funcionalmente
una barrera de células epiteliales, sucede en el transcurso de dias a semanas dependiendo de la

extension inicial de la herida. La fase proliferativa comienza de 4-5 dias después de la herida
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duracion que puede ser hasta semanas e implica la formacién de tejido de granulacion como algo
temporal. Finalmente, se presenta la fase de maduracién/remodelaciéon (una de las mas largas)
iniciando a partir de la tercera semana después de la lesion y dura meses o afios, presentando una
remodelacion gradual de la MEC. Fuente: DesJardins-Park, H. E., Mascharak, S., Chinta, M. S.,
Wan, D. C., & Longaker, M. T. (2019). The spectrum of scarring in craniofacial wound repair. Frontiers
in Physiology, 10(MAR), 322. https://doi.org/10.3389/fphys.2019.00322.

La disponibilidad de apositos adecuados para el tratamiento de heridas, en
particular las cronicas, es una tarea que aun espera mejores soluciones en
comparacion a las que ofrecen los materiales actualmente aplicados. El método de
electrohilado permite la fabricacion de materiales novedosos como apositos para
heridas debido a la gran superficie y porosidad de las mallas electrohiladas y la
posibilidad de incluir ingredientes bioactivos. Durante el desarrollo de este trabajo
se empleardn membranas obtenidas por la técnica de electrohilado que a

continuacion se describe.

3.1.7 Técnica de electrohilado (electrospinning).

En la actualidad una de las &reas con mayor auge es la ingenieria de tejidos,
especificamente, la fabricacion de andamios o entramados tisulares, con el objetivo
de favorecer el crecimiento celular y la regeneracion tisular (Anun et al., 2018). La
técnica de electrohilado en inglés “electrospinning”, brinda la facilidad de crear fibras
por medio de estiramiento en escala micro y nanométrica, con diametros ultrafinos
para diversas aplicaciones biomédicas, como el tratamiento de heridas, la liberacién
de farmacos o entramados celulares.

El fundamento de la técnica estd basado en someter a un cierto voltaje (kilovoltios
Kv) una solucion de polimeros, lo que origina la formacion de una gota colgante en
la punta de inyector (aguja), una vez que el valor critico del campo eléctrico llega,
éste vence la tension superficial de la solucion dando pauta a la deformacién de la
gota en un cono denominado cono de Taylor (Carolina et al., 2016); en honor a Sir
Geoffrey Ingram Taylor que en 1964 publico la investigacion sobre el
comportamiento observado de gotas de agua en campos eléctricos, su analisis lo
llevaron a obtener el modelo matematico de la forma cénica formada en la gotas de

un fluido bajo el efecto de un campo eléctrico (Taylor & A, 1964). Posterior a la
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formacion del cono, se produce un filamento cargado (jet) (Carolina et al., 2016). El
jet se extiende en linea recta y luego se somete a movimientos de latigazo debido
a la inestabilidad de la flexion; a medida que el filamento se estira en diametros mas
finos, se solidifica rapidamente lo que lleva a la deposicion de fibras sélidas en el
colector conectado a tierra firme (Xue et al., 2019). El equipo de electrohilado esta
conformado por el inyector a través del cual sera expulsada la solucién polimérica,
un colector donde se juntaran las fibras una vez hiladas y una fuente de alto voltaje
con dos electrodos colocados al inyector y otra al colector (Figura 4) (Duque et al.,
2014).

Taylor Cone

Whipping
Instability

/ Syringe pump

High-Voltage
DC Supply

Rotating and Translating
Grounded Collector

Figura 4. Componentes del equipo de electrohilado.

Se muestra un esquema de un sistema de electrohilado tipico. EI mecanismo general es la inyeccion
de una o varias sustancias poliméricas a través de una aguja utilizando una bomba de jeringa. La
aguja esta conectada a una fuente de alto voltaje, que inyecta una carga de cierta polaridad en la
solucién de polimero. Si la fuerza electrostatica creada por la repulsion de cargas similares es
suficiente para superar la tension superficial de la solucion de polimero, se forma el cono de Taylor
y se emite un jet de fibra desde su vértice. Mientras el jet viaja hacia el colector conectado a tierra,
sufre movimientos de inestabilidad o latigazo, para finalmente ser depositadas en el colector giratorio.
Fuente: Sill, T. J., & von Recum, H. A. (2008). Electrospinning: Applications in drug delivery and
tissue engineering. Biomaterials, 29(13), 1989-2006.
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2008.01.011.
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Las nanofibras electrohiladas se han propuesto y estudiado como posibles
andamios para la ingenieria de tejidos debido a que presentan la posibilidad de
mimetizar la estructura y funciones de la MEC; asimismo, se les puede adicionar
compuestos que potencialicen su funcion (Xue et al., 2017). De igual modo, la
topografia (cruzadas, lineales aleatorias o lineales uniaxiales) de las nanofibras
tienen un impacto en la migracion y proliferacion de células implicadas en la

regeneracion tisular (Xue et al., 2019).

Existe una amplia gama de materiales que se emplean en la fabricacion de
nanofibras, como lo son polimeros biodegradables y biocompatibles; es decir, los
productos de degradacién no provocan respuestas inmunoldgicas y son eliminados
facilmente. El alcohol polivinilico (PVA) es un polimero sintético hidrofilico,
biocompatible y biodegradable, ampliamente utilizado en diferentes areas del
campo biomédico (Jiang et al., 2011), actualmente se utiliza en la ingenieria de
tejidos especialmente, como materia prima de andamios implicados en la
regeneracion de tejidos y érganos. Asi también, existe el acido polilactico (PLA) es
un poliéster alifatico, hidrofobo, utilizado ampliamente en el area biomédica,
ejemplos: hilos de sutura, tornillos para fijacion 6sea, dispositivos para administrar
medicamentos ya que presenta propiedades termo mecénicas (Bayer, 2017).
Ademas, se pueden mezclar con otros polimeros sin afectar sus propiedades
(Casalini et al., 2019). Estos polimeros en particular, poseen una gran flexibilidad
de disefio porque su constitucion y distribucién se pueden adecuar para satisfacer
necesidades especificas (Singhvi et al., 2019).

3.1.8 Calendula officinalis L.

La Calendula officinalis L., conocida en México comunmente como caléndula,
copetuda o maravilla, y en paises de habla inglesa es conocida como marigold
(Acosta De La Luz et al., 2001); es originaria de Egipto (Lastra Valdés & Piquet
Garcia, 1999) y ha sido ampliamente adoptada y cultivada en Europa desde el siglo

XIl, y actualmente en mas de 10 paises incluido Meéxico, se utiliza para la
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elaboracion de productos para el cuidado personal, asi como planta ornamental
(Acosta De La Luz et al., 2001; Carvalho et al., 2018; Russo et al., 2015).

Su nombre cientifico proviene del latin “calendae” que significa mafiana o principio,
referente a la presencia de inflorescencias los primeros dias de cada mes (Acosta
De La Luz et al., 2001); officinalis o con oficio es un epiteto latino medieval que
indica especies principalmente plantas con usos en la medicina tradicional y la
herbolaria. Los romanos; sin embargo, la llamaban Solsequium, que quiere decir
“que sigue al sol” accion que realizan las flores de la Calendula officinalis L. al igual

gue los girasoles (Burgos Guerrer & Riascos Cabrera, 2013).

3.1.9 Clasificacion taxondémica.
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae
Subfamilia: Asteroideae

Tribu: Calenduleae
Género: Calendula

Especie: C. officinalis L. 1753
(Acosta De La Luz et al., 2001).

3.1.10 Descripcidon botanica y requerimientos.

Es una planta herbacea, melifera, aromatica, anual, llega a medir entre 30 y 60 cm
de altura (Acosta De La Luz et al., 2001; Lastra Valdés & Piquet Garcia, 1999). En
las primeras etapas de crecimiento, presenta una roseta basal de hojas,
posteriormente se forman tallos y la mayoria estan ramificados desde la base. Las
hojas son espatuladas, llegando a medir hasta 13 cm de largo; en los extremos
supriores de los tallos se encuentran los capitulos florales con diametro entre 3y 6
cm compuestos de pétalos ligulados. El involucro formado por las bracteas, es de

una tonalidad gris-verdoso en forma de platillo de 1,5 a 3 cm de diametro, el
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receptaculo que es la porcion donde se insertan las estructuras de la flor puede ser
desnudo, plano o ligeramente prominente (Acosta De La Luz et al., 2001; Lastra
Valdés & Piquet Garcia, 1999).

Las inflorescencias son radiadas es decir que en el centro del capitulo floral se
disponen pétalos tubulosos (masculinas) y en la periferia se encuentran pétalos
ligulados (femeninas) ambas son de una tonalidad amarrillo-anaranjado, el fruto es
un aquenio con una sola semilla curvado y espinoso. Entre las caracteristicas
organolépticas presenta olor débil, sabor amargo y aroméatico (Lastra Valdés &
Piquet Garcia, 1999; Mufioz-Centeno, 2004). La caléndula prefiere clima templado,
resiste a heladas y sequias, y tiene altos requerimientos de luz (Acosta De La Luz
et al., 2001).

3.1.11 Compuestos fitoquimicos y propiedades de Calendula officinalis L.

Los analisis espectroscopicos por cromatografia liquida de alta eficacia (en inglés
high performance liquid chromatography o HPLC) y por cromatografia en capa fina
(en inglés thin layer chromatography o TLC) han permitido la identificacion de gran
cantidad de compuestos dentro de los cuales destacan: flavonoides, triterpenos,
acidos fendlicos y carotenoides (Ercetin et al., 2012; Kishimoto et al., 2005; B. Muley
et al., 2009).

Las flores de C. officinalis L. presentan una gran variedad de compuestos quimicos
qgue le confieren propiedades farmacolégicas como: cicatrizante, antioxidante,
antiinflamatorio, antibacteriano, emenagoga, espasmolitico, sedativa, bactericida,
antifingica y colagoga (Lastra Valdés & Piquet Garcia, 1999). La composicién
quimica de las flores demuestra que contiene aceites esenciales, glucésidos
triterpénicos como la calendulina, acido salicilico, fitoesteroles, alcaloides,
glucésidos, quinonas, saponinas, cumarinas, esteroles, terpenos, lipidos,
carbohidratos, taninos, lactonas, carotenoides dentro de estos la xantofila,
flavonoides como la quercetina y acidos fendlicos, éstos tres ultimos son los mas
investigados por sus propiedades farmacologicas que presentan (Ercetin et al.,
2012; Lastra Valdés & Piquet Garcia, 1999; B. Muley et al., 2009; Patrick et al.,
1996).
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Como otros miembros de la familia Asteraceae, esta especie contiene abundantes
flavonoides presentes en las flores, con propiedades antioxidantes (Butnariu &
Coradini, 2012; Russo et al., 2015). Lastras Valdés y Piquet (1999) indican que el
rendimiento del contenido de éstos oscila en valores de 0.3% al 0.8%; y con un
contenido de 0.4% totales. Preethi y colaboradores en 2006 encontraron un efecto
significativo como antioxidante en estudios in vivo e in vitro con extractos de flor de

esta misma planta (Preethi et al., 2006).

En lo que respecta a los carotenoides se presenta un contenido de 0.078%y 0.017%
de carotenoides totales en las flores liguladas y en los receptaculos respectivamente
(Lastra Valdés & Piquet Garcia, 1999), la actividad antiinflamatoria se relaciona al
efecto de los carotenoides y triterpenos (Agudelo Londofio, 2011; Patrick et al.,
1996). Un estudio en 2006 permitié aislar glucosidos de triterpenos y glucésidos de
flavonol y evaluar su capacidad antinflamatoria encontrando efectos significativos
con la mayoria de los compuestos (Ukiya et al., 2006).

Otros componentes identificados son el faradiol y el monoéster de faradiol,
ejerciendo un efecto dosis dependiente, comparable al de la indometacina un

antiinflamatorio no esteroideo (Loggia et al., 1994).

También se ha atribuido una accién antibacteriana a los glucosidos triterpénicos de
la caléndula (Patrick et al., 1996). Extractos empleando etanol al 80% mostraron
actividad antibacteriana especialmente contra Staphylococcus aureus vy
Streptococcus fecalis (Lastra Valdés & Piquet Garcia, 1999). Efstratiou y
colaboradores evaluaron dos extractos de C. officinalis L. (metandlico y etandlico),
mostrando que el extracto metandlico presenta una mejor actividad antibacteriana
contra la mayoria de las cepas en comparacion con la ciprofloxacina; por otro lado
ambos extractos presentaron una excelente accion antifingica contra diversas
cepas de hongos analizados, en comparacioén con el fluconazol (Efstratiou et al.,
2012).

La presencia de todos estos compuestos fitoquimicos se relaciona con las
propiedades farmacolégicas que se le atribuyen: cicatrizante, antiinflamatorio,
antibacteriana, antioxidante, emenagoga, espasmolitico, sedativa, bactericida,
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antifangica y colagoga (Acosta De La Luz et al., 2001; Lastra Valdés & Piquet
Garcia, 1999; B. Muley et al.,, 2009). La medicina tradicional utiliza diferentes
presentaciones (infusiones, tinturas, unguento) de las flores para diversas
afecciones entre las que podemos mencionar: heridas, gastritis, Glceras géastricas,
amenorrea, migrafias, enfermedades gastrointestinales, afecciones del sistema
urinario, colicos menstruales, leucorreay acné (Acosta De La Luz et al., 2001; Basch
et al., 2006; Lastra Valdés & Piquet Garcia, 1999; Mufioz-Centeno, 2004). Hasta el
dia de hoy la utilizacion de las flores de C. officinalis L. en el tratamiento de
afecciones de la piel y sus diversas propiedades farmacoldgicas estan avaladas en
monografias publicadas por la EMA (Europe Medicines Agency), la ESCOP
(European Scientific Cooperative on Phytotherapy) y la WHO (World Health
Organization) (ESCOP, 2019; European Medicines Agency, 2018; World Health
Organization, 2010). La ESCOP (European Scientific Cooperative On Phytotherapy)
Nno se opone para su uso topico durante el embarazo y en el periodo de lactancia
(Muiioz-Centeno, 2004). Todo lo anterior hace a esta planta una materia prima

natural de interés para la industria farmacéutica.

3.2 Antecedentes especificos.

3.2.1 Estudios con Calendula officinalis L. en la regeneracién cutanea.

El uso de la Calendula officinalis L. para optimizar el proceso de cicatrizacién esta
respaldado por diferentes estudios in vitro e in vivo a lo largo de los afios. En 1996
Patrick y colaboradores demostraron que la aplicacion de una infusion acuosa fria
liofilizada al 10% (p/v) de flor de C. officinalis L. en membranas corioalantoideas
(CAM) de huevos de gallina arrojé una cuantificacién de microvasos en secciones
de tejido de CAM estadisticamente mayor en comparacion con los controles (p
<0,001), ademas las CAM tratadas con la infusién liofilizada fueron positivas para
acido hialurénico (HA) un glucosaminoglicano altamente asociado en el proceso de
angiogénesis y estructura de la MEC (Patrick et al., 1996). En afios posteriores se
evaluo la actividad angiogénica de un extracto etanolico al 1%, ademas de las
fracciones extraidas con diclorometano al 1% y hexano al 1%, en heridas de ratas

y en modelos de CAM, dicha actividad se vio reflejada en un aumento del area
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vascular en las CAM e incremento en el nimero de vasos sanguineos en la dermis
del biomodelo. Conjuntamente, se concluy6 que las propiedades antiinflamatorias y
antibacterianas de los extractos actian de forma positiva sobre las fases
inflamatoria y proliferativa del proceso de cicatrizacion de las heridas cutaneas
(Parente et al., 2011, 2012).

A nivel celular la evaluacion de otros extractos a base de etanol y hexano de flores
de C. officinalis L. arrojaron diferencias significativas en el aumento de la migracién
y proliferacién de fibroblastos de raton albino suizo 3T3 en comparacién con los
controles (Fronza et al., 2009). La evaluaciéon de una tintura comercial con alcohol
etilico al 41% de flores de dicha planta fue capaz de aumentar la proliferacion y la
migracion de fibroblastos en una ruta dependiente de PI3K, con activacion de la
proteina tirosina quinasa PTK2 2, siendo los glucésidos de flavonol los principales

compuestos detectados en este extracto (Dinda et al., 2015).

En otra investigacion de Dinda y col., emplearon un extracto hidro-etandlico al 12%
(p/v) de flor de C. officinalis L. y fracciones en hexano, acetato de etilo y agua en
ratones BalbC y en cultivo primario de fibroblastos dérmicos humanos (HDF), los
resultados arrojaron que el extracto hidro-etandlico y la fraccién acuosa estimularon
significativamente la proliferacion asi como la migracion de células HDF, también
identificaron que los principales componentes en el extracto hidro-etandlico y la
fraccidn acuosa fueron rutina y quercetina-3-O-glucosido (Dinda et al., 2016).
Nicoulaus y colaboradores en 2017 también proporcionaron informacion sobre
estudios in vitro y los mecanismos implicados en la accién curativa de tres extractos
liofilizados denominados extracto n-hexanico (55.7 g), extracto etandlico (42.1 g), y
extracto acuoso (50,5 g) obtenidos de un extracto inicial al 8.65% (p/v) de flor de C.
officinalis L.; los autores encontraron que los extractos n-hexanico y etandlico
influyeron significativamente en la fase inflamatoria mediante la activacién del factor
de transcripcion NF-kB e incrementando los niveles de IL-8, tanto a nivel
transcripcional como proteico, en queratinocitos humanos inmortalizados (Nicolaus
et al., 2017).
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Por otro parte, el analisis de un extracto etandlico 1:1 de las flores de C. officinalis
L. mejoraron significativamente la proliferacion de fibroblastos gingivales humanos
(Madrid et al., 2010). Referente a ensayos clinicos se encontré que el uso topico de
una pomada comercial francesa (Pommade au Calendula par Digestion) de flores
de Calendula officinalis L. al 20% (p/p) fue un coadyuvante eficaz en el tratamiento
de la dermatitis ocasionada como efecto secundario de la irradiacion en pacientes

con cancer de mama (Pommier et al., 2004).

3.2.2 Nanofibras y Calendula officinalis L. en la regeneracion cutanea.

El método de electrohilado permite la fabricacion de materiales novedosos como
apositos para heridas debido a la gran superficie y porosidad de las mallas
electrohiladas y la posibilidad de incluir ingredientes bioactivos. La elaboraciéon de
nanofibras mediante electrohilado, puede realizarse a partir de materiales
compuestos, especialmente aquellos con aplicaciones terapéuticas, los materiales
compuestos cuentan con la ventaja de potenciar las propiedades individuales de
cada material, y que asi trabajen en sinergia. Los andamios por sus caracteristicas
fisicas pueden aportar grandes beneficios en la regeneracion cutdnea ya que
mimetizan la MEC , aportando una base que facilita la proliferacion celular; y sicomo
complemento se le incorporan compuestos naturales que presenten propiedades
terapéuticas, por ejemplo antimicrobiana, antiinflamatorio, antioxidantes entre otras,
esta dupla da como resultado una opcién alternativa de apdsito compuesto ,
encaminado a la optimizacién del proceso de cicatrizacion (Rubio-Elizalde et al.,

2019) , lo anterior se esquematiza en la Figura 5.

25



Plantas medicinales

dL

Nanofibra
electrohilada

Accion terapéutica de fitoquimicos
Mimetizaje de la MEC
Soporte celular 4 Reepitelizacion

& Inflamacién

g‘z&sz.-:,.:..,.i:a-.,;;-;,-.ii-f"iv"‘iﬂf“"%‘-»v‘i‘*?‘ * Angiogénesis
NN ~_ /| 1 Depésito de colageno

Figura 5. Acciones de las nanofibras en sinergia con compuestos fitoquimicos de plantas.
La fusién de las propiedades de las plantas medicinales y las nanofibras electrohiladas, son una
alternativa en el tratamiento de las heridas, aportando una accién terapéutica por parte de los
fitoquimicos presentes en las plantas. Por otro lado, las nanofibras son ampliamente propuestas para
mimetizar la MEC y ser el soporte para una correcta adhesién, migracion y proliferacion celular.
Siendo esta dupla una alternativa que aporte una optimizacion del proceso de cicatrizacion a
diferentes niveles. Modificado de: Yang, H. ya, Fierro, F., So, M., Yoon, D. J., Nguyen, A. V.,
Gallegos, A., Bagood, M. D., Rojo-Castro, T., Alex, A., Stewart, H., Chigbrow, M., Dasu, M. R., Peavy,
T. R., Soulika, A. M., Nolta, J. A., & Isseroff, R. R. (2020). Combination product of dermal matrix,
human mesenchymal stem cells, and timolol promotes diabetic wound healing in mice. Stem Cells
Translational Medicine, 9(11), 1353—-1364. https://doi.org/10.1002/sctm.19-0380.

Hasta el dia de hoy, los estudios que combinan los andamios con extractos de la
Calendula officinalis L. han reportado que mejora el proceso de cicatrizacion. Un
estudio enfocado en la elaboracién y evaluacién de un andamio de policaprolactona
(PCL) y extracto etandlico al 16% p/v de flor de C. officinalis L. en la linea celular de
fibroblasto de raton (L929) mostré una elevada viabilidad, mejorando la adhesion,
proliferacion y crecimiento celular (Hosseinkazemi et al., 2015). En otro estudio
incorporaron el extracto comercial (Golghatrehtoos Co, Iran) de flor de C. officinalis
L. al 2% (v/v) en andamios compuestos por PCL al 20% (p/v), Zein (proteina de

prolamina que se encuentra en el maiz) al 15% (p/v) y goma arébiga al 6% (p/v)
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(polisacarido de origen natural); evaluaron sus propiedades antibacterianas
mostrando que el andamio PCL / Zein / GA adicionado con C. officinalis L. presenta
una actividad antimicrobiana contra bacterias como E. coliy S. aureus; asi también,
respecto a las pruebas de cultivo celular (células L929) indicaron que los andamios
con el extracto de C. officinalis L. favorecieron significativamente la adhesion,
proliferacion y crecimiento de los fibroblastos (Pedram Rad et al., 2019) ambos
estudios plantean materiales compuestos Optimos para la regeneracion tisular, y
abren el &rea de investigacion para nuevas propuestas.
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4 Planteamiento del Problema.

Las heridas sin importar su origen repercuten negativamente en el bienestar fisico,
social, emocional y también econémico de las personas que las presentan.

Uno de los aspectos importantes es la morbilidad por lesiones, ésta se refleja
indirectamente por dias de incapacidad debido a la lesion presentada; en la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de la edicion del 2018 se menciona que los
accidentes son la causa primordial de discapacidad, alrededor de 6.9 millones de
personas sufrieron una lesion accidental no fatal lo que repercute en la generacion
de altos gastos para el sistema de salud y para las familias. Asimismo, se describe
gue el costo econémico mensual que produce discapacidad debido a los accidentes
de transito en México equivale entre 1.8 y 3.5% de PIB (Producto Interno Bruto), un
estimado de 13,639,000.00 MXN (INEGI, 2018). Complementando, Vela y
colaboradores, mencionan que un 66.2% de las lesiones afectan a las extremidades
inferiores lo que inhabilita la capacidad motriz de las personas y su desarrollo laboral
y personal (Vela et al., 2018).

Por otro lado, las heridas agudas y crénicas son un importante problema de salud
publica a nivel mundial para cualquier persona sin distincion, sin olvidar que los
costos de gastos generados por el sector salud son elevados, en cuanto a costos
las heridas traumaticas en México representan un gasto mensual alrededor de $17,
520, 599.65 MXN y $389, 975, 080.76 MXN, seguido de ulceras de pie diabético
con gastos de $11, 029, 189.80 y $398, 388, 469.99 MXN y en tercer lugar se
encuentran las lesiones ocasionadas por presién con $2,647,210.96 MXN vy
$715,416,914.19 MXN en atencién ambulatoria e hospitalaria respectivamente
(Vela et al., 2018).

El tiempo de curaciéon esta influenciado por factores propios del organismo y
externos como: prevencion de infecciones, higiene, alimentacion y tratamiento
adecuado y oportuno. Tomando en consideracién estos aspectos, la busqueda de
nuevas alternativas con respaldo cientifico en el manejo y tratamiento 6ptimo de
heridas se ha inclinado por la busqueda de un apdésito ideal para heridas; es decir,
gue esté disponible, sea practico, de bajo costo, producir una minima incomodidad

para el usuario y favorecer la cicatrizacion de heridas. Pocos apdésitos satisfacen
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todos estos criterios y/o suelen presentar costos elevados siendo inaccesibles para
ciertos estatus socioecondmicos, a pesar de esto, el uso de los conocimientos
aportados por la ingenieria tisular como son los biopolimeros y la fabricacion de
andamios dirigidos a la regeneracion tisular ha permitido la creacion de un area de
investigacion basada en el uso de la propiedades cicatrizantes de las plantas en
sinergia con biomateriales existentes en el ambito de la ingenieria tisular.

Con base en la problemética anterior se plantea en este trabajo la siguiente
pregunta de investigacion: ¢Qué efecto tendra el extracto de C. officinalis L. en
sinergia con membranas poliméricas (PVA/PLA) en la progresion del proceso de

cicatrizacion de heridas posquirargicas en ratas de la cepa Wistar?
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5

Objetivos.

5.1 Objectivo General.

Evaluar y determinar el efecto del extracto de Calendula officinalis L. en sinergia con

membranas poliméricas PVA/PLA en el tratamiento de heridas posquirargicas en

ratas de la cepa Wistar.

5.2 Objetivos Particulares.

1.
2.

Obtener y analizar el extracto de Calendula officinalis L.
Elaborar y caracterizar la membrana de PVA/PLA obtenida por técnica de

electrohilado.

. Analizar el progreso de cicatrizacion in vivo en presencia de la membrana

polimérica PVA/PLA con y sin extracto de Calendula officinalis L. en ratas sanas
de la cepa Wistar.

Analizar histomorfologicamente el progreso de la cicatrizacién utilizando
membrana polimérica PVA/PLA con y sin extracto de Calendula officinalis L. de
ratas sanas de la cepa Wistar.

Evaluar mediante el ensayo de cicatrizacion de heridas in vitro el efecto de la
membrana polimérica PVA/PLA con y sin extracto de Calendula officinalis L.

sobre fibroblastos de piel humana.
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6 Materiales y Métodos.

6.1 Recoleccion, identificacion taxonomica y preparacion del material
vegetal.

La recoleccion de la planta Calendula officinalis L. fue realizada en el mes de enero
y febrero del 2019, en el poblado de Tetela del Monte en el estado de Morelos,
México; el cual se localiza en las coordenadas de 8°5749"N 99°15'34"0O, se
obtuvieron ejemplares de la planta en maceta (Figura 6).

Posteriormente tres ejemplares completos (raiz, tallo, hojas, flores) se prepararon
en una prensa botanica y se transportaron al departamento de identificacion
taxonémica del Jardin Botanico Universitario de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla, en donde el curador M. Phill Allen J. Coombes identificd
taxonomicamente el material vegetal como Calendula officinalis L. perteneciente a
la familia Asteraceae con ID 79017 (Anexo 1).

Una vez realizada la identificacion taxondmica, se prosiguié a separar los pétalos
cuidadosamente y lavarlos con agua corriente, una vez lavados se dejaron secar a
temperatura ambiente por 3 semanas, evitando humedad y el contacto directo con
rayos solares para no modificar los compuestos presentes. Una vez secos los
pétalos, se pulverizaron con ayuda de mortero, ademas del tamizado y finalmente

se preservo en un lugar fresco y cubierto de la luz (Figura 7).

Figura 6. Ejemplares de la planta Calendula officinalis L.
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Figura 7. Procesamiento de los pétalos de Calendula officinalis L.

A) Posterior al lavado de los pétalos de C. officinalis L. se seco a sombra y protegido de la luz. B)
Pulverizacion con ayuda de mortero. C) Tamizaje con manta. D) Preservacion del pulverizado de

flores de Calendula officinalis L.

6.2 Elaboracion de extractos de Calendula officinalis L.
6.2.1 Extraccion Asistida por Microondas (MAE).

Se prepararon dos tubos de ensaye G30 (especiales para este tipo de extraccion)
con 0.2 g de polvo flor de C. officinalis L. y se les adicionaron 5 mL de agua
desionizada estéril o etanol al 96% respectivamente (Figura 8); posteriormente se
tap6 cada tubo; se verificé que el medidor de aire estuviera conectado al equipo, y
permaneciera en un rango de 5.6 y 6. Los tubos preparados se colocaron
individualmente en la cAmara de extraccion (Figura 9) y se programé el equipo con
las siguientes especificaciones:

Temperatura: 190° C (agua desionizada estéril) y 170°C (etanol)

Agitacién: 600 rpm

Tiempo: 3 minutos

Poder: 850 w

Bares: 11- 13 bar (importante no sobrepasar los 20 bares).
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Figura 8. Extraccién asistida por microondas de flor de C. officinalis L.
Tubo de ensaye con solvente y pulverizado de flores de Calendula officinalis L. previo a la extraccion
mediante MAE.

Figura 9. Equipo para la Extraccion Asistida por Microondas (MAE).

Una vez programado el equipo se inicid y esperod a que finalizaran cada una de las
extracciones; posteriormente se retiraron los viales G30 para filtrar cada uno de los
extractos obtenidos. Para el caso del extracto con el solvente etandlico, una vez
realizado la extraccion y filtrado; se evaporé mediante rotacion el solvente (Figura

10), enseguida el extracto se reconstituy6é con agua desionizada estéril.
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Figura 10. Evaporacion de solvente etandlico.

6.2.2 Extraccion con equipo Soxhlet.

EL equipo Soxhlet estd compuesto por: refrigerante, sifon y matraz bola; el
disolvente contenido en el matraz alcanza su punto de ebullicion por efecto de la
fuente de calor, sube en forma de vapor por el cuello de éste, recorre el sifon y llega
al refrigerante. En éste, se condensa y regresa al sifon en forma liquida. La
condensacion es gradual, podemos observarla en la formacién de gotas que caen
del refrigerante al sifon. Asi, gota a gota, el disolvente se acumula justo donde esta
el cartucho de papel filtro, éste es el momento en que entra en contacto con la
muestra. El sifon acumula el disolvente con los compuestos extraidos hasta que
alcanza el nivel suficiente para regresar al matraz. El disolvente se recircula por el
equipo repetidamente, extrayendo en cada recorrido una fraccion de principios
activos. Conforme se repite este ciclo, podemos ver que el disolvente cambia de
color, lo que manifiesta la extraccién de compuestos (A. Guntero et al., 2017).

Previamente se elaboraron dos cartuchos de papel filtro con 4 g de polvo flor de C.
officinalis dentro, mismos que se colocaron dentro del sifén. Por otro lado, se
prepararon dos matraces bola de 150 ml con cuello esmerilado y se vertieron 100
ml del solvente (agua desionizada o etanol al 96%) a utilizar, cada uno de los
matraces se colocaron en calentador con agitacién constante a una temperatura de
100°C para el agua y 78° C para el etanol. Por ultimo, se embond en la parte superior

de cada matraz el sifén junto con el refrigerante. Una vez que ambas estructuras
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estaban perfectamente montadas (Figura 11) y con la temperatura seleccionada se
mantuvieron encendidos durante 3 o 4 horas (hasta obtener 3 ciclos de extraccion).
Una vez finalizado el tiempo se apagaron y se espero a que los extractos obtenidos
se enfriaran para ser manipulados y desmontados del equipo. Para el caso del
extracto etanolico se procedio a destilar el solvente con ayuda de un rotavapor a
78°C, y enseguida se resuspendio el extracto en agua desionizada estéril con el

mismo volumen inicial (100ml) (Figura 10).

Figura 11. Extraccidon con equipo Soxhlet.

6.2.3 Extraccion por método convencional.

Inicialmente se peso .8g de flor de C. officinalis L. para una concentracion final de
4% (p/v). paralelamente en un frasco de vidrio con tapa se colocé 20 ml de agua
desionizada estéril a 95°C con agitacion constante, una vez a punto de ebullicion,
se disminuy6 la temperatura y se agregoé los .8 g de flor de C. officinalis L., se
mantuvo por 5 minutos con agitacién constante (Figura 12). Una vez pasado el
tiempo, recuperamos la mezcla en tubos para centrifuga. A continuacion, se
colocaron los tubos en la centrifugadora por 15 minutos a 2500 rpm (se repitié este
paso tantas veces fuera posible eliminar residuos del material vegetal). Finalmente,
en campana de flujo laminar estéril y una vez centrifugados los tubos se recuperé
el sobrenadante en otro recipiente.
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Figura 12. Proceso de extraccion por método convencional.

Una vez obtenidos todos los extractos tanto etandlicos como acuosos a través de
las tres técnicas como se enlista en la Tabla 2, se filtraron con ayuda de filtros
estériles para jeringa de 0.22 um (Figura 13) y se almacenaron protegidos de la luz

en tubos para centrifugadora estériles a 4°C hasta su uso en analisis posteriores.

Figura 13. Filtracion de extractos.

Tabla 2. Extractos acuosos y etandlicos de Calendula officinalis L.

Extractos obtenidos Siglas
1. Extracto acuoso por método convencional. EAMC
2. Extracto etandlico con equipo Soxhlet. EEMS
3. Extracto acuoso con equipo Soxhlet. EAMS
4. Extracto etandlico asistido por microondas. EEAM
5. Extracto acuoso asistido por microondas. EAAM
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6.3 Cuantificacién de compuestos fendlicos totales (CFT).

Inicialmente se preparo6 una solucién estandar de acido gélico (0.05 g/mL) de la cual
se agreg6 en cada pocillo (A2-A12 y B2-B12) volumenes de 0,1,2,3,4,5,10,15,20,25
a 30 pl de la solucién estandar y se completd con agua desionizada a un volumen
final de 100uL (Figura 14).

De los extractos de Calendula officinalis L. se hicieron diluciones 1:10 en agua
desionizada estéril y a partir de estas diluciones se colocaron (C2-C6 y D2-D6) 50
ML de cada extracto en los pozos siguientes de distintas columnas para después
completar un volumen final de 200 pL con reactivo Folin-Ciocalteu 1N. Enseguida
se adicion6 en los pocillos (A1 y A2) 100uL de Na2CO3 al 20%, finalmente se
agrego 100uL del reactivo Folin-Ciocalteu 1N a todos los pocillos y se dejé reposar
por 2 horas en oscuridad a una temperatura de 37°C. La absorbancia fue medida a
760 nm con ayuda de fotbmetro para microplacas (Figura 16) (Singleton et al.,
1999).

CURVA DE CALIBRACION
CONTROL (ACIDO GALICD)

3

1

[
[y
o

EXTRACTO
POR
COLUMNA

00000 | A
OCOOOC®

0000 | i
OCOOC® =l

OOC00ee -|
OOCOOe® -

OCOOO
oo [ [ |
OCO000e -
OCO000e -
OCO000® -

T oo M m O 0 @

0]0101010201010101020
Figura 14. Esquematizacién del experimento CFT.

Figura 15. Lectura de absorbancias en fotdmetro para microplacas a 760 nm.
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6.4 Cuantificacion de capacidad antioxidante (CA).

Previamente se realizé una planeacion de la organizacion en la placa de 96 pozos
de las muestras y reactivos a utilizar. Inicialmente se agregaron a la microplaca los
siguientes reactivos: 100 pl de MeOH en casi todos los pocillos excepto la primera
fila de pocillos en donde se agregaron 200 pl de cada extracto como lo indica la

Figura 16.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n 12
Control |Sample 1 Sample 1 Sample 2 | Sample 2 | Sample 3 Sample3 Sample 4 | Sample 4  Sample 5 Sample 5 Cal line
Blank + DPPH | Blank +DPPH | Blank +DPPH | Blank + DPPH | Blank + DPPH

A MeOH Sample | Sample 1 | Sample 1 | Sample | | Sample | Sample |  Sample 1 | Sample | | Sample |  Sample | | MeOH

100uL 200l 200uL 200uL 200ul 200uL 200pL 200uL 200uL 200ul 200pL 100pL
B MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
100uL 100uL 100pL 100uL 100uL 100uL 100pL 100uL 100uL 100uL 100pL 100uL
C MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
100pL | 100pL  100pL 100pL | 100pL | 100pL  100pL  100pL | 100pL | 100yl 100pL | 100pL
D MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
100uL | 100pL  100pL | 100pL | 100pL  [100pL  100pL  100pL | 100pL | 100pL  100pL | 100pL
E MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
100uL | 100pL  100pL  100pL | 100pL [ 100pL  100pL  100pL | 100pL | 100pL  100pL | 100pL
F MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
100uL | 100pL  100pL 100pL | 100uL | 100pL  100uL  100uL | 100uL  [100uL  100pL | 100pL
G MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
100uL | 100pL  100pL | 100pL | 100pL [ 100pL  100pL  100pL | 100pL | 100pL  100pL | 100pL
H MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH

100pL  [100pL  100pL  100pL | 100pL  [100pL  100pL | 100pL | 100pL  [100pL  100pL | 100pL

Figura 16. Distribucion de muestras y reactivos para CA.
Fuente: Prieto, J. M. (2012). Procedure: Preparation of DPPH Radical, and antioxidant scavenging
assay.

Usando una pipeta multicanal, se tomaran 100 uL de la primera fila de las columnas
2 a 12 y se transfirieron a los pocillos correspondientes de la segunda fila,
mezclando el contenido con la micropipeta y después de esto se trasladaron 100 pL
a la tercerafila, este proceso se repitio hasta el Gltimo pozo, descartando los ultimos
100 pL. Por ultimo, se agreg6 100 pL de la solucién DPPH 0.1 mM a cada pocillo
de la placa (Figura 17).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Control  Sample 1 | Sample 1| Sample 2 | Sample 2 | Sample 3 | Sample 3 | Sample 4 | Sample 4 Sample 5| Sample 5| Cal line
Blank | +DPPH | Blank +DPPH | Blank +DPPH | Blank +DPPH | Blank +DPPH

A DPPH Sample 1 | Sample | | Sample 2 | Sample 2 | Sample 3 | Sample 3 | Sample 4 | Sample 4 | Sample 5 | Sample 5 | DPPH

0lmM 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 100 pM
pg/mL pg/mL ng/mL pg/mL ng/mL pg/mL pg/mL ng/mL pg/ml ng/mL
B DPPH  Sample 1 | Sample 1 | Sample 2 | Sample 2 | Sample 3 | Sample 3 | Sample 4 | Sample 4 | Sample 5 | Sample 5 | DPPH
0.1 mM 100 100 100 100 100 1000 100 100 100 100 50 uM
pe/mL | pe/mL | pgml |[pgml |pg/ml pe/ml | peml | pe/ml pgiml | pg/ml
C DPPH Sample 1 | Sample | | Sample 2 | Sample 2 | Sample 3 | Sample 3 | Sample 4 | Sample 4 | Sample 5 | Sample 5 DPPH
0.1mM 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 25 uM
pg/mL pg/mL pg/mL pg/ml | pg/mL pe/mL pg/mL pg/mL pe/ml ug/mL
D DPPH Sample 1 | Sample | | Sample 2 | Sample 2 | Sample 3 | Sample 3 | Sample 4 | Sample 4 | Sample 5 | Sample 5 DPPH

0.1mM | 25pg/mL | 25pg/mL | 25ug/mL | 25pg/mL | 25ug/mL | 25ug/mL | 25pg/mL | 25ug/mL | 25ug/mL | 25pg/mL | 12.5 uM
E DPPH Sample 1 | Sample | | Sample 2 | Sample 2 | Sample 3 | Sample 3 | Sample 4 | Sample 4 | Sample 5 | Sample 5 DPPH

0.lmM 125 12.5 12.5 12,5 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5 6.25 uM
pgml | pg/ml | pg/mL pgmlL | pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
F DPPH  Sample | |Sample | | Sample 2 | Sample 2 | Sample 3 | Sample 3 | Sample 4 | Sample 4 Sample 5 | Sample 5 | DPPH
0.1mM | 6.25 625 6.25 6.25 625 6.25 6.25 6.25 6.25 6.25 3125
pg/ml | pgml | pgml |[pgml [pgml pg/ml | pgml | pgml o pgml [pgml | pM
G DPPH Sample 1 | Sample | | Sample 2 | Sample 2 | Sample 3 | Sample 3 | Sample 4 | Sample 4 | Sample 5 | Sample 5 DPPH

0.1lmM 3125 3.125 3.125 3125 3.125 3.125 3.125 3125 3125 3125 1.075
pg/mL pg/mL pg/mL pg/ml | pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL M

H DPPH Sample 1 | Sample |  Sample 2 | Sample 2 | Sample 3 | Sample 3 | Sample 4 | Sample 4 | Sample 5 | Sample 5 DPPH

0.1mM | 1.075 1.075 1.075 1.075 1.075 1.075 1.075 1.075 1.075 1075 100 pM
pg/mL pg/mL pg/mL pg/ml | pg/mL pe/mL pg/mL pg/mL pg/mL ug/mL

Figura 17. Distribucion final de muestras y reactivos de CA.

Se protegiod la placa de la luz y se guardé en una zona a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Pasado el tiempo, se cuantificd la absorbancia a 515 nm en un
lector de microplacas (Figura 18). Para cada muestra, los ensayos se realizan por

triplicado.

Figura 18. Lectura de absorbancias en fotometro para microplacas a 515nm.

6.5 Elaboracion y caracterizaciéon de las membranas electrohiladas de
PVA/PLA.

Se pes6 cada uno de los polimeros a utilizar con base en la formula despejada

indicada en la Figura 19, con un porcentaje (p/v) para PVA de 24% y para PLA de

8%.
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Ecuacion 1

opP=_9 de soluto

v ml de la solucion *100

Despejamos gramos de soluto.

% p/v x 100 ml
100

Sustituimos valores

gdePLA =

8 g/mL x100ml _
gdePLA = 100 =8¢

g de PLA — 24 g/m1L00x 100 mi =24 g

Figura 19. Formulas concentracion peso/volumen de soluciones poliméricas.

Los polimeros PLA y PVA previamente pesados (89 y 249g) se disolvieron en 100 ml
de cloroformo al 99.8% y 100 ml de etanol al 96% respectivamente a una
temperatura de 60°-70°C con agitacion magnética hasta que se mezclaron

homogéneamente (Figura 20).

S

Figura 20. Soluciones poliméricas de PVA y PLA.

Una vez obtenida cada una de las soluciones, éstas se colocaron en el inyector del
equipo de electrohilado (Figura 21), al fluido se aplicé una corriente entre 23 y 25

Kv durante un tiempo de 30 a 40 minutos por membrana.
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Figura 21. Equipo de electrohilado.

Los filamentos formados se recolectaron directamente en el papel encerado ubicado
en el colector giratorio del equipo, una vez terminado el tiempo estimado, la
membrana se retiré del colector y se guardé para su respectivo analisis y
caracterizacion.

La caracterizacion de las membranas realizadas se llevd acabo con Microscopia
Electronica de Barrido (por sus siglas en ingles SEM) (Figura 22) por los
especialistas del Centro Universitario de Vinculacion y Transferencia de Tecnologia

(CUVYTT) de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla.

Figura 22. Equipo de Microscopia Electronica de Barrido (SEM).
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6.5.1 Prueba de adherencia plaquetaria.

Se obtuvo sangre venosa de un paciente sano libre de medicamentos, misma que
se proceso para obtener plasma rico en plaquetas (PRP). Inicialmente se pretendia
evaluar la membrana de PVA/PLA, pero al momento de ponerla en contacto con el
PRP por la propiedad hidrofilica del PVA fue imposible, ya que, ésta se disolvio; por
lo que se optd en evaluar fragmentos de ambos polimeros y una membrana de solo
PLA, estas muestras se colocaron junto con .5 mL de PRP dentro de microtubos
claros (Figura 23) y se incubé a 37°C con 5% de CO: durante 48 h; posteriormente,
se procedio a lavar las muestras con una solucién de NaCl al 0,9% v/v para eliminar
las plaquetas débilmente adheridas (Gomez et al., 2015); se trasladaron las
muestras al laboratorio del Centro Universitario de Vinculacién y Transferencia de
Tecnologia (CUVYTT) en ciudad universitaria BUAP, donde se analizé las muestras
por SEM con un previo bafio de oro a través del sistema de Sputtering (Figura 24)
con el fin de examinar la adherencia de las plaquetas en la superficie de los

materiales evaluados, este analisis se realizé por el técnico encargado del manejo

del equipo.
PVA PLA Membrana de PLA
v ) A
: f 1 ' : X ’ (
q q q
D O -

Figura 23. Prueba de adherencia plaquetaria.
Se esquematiza los fragmentos de polimeros PVA, PLA y membrana de PLA inmersos en .5 ml de

plasma rico en plaquetas.
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Figura 24. Equipo de Sputtering y SEM.

A) Equipo de Sputtering. B) Microscopio electrénico de barrido.

6.6 Experimento in vivo.

Con tiempo de anticipacion se esterilizé en autoclave el material quirargico y de
apoyo a emplear durante la cirugia, con ayuda de tijeras finas se cortaron en
cuadrados de 1 cm? las membranas de PVA/PLA anteriormente elaboradas,
enseguida, estos cortes se esterilizaron mediante exposicion con luz ultravioleta por
20 minutos de cada lado. Una vez seleccionados los biomodelos, éstos se

clasificaron aleatoriamente de acuerdo con la Tabla 3.

Tabla 3. Distribucién de los tratamientos.

Biomodelo Controles y Tratamientos
Rata 1 Placebo: agua desionizada estéril (Control -).
Rata 2 Membrana comercial Italdermol ® (Control +).

Rata 3 Membrana PVA/PLA.
Rata 4 Extracto acuoso por método convencional (EAMC).

Rata 5 Extracto etandlico con equipo Soxhlet (EEMS).
Rata 6 Extracto acuoso con equipo Soxhlet (EAMS).

Rata 7 Extracto etandlico asistido por microondas (EEAM ).
Rata 8 Extracto acuoso asistido por microondas (EAAM).

Rata 9 Membrana PVA/PLA + EAMC.
Rata 10 Membrana PVA/PLA + EEMS.
Rata 11 Membrana PVA/PLA + EAMS.
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Rata 12 Membrana PVA/PLA + EEAM.
Rata 13 Membrana PVA/PLA + EAAM.

Para la fase de la realizacion de la herida se dividio en 3 partes, que a continuacion

se explican.

1. Preoperatorio: Se realizd una evaluacion a cada biomodelo para corroborar su
condicion fisica, posteriormente se peso a cada una de las ratas con el objetivo
de realizar los calcular la dosis de anestésicos: Ketamina marca ANESKET®
1000 mg/10 ml dosis de 60mg/kg y Xilacina 20 mg/1 mL PROCIN® 25ml dosis
10mg/kg ambas por via intraperitoneal (IP).

2. Operatorio o cirugia: Se inicié con la aplicacion de la anestesia correspondiente;
una vez confirmada la sedacién se colocaron en decubito ventral y se procedio
a realizar la tricotomia de la region dorsal a cada una de las ratas, enseguida de
la asepsia y antisepsia se realizd el marcaje del contorno de la herida en forma
de huso de 13 mm x 0.6mm aproximadamente, como se muestra en la Figura
25. Finalmente se incidi6 con un corte en el tejido guidndose del marcaje
previamente realizado con ayuda de bisturi mango namero 3 y navaja de bisturi
#10, auxiliandose también con tijera tipo roma. Al término de cada herida se
colocé el tratamiento a evaluar (35 pl de agua desionizada estéril, 1cm? de gasa
Italdermol ®, 1 cm? de membrana de PVA/PLA, 35 pl del extracto al 4% o 1 cm?
de membrana de PVA/PLA + 35 ul del extracto indicado al 4% ) de acuerdo a la
planeacién del experimento (Tabla 3) y se fotografiaron las heridas con ayuda

del microscopio y software marca Celestron (Celestron, n.d.).

Figura 25. Esquema de ubicacién de la

herida. Fuente propia

3. Postoperatorio: una vez realizadas las heridas y aplicado los tratamientos, los

biomodelos se ubicaron individualmente en cubo de recuperacion, durante el
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cual se vigilaron datos de alarma (depresion del sistema nervioso central,
hipotermia, comportamiento, somnolencia, hemorragia, hipoxia y posible
defuncién) minutos después de su reincorporacion total se les aplicé analgésico
Tramadol 5mg/kg por via IM y antibiotico Enroxil 1ml/20kg por via IM durante 3
dias.
Las heridas se observaron macroscopicamente, durante 14 dias (tomando como dia
0 la realizacion de la cirugia), se fotografiaron como se observa en la Figura 26 y
con base en la planeacion (Tabla 3) se aplico el tratamiento correspondiente cada
24 hrs (35 uL de cada extracto al 4% p/v y para el control negativo 35 uL de agua
desionizada estéril), para el caso del control positivo (gasa Italdermol ®) y la

membrana de PVA/PLA la aplicacién fue Unicamente el dia O.

Figura 26. Equipo de observacion y fotografiado de heridas.
6.6.1 Analisis histomorfologico.

Al término del experimento se realizé la eutanasia con Pentobarbital Sédico 4mg/kg
via intracardiaca. En seguida se realizé la toma de biopsia del tejido epitelial de la
parte dorsal de las ratas comprendiendo desde la epidermis hasta la fascia muscular
abarcado tejido cicatrizado y original para su analisis histomorfologico. Las biopsias
se conservaron en formaldehido al 10 % hasta su procesamiento por el histo-
tecnologo. Posteriormente, se enviaron al departamento de Anatomia Patolégica de
la Facultad de Medicina BUAP, en donde realizaron cortes y tinciones con

Hematoxilina-Eosina (H&E) y Tricrémica de Masson (TM) en todas las muestras.
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6.7 Experimentos in vitro.

6.7.1 Proliferacion de celular de fibroblastos.

Esta fase fue necesaria, previo a la realizacion del ensayo de cicatrizacion de
heridas y el ensayo de viabilidad celular por XTT. Se inicio con el descongelamiento
a temperatura ambiente de un crio vial de la linea celular de fibroblastos de piel
humana (ATCC ® CRL-PCS-201-012) y se procedio a centrifugar por 10 minutos a
1,500 rpm. Enseguida se retird el sobrenadante y la pastilla se resuspendio en 2 ml
de medio de crecimiento de fibroblastos sin suero (ATCC ® PCS-201-040 ™)
previamente preparado con base en el protocolo establecido por el proveedor
(America Type Culture Collection (ATCC), n.d.). Esta suspension se transfirié a una
caja T-25 y se agregaron 3 ml mas de medio de cultivo, inmediatamente se
observaron al microscopio para observar la presencia y morfologia de las células,
finalmente se colocaron cuidadosamente en incubacion a 37°C en atmosfera de
CO2 al 5%. Los cultivos celulares se observaron al microscopio cada 24h y el medio
de cultivo se cambié cada 48 o 72 horas dependiendo de la observacion del medio
de cultivo y/o de la confluencia observada (Figura 27A-C).

A las 72 horas se observo el cultivo celular y debido a una confluencia mayor a 80%
y adherencia celular 6ptima (Figura 27D) se procedid a realizar un primer pase
utilizando Tripsina-EDTA al 2x (Sigma Aldrich© No. 59418C) dividiendo la solucion
celular en dos cajas T25 con medio de crecimiento de fibroblastos sin suero para un
volumen final de 5 ml , mismas que se incubaron a 37°C en atmosfera de CO2 al
5% y se observaron cada 24 horas hasta llegar a la confluencia deseada, los
cambios de medio de cultivo se realizaron cada 2 dias. Después de 6 dias se obtuvo
una confluencia optima (Figura 28E) y se procedi6 a realizar la curva de crecimiento
y conteo celular explicados mas adelante.
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Figura 27. Progresion del cultivo celular inicial de fibroblastos.
A) Cultivo celular de fibroblastos posterior al descongelamiento del vial (0 horas). B) Cultivo celular
de fibroblastos después de 24 horas. C) Cultivo celular de fibroblastos después de 48 horas. D)

Cultivo celular de fibroblastos después de 72 horas. Linea celular de fibroblastos de piel humana

(ATCC ® CRL-PCS-201-012).
B)
D) -

Figura 28. Progresion del crecimiento celular pase 1.

A)

A) Cultivo celular del pase 1 de fibroblastos (0 horas). B) Cultivo celular de fibroblastos después de
72 horas. C) Cultivo celular del pase 1 de fibroblastos después de 96 horas. D) Cultivo celular del
pase 1 de fibroblastos después de 120 horas. E) Cultivo celular del pase 1 de fibroblastos después
de 144 horas. Linea celular de fibroblastos de piel humana (ATCC ® CRL-PCS-201-012).
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6.7.2 Curvade crecimiento fibroblastica.

Para poder realizar la curva de crecimiento de células fibroblasticas fue necesario

realizar lo que a continuacion se describe.

1. Preparacion de suspension celular inicial: se tripsinizaron dos cajas T25 de
células fibroblasticas (ATCC ® CRL-PCS-201-012) con tripsina al 2x por 2-3
minutos e inactivada con volumen al doble de medio libre de suero. En seguida
se recolecto la solucién celular en un frasco de 15 ml estéril y se centrifug6 a
1500 rpm por 10 min, posterior a la eliminacion del sobrenadante se resuspendio
en 1 ml de medio de crecimiento de fibroblastos libre de suero (ATCC ® PCS-
201-040 ™) formando la suspensién celular inicial.

2. Conteo celular: se elabor6 la solucion de conteo formada con 10 pL de la
suspension celular inicial anterior, 45 puL de PBS 1x y 45uL de azul de tripano.
Inmediatamente se coloc6 10 pL de la solucion de conteo elaborada en una
camara de Neubauer de 0.1 mm de profundidad (Figura 29). El conteo se
determind mediante la visualizacion y conteo de células vivas (no tefiidas) de los
4 cuadrantes y el cuadrante central en el microscopio y bajo la siguiente formula

se determind el nimero de células.

# de celulas vivas contadas
Celulasen 1ml = x 10,000

# de cuadrado contados

Figura 29. Equipo de conteo de fibroblastos en cAmara de Neubauer.
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3. Curva de calibracién: se sembraron en una caja de 12 pozos una concentracion
de 20,000 células en cada pozo (9 pozos) con un volumen final de 2 ml cada
uno, en seguida se incubo la placa a 37° C en atmosfera de CO2 al 5%. Los
pasos de tripsinizacion, conteo y congelamiento se repitieron cada dia con base

en la columna de cultivos planeados como se observa en la Figura 30.

O0)
BOG
000
OO0

Figura 30. Planeacion de la curva de crecimiento.
Se esquematiza las columnas correspondientes a los pozos con células y el tiempo en el cual se
observaron, de igual manera se realiz6 el conteo celular de cada pozo y se calcul6 el promedio por

columna para graficar.

6.7.2.1 Viabilidad celular y ensayo de cicatrizacion de heridas in vitro.

El ensayo de cicatrizacion de heridas in vitro, es una técnica para observar la
migracion de células in vitro, este ensayo se basa en la observacion sobre la
creacién de una herida de manera artificial en una monocapa de células confluentes,
las células en el borde de la hendidura creada migraran hasta que se restablezca el
contacto célula-célula y la brecha (herida) desaparezca (Ibidi cells in focus, 2018).
Este ensayo es Util para validar el efecto de farmacos o en nuestro caso extractos
de flor de Calendula officinalis L. en la migracion celular. El ensayo se pretendia
realizar con base en el protocolo establecido por el fabricante Ibidi GMB H (2018),
asimismo se pretendia la evaluacion de viabilidad mediante el reactivo de XTT de
cada extracto en la linea celular de fibroblastos de piel humana (ATCC ® CRL-PCS-
201-012) (America Type Culture Collection (ATCC), 2011); sin embargo, debido a
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la contingencia el cierre del acceso a los laboratorios de investigacion ocasiono el

cese de actividades y la imposibilidad de realizar dichos experimentos.

6.8 Analisis de datos.

Las heridas se observaron diariamente durante el periodo de tiempo indicado (dia 0
al dia 14) y se fotografiaran con una resolucion de 1280* 729 (1M) con ayuda del
microscopio Celestron y a través del software Celestron Portable Capture HD. Las
fotografias obtenidas se analizaron con el programa Image J, en el cual se obtuvo:
area (mm?) de todas las heridas cada dia.

Las laminillas procesadas y tefiidas con H&E y Tricromico de Masson, se analizaron
por medio de microscopia y se capturaron imagenes a través del software Celestron
Portable Capture HD. El porcentaje de fibras de colageno fue cuantificado de las
imagenes de los cortes con tincidn de Tricromico de Masson de cada tratamiento y
controles, mediante el software gratuito de cdodigo abierto llamado Orbit Image
Analysis (Stritt et al., 2020).

7 Resultados.

7.1 Obtencidén de extractos de Calendula officinalis L.

Se obtuvieron extractos acuosos y etandlicos de flor de Calendula officinalis L.
(Figura 32) al 4% p/v mediante tres técnicas distintas como se observa en la Tabla
4, posteriormente se realizé a cada extracto los analisis siguientes: espectroscopia
UV visible, cuantificacion de compuestos fendlicos totales y cuantificacién de la
capacidad antioxidante, mismos que se explicaran los resultado mas adelante.
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Figura 31. Extractos acuosos y etandlicos de C. officinalis L. filtrados.

A) Extracto acuoso por método convencional. B) Extracto acuoso con equipo Soxhlet. C) Extracto

etandlico con equipo Soxhlet. D) Extracto acuoso asistido por microondas. E) Extracto etandlico

asistido por microondas. Concentracion para cada extracto 4% (p/v).

Tabla 4. Método de extraccion, concentracion y solvente de los extractos

obtenidos.
Método Concentracion | Extracto Solvente
(p/v) obtenido
1. Método convencional 4% EAMC Agua desionizada estéril
2. Método con equipo 49% EAMS Agua desionizada estéril
Soxhlet 0 EEMS | Etanol al 96%
3. Método asistido por 4% EAAM Agua desionizada estéril
microondas 0 EEAM | Etanol al 96%

7.2 Espectroscopia UV- VIS de los extractos.

Dentro de los andlisis que se realiz6 a cada uno de los extractos fue la

espectroscopia UV visible, misma que se efectué para la identificacion de

compuestos fendlicos en especial los flavonoides. En la Figura 32A se puede

observar el espectro UV-VIS del EAMC de Calendula officinalis L. a una dilucién

1:100, el cual, muestra dos ondas definidas de absorcién en el rango ultravioleta del

espectro en una regién de 250nm y 350nm respectivamente. El espectro UV/VIS

del EEMS de Calendula officinalis L. a una dilucién 1:100 muestra una onda de
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absorcion de baja intensidad en el rango ultravioleta del espectro en una regién de
250nm, asimismo, se observa una onda de absorcion fuerte a los 350nm
aproximadamente (Figura 32B). Con respecto al EAMS de Calendula officinalis L. a
una dilucién 1:100 el espectro de UV-VIS de la Figura 32C muestra ligeramente dos
ondas de absorcion en el rango ultravioleta del espectro en una regién de 250nm y

350nm, mostrandose con mayor intensidad la segunda onda.
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Figura 32 Espectros de absorcion UV-visible.

A) Espectro de absorbancia del extracto acuoso de flor de C. officinalis L. por método convencional
dilucién 1:100. B) Espectro de absorbancia del extracto etanélico de flor de C. officinalis L. por
método con equipo Soxhlet dilucion 1:100. C) Espectro de absorbancia del extracto acuoso de flor

de C. officinalis L. por método con equipo Soxhlet dilucion 1:100.

Los espectros UV-VIS pertenecientes a los extractos elaborados con el equipo de
microondas se observan en la Figura 33. Respecto al EEAM se puede observar en
el espectro del panel A picos definidos de absorcién en el rango ultravioleta del
espectro especialmente en una region de 275nm a 312 nm, también ondas de
absorbancia de baja intensidad observadas en una regién de 312 nm a 362 nm. En
el panel B se presenta el espectro obtenido del EAAM de Calendula officinalis L. a
una dilucion 1:100, el cual presentan gran cantidad de picos definidos de absorcién

en el rango ultravioleta del espectro en una regién de 270 nm a 350 nm.

Debido a la posicion de las ondas de absorcion acentuadas dentro del rango
ultravioleta entre 250 a 375 nm, se corrobora la presencia de flavonoides en todos

los extractos.
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Figura 33. Espectro UV-visible de extractos asistidos por microondas.
A) Espectro de absorbancia del EEAM dilucién 1:100. B) Espectro de absorbancia del EAAM diluciéon
1:100. EAAM: Extracto acuoso de flor de C. officinalis L. asistido por microondas. EEAM: Extracto

etandlico de flor de C. officinalis L. asistido por microondas.

7.3 Cuantificacion de Compuestos Fenolicos Totales (CFT).

La cuantificacion de compuestos fendlicos totales se realiz6 a través de la curva de
calibracion del acido galico (GA) como se observa en la Figura 34. A partir del
analisis de datos se obtuvo que el extracto etandlico asistido por microondas

(EEAM) presento6 la mayor concentracion de compuestos fendlicos totales (5.38 +
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.89 mg equivalentes de acido galico (EAG) /1 ml de extracto) (Tabla 5), mientras

que el extracto acuoso con el mismo método de extraccion (EAAM) fue solamente
de 1.39 + .06 mg EAG / 1ml de extracto.
En la Tabla 5 también se puede observar que el segundo lugar se ubicé el extracto

acuoso obtenido por método convencional (EAMC) presentando una concentracion

de compuestos fendlicos totales de 2.68 + .01 mg EAG / 1 ml de extracto. Este

resultado fue mayor que aquellos extractos acuosos (EAMS y EAAM) y el extracto
etandlico (EEMS) con concentraciones de 0.96 +.12, 1.39 +.06,1.07 + .00 mg EAG

/1 ml de extracto, respectivamente.

CURVA DE CALIBRACION DE ACIDO GALICO

2.5 A
< 2 A
(@)
Z 15 y = 0.037x + 1.503
a L R*=0.4929
3 S
2 0.5 +
0 } } } } } |
0 5 10 15 20 25 30
mg/L
Figura 34. Curva de calibracion del Acido Galico.
Tabla 5. Contenido de fenoles totales.
Extracto Contenido de Fenoles
Totales 2+ DE
EAMC 2.68 £.01
EEMS 1.07 £ .00
EAMS 0.96 +.12
EAAM 1.39+ .06
EEAM 5.38 +.89

Los valores representan la media de tres repeticiones + la desviacion estandar (DE). EAMC: Extracto

acuoso por método convencional, EEMS: Extracto etandlico con equipo Soxhlet, EAMS: Extracto
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acuoso con equipo Soxhlet, EEAM: Extracto etandlico asistido por microondas y EAAM: Extracto

acuoso asistido por microondas. 2 mg EAG en 1 mL de extracto. EAG: equivalente de acido galico.

7.4 Cuantificacion de la capacidad antioxidante.

Los datos expresados en media + desviacion estandar obtenidos mediante la
cuantificacion de la cuantificacion de la capacidad antioxidante utilizando el reactivo
DPPH muestran que el EAMC arrojo el porcentaje mayor de la captacion del radical
DPPH con 125.2 = 32.4, seguido del EAMS con un porcentaje de 124.5 + 30.7.
(Tabla 6).

Por otro lado, también se observa como los extractos acuosos de las tres técnicas
(EAMC 125.2 + 32.7, EAMS 124.8 + 30.7 y EAAM 124.8 + 29.7) poseen ligeramente
un mayor porcentaje de capacidad antioxidante que los extraidos en etanol (EEMS
123.6 £ 33.5. y EEAM 123.1 + 32.4). Sin embargo, las diferencias entre los
porcentajes de cada extracto no presentan una diferencia estadisticamente

significativa.

Tabla 6. Capacidad antioxidante de extractos acuosos y etandlicos.

Extracto Porcentaje %
EAMC 125.2 + 32.7
EEMS 123.6 £ 33.5
EAMS 124.8 + 30.7
EEAM 123.1+324
EAAM 124.8 + 29.7

Los resultados del porcentaje de captacién del radical DPPH se muestran en media de tres
repeticiones + desviacion estandar. EAMC: Extracto acuoso por método convencional. EEMS:
Extracto etandlico con equipo Soxhlet. EAMS: Extracto acuoso con equipo Soxhlet. EEAM: Extracto

etandlico asistido por microondas. EAAM: Extracto acuoso asistido por microondas.
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Figura 35. Porcentaje de capacidad antioxidante de los extractos acuosos y etandlicos de
Calendula officinalis L.

En orden de izquierda a derecha, EAMC: Extracto acuoso por método convencional, EEMS: Extracto
etandlico con equipo Soxhlet, EAMS: Extracto acuoso con equipo Soxhlet, EEAM: Extracto etandlico

asistido por microondas y EAAM: Extracto acuoso asistido por microondas (EAAM).

7.5 Caracterizacion de las membranas de PVA/PLA por microscopia
electronica de barrido (SEM).

El andlisis de la membrana de PVA/PLA elaborada con el equipo de electrohilado

gue se muestra en la Figura 36 se llevé a cabo a través de microcopia electronica

de barrido.

Figura 34. Membrana elaborada de PVA/PLA por método de electrohilado.

En la Figura 37, se observan las fibras de distintos diametros entrecruzadas a un
aumento de 1000x y 2000x, con un acomodamiento en distintas direcciones y sin

dejar alguna zona descubierta. También se pueden apreciar algunas
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aglomeraciones sobre la membrana, estas son de las soluciones poliméricas
usadas que no se alcanzaron a estirar durante el proceso, estas gotas forman parte

de la estructura de la membrana como si fueran nodos que unen a las fibras.

Figura 35. Caracterizacion con SEM de membranas de PVA/PLA.
A) Aumento a 1000x. B) Aumento a 2000x. PVA: Alcohol Polivinilico. PLA: Acido Polilactico.

Cabe mencionar que se realizaron paralelamente analisis de membranas
Gnicamente con PLA y PVA mismas que se analizaron también por SEM. La Figura
38 muestra iméagenes obtenida de SEM de membrana electrohilada a partir de
solucion de PLA, en el panel A se observa el acomodamiento heterogéneo de las
fibras, sin dejar areas descubiertas, por otro lado, en el panel B se observo a un
aumento de 500x filamentos de distinto grosor. En la Figura 39 se exponen
imagenes obtenida de SEM de la membrana electrohilada a partir de solucion de
PVA, en el panel A se observa el acomodamiento de las fibras con una visible
deformacion de los filamentos, en comparacién con la membrana de PLA, en esta
se pueden observar mayor cantidad de espacios descubiertos, por otro lado, en el
panel B perteneciente a un acercamiento a 500x de la membrana de PVA se

visualizan filamentos de distinto grosor.
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Figura 36. Imagenes de SEM de membrana de PLA.
A) Aumento al00x. B) Aumento a 500x. PLA: Acido Polilactico.

Figura 37. Imagenes de SEM de membrana de PVA.

A) Aumento a 100x. B) Aumento a 500x. PVA: Alcohol polivinilico. SEM: Microscopio electronico de

barrido.

7.6 Prueba de adherencia plaquetaria

Mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) se pudo analizar las muestras
de los polimeros utilizados PVA, PLA y de un fragmento de la membrana
electrohilada de PLA posterior a la interaccion con el PRP y hacer un andlisis visual
de la interaccién con las plaquetas. En la Figura 40 se muestran las micrografias de
ciertas estructuras sobre la superficie de los filamentos de la membrana de PLA, en
ellas se puede observar una interaccion con la superficie, ya que en todos los casos
existio adhesién y agregacion de las estructuras visibles, indistintamente de la

muestra evaluada.
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Figura 38. Micrografia de adherencia plaquetaria en membrana de PLA.

A) Membrana de PLA electrohilada a un aumento de 50x. B) Membrana de PLA electrohilada a un

aumento de 500x. C) Membrana de PLA electrohilada a un aumento de 1000x.

Para el caso de las muestras de fragmentos de polimeros PVA y PLA sin pasar por
un proceso de electrohilado, en las Figuras 41C y 42C se observa las estructuras
adheridas y en ciertas zonas aglomeradas sobre la superficie de los fragmentos de
los polimeros. Un caso particular es el que se observa con mayor claridad en la
Figura 42A, debido a que el PVA por ser soluble en agua presentd una estructura
amorfa distinta al fragmento cilindrico inicial, sin embargo, se presentan las

estructuras adheridas en su superficie (Figura 42C).
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Figura 39. Micrografia de adherencia plaquetaria en fragmento de PLA.
A) Fragmento de PLA a un aumento de 50x. B) Fragmento de PLA a un aumento de 500x. C)

Fragmento de PLA a un aumento de 1000x. PLA: Acido Palilactico.

Figura 40. Micrografia de adherencia plaguetaria en fragmento de PLA.
A) Fragmento de PVA a un aumento de 50x. B) Fragmento de PVA a un aumento de 500x. C)

Fragmento de PVA a un aumento de 1000x. PVA: Alcohol Polivinilico.
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7.7 Resultados morfologicos de las heridas.

Para el analisis morfolégico de las heridas se tomaron fotomicrografias con ayuda
del microscopio marca Celestron y el software Celestron Portable Capture HD, con
un lapso de 24hrs durante 14 dias, tomando como dia 0 a partir de la cirugia
realizada en el lomo de cada biomodelo.

Las fotomicrografias obtenidas se ordenan en la Figura 43A-B, de las cuales se
observa que el tratamiento més eficaz visualmente fue el EAMC ya que en la imagen
podemos apreciar una cicatrizacidbn completa, sin presencia de costra melicérica y
una pigmentacion similar a la piel original; por lo que visualmente llega a un
resultado éptimo de la cicatrizacion en comparacion con los controles que se
aprecian en el panel A de la misma Figura 43.

Por otra parte, los extractos EEAM y EAAM (Figura 43B) también mostraron una
cicatrizacion aceptable en comparacién con los controles con una linea casi visible
por pigmentar, pero sin presencia de costra. En lo que respecta al uso de la
membrana de PVA/PLA en conjunto con un extracto, se rescata lo observado en el
panel C de la Figura 43, en la cual los tratamientos mas efectivos fueron, la
MEMBRANA PVA/PLA+EAMS, MEMBRANA PVA/PLA+ EEAM y MEMBRANA de
PVA/PLA+ EAAM en comparacion con los controles, puesto que presentaron una
cicatrizacion mas avanzada en comparacion con los controles, pero aun con
diferencia en la tonalidad rosacea en la piel recién remodelada; sin embargo no hay
presencia de tejido inflamado.

Es importante mencionar que estos resultados se basan en la observacion de las
imagenes a lo largo de los 14 dias, a pesar de esto fue necesario la observacion
histoldgica para confirmar lo obtenido macroscépicamente en las heridas.
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Figura 41. Fotografias de heridas.

A) Se observa las fotografias de las heridas en el dia 0 y dia 14 del control negativo (35 pL de agua
desionizada con aplicacion diaria), control positivo (1 cm?de Gasa ltaldermol ® con aplicacién Unica),
MEMBRANA PVA/PLA (1 cm? de membrana de PVA/PLA con aplicacion Gnica) y EAMC (extracto
acuoso por método convencional). B) Se observa las fotografias de las heridas en el dia 0 y dia 14
del extracto etandlico con equipo Soxhlet (EEMS), extracto acuoso con equipo Soxhlet (EAMS),

extracto acuoso asistido por microondas (EAAM) y extracto etandlico asistido por microondas
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(EEAM). C) Se observa las fotografias de las heridas en el dia 0 y dia 14 con la membrana de
PVA/PLA mas cada uno de los extractos evaluados, EAMC: Extracto acuoso por método
convencional, EEMS: Extracto etandlico con equipo Soxhlet, EAMS: Extracto acuoso con equipo
Soxhlet, EAAM: Extracto acuoso asistido por microondas y EEAM: Extracto etandlico asistido por
microondas. PVA: Alcohol Polivinilico. PLA: Acido Polilactico. Todos los extractos se encontraban a

una concentracién de 4% p/v aplicando un volumen de 35 pL diariamente.

7.8 Resultados del analisis histologico.

Los resultados de la observacion al microscopio de los cortes histologicos realizados
con anterioridad mostraron los cambios histologicos de la progresion en la
cicatrizacion de heridas al final de 14 dias de tratamiento usando: Membrana de
PVA/PLA, EAMC, EEMS, EAMS, EEAM, EAAM, Membrana de PVA/PLA + EAMC,
Membrana de PVA/PLA + EEMS, Membrana de PVA/PLA + EAMS, Membrana de
PVA/PLA + EEAM, Membrana de PVA/PLA + EAAM. Se realizaron dos tinciones
diferentes a los cortes de las biopsias Hematoxilina- Eosina (H&E) y Tricromico de
Masson (TM), ésta Ultima especialmente para la identificacién de fibras de colageno.
Todas las heridas se compararon con un control negativo haciendo uso solamente
de agua desionizada (35ul) y un control positivo (Gasa Italdermol®) como se

observa en la Figura 44 y 45.
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Figura 42. Corte histolégico del tejido control negativo.
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A) Reconstruccién del corte de tejido tefiido con H&E a 10 x. B) Se muestra un segmento del tejido
tefiido con H&E y TM respectivamente a 10x. Control negativo (C-): 35uL de agua desionizada estéril

con aplicacion diaria. Se identifican las siguientes estructuras: ™ Vaso sanguineo. ™ Fibras de

colageno.  Foliculo piloso. ¥ Queratina. * Glandula sebacea.

Figura 43.Corte histolégico del tejido control positivo.

A) Reconstruccién del corte de tejido tefiido con H&E a 10 x. B) Se muestra un segmento del tejido
tefiido con H&E y TM respectivamente a 10x. Control positivo(C-): 1 cm? de Gasa ltaldermol ® con
aplicacion Unica. Se identifican las siguientes estructuras: ™ Vaso sanguineo.™ Fibras de colageno.
% Queratina.A Papilas dérmicas.

La Figura 46A corresponde a una reconstruccion del corte de piel tratada con la
membrana de PVA/PLA realizada por electrohilado, en donde se puede observar en
los extremos izquierdo y derecho tejido original, al centro la seccion de tejido
remodelado caracteristico por una discontinuidad de la epidermis y dermis papilar.
En el panel B se revela un segmento del corte original con un mayor acercamiento
con dos tinciones H&E y TM respectivamente. La observacion de este segmento
nos reveld la presencia detritus propios de los polimeros (PVA y PLA) que
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componen la membrana, una cantidad mayor de vasos neoformados en
comparacion con los controles negativo y positivo (Figura 44y 45), ademas de
eritrocitos dentro de éstos; respecto al area de tejido recién remodelado se
distinguen foliculos pilosos y gldndulas sebaceas a nivel de la dermis, sin embargo,

se observa la presencia aun de costra.

Figura 44. Corte histolégico del tejido tratado con membrana de PVA/PLA.

A) Reconstruccion del corte de tejido tefiido con H&E a 10 x. B) Se muestra un segmento del tejido
teflido con H&E y TM respectivamente a 10x. Tratamiento: 1 cm? de membrana de PAV/PLA con

aplicacion Unica. Se identifican las siguientes estructuras: ™ Vaso sanguineo.™ Fibras de colageno.

¥ Queratina.  Foliculo piIoso.*GIénduIa sebacea. (C) Costra. O Detritus.

En lo que respecta a la herida tratada con extracto acuoso al 4% obtenido por el
método convencional (EAMC) (Figura 47) se observa en comparaciéon con el control
negativo (Figura 44) una zona de tejido remodelo con abundante queratina
relacionada con la presencia de una epidermis continua y de bordes regulares; asi
también, se observa una dermis papilar definida y foliculos pilosos en conjunto con
glandulas sebaceas; respecto a la angiogénesis se observa un nivel menor en

comparacién con el control negativo y positivo.

66



Figura 45. Corte histologico del tejido tratado con extracto acuoso por método convencional
(EAMC).

A) Reconstruccion del corte de tejido tefiido con H&E a 10 x. B) Se muestra un segmento del tejido
tefiido con H&E y TM respectivamente a 10x. Tratamiento: 35 pL de extracto al 4%p/v con aplicacion

diaria. Se identifican las siguientes estructuras: ™ Vaso sanguineo. ™ Fibras de colageno. %

Queratina. A Papilas dérmicas.  Foliculo piloso.

La Figura 48A corresponde a una reconstruccion de un corte del tejido tratado con
el extracto etandlico obtenido con el equipo Soxhlet (EEMS), en donde se observa
el tejido en remodelacion en medio de tejido original, las imagenes 48B exhiben un
hundimiento del tejido remodelado respecto a la continuidad de la piel no lesionada,
sin embargo se puede observar presencia moderada de queratina en la superficie y
de igual manera una angiogénesis presente; por otro lado, se observan foliculos
pilosos, pero no glandulas en la dermis remodelada, ni papilas dérmicas definidas.
La fotografia de la herida al dia 14 como se muestra en el panel B de la Figura 43

confirma una remodelacién incompleta debido a la presencia de la costra.
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A)

1§
Figura 46. Corte histolégico del tejido tratado con extracto etandlico con equipo Soxhlet
(EEMS).
A) Reconstruccion del corte de tejido tefiido con H&E a 10 x. B) Se muestra un segmento del tejido

tefiido con H&E y TM respectivamente a 10x. Tratamiento: 35 pL de extracto al 4%p/v con aplicacion

diaria. Se identifican las siguientes estructuras: ™ Vaso sanguineo. ™ Fibras de colageno. %

Queratina.  Foliculo piloso.

Por su parte en el corte histolégico de la herida tratada con el extracto acuoso
obtenido con el equipo Soxhlet (EAMS) (Figura 49) se visualiza una zona central en
remodelacion con epidermis continua y de bordes regulares. En las imagenes del
panel B se observa notoriamente la formacion de vasos sanguineos de pequefio
calibre, un foliculo piloso junto con su glandula sebacea cercano al area superficial
remodela. Visualmente la herida se ve de un mejor aspecto en su proceso de
cicatrizacion en comparacion con el control negativo (Figura 43B EAMS).
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A)

Figura 47. Corte histolégico del tejido tratado con extracto acuoso con equipo Soxhlet
(EAMS).

A) Reconstruccion del corte de tejido tefiido con H&E a 10 x. B) Se muestra un segmento del tejido
tefiido con H&E y TM respectivamente a 10x. Tratamiento: 35 pL de extracto al 4%p/v con aplicacion

diaria. Se identifican las siguientes estructuras: ™ Vaso sanguineo. ™ Fibras de colageno. ¥

Queratina.  Foliculo piIoso.*GIénduIa sebacea.

En la Figura 50A se presenta el corte del tejido tratado con el extracto etandlico
asistido por microondas (EEAM), la observacion de las tinciones reflejo una
epidermis continua y con bordes regulares, de igual manera se presenta queratina
en cantidades moderadas. No hay presencia de infiltrado inflamatorio, por lo que se
observa una dermis papilar y reticular remodelada. Se visualiza una presencia de
vasos neoformados, foliculos pilosos y glandulas sebaceas mayor al control
negativo y positivo (Figura 44 y 45). La fotografia que se observa en la Figura 43B

EEAM, comprueba la condicion histologica final de la remodelacion.
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A)

Figura 48. Corte histolégico del tejido tratado con extracto etandlico asistido por microondas
(EEAM).

A) Reconstruccién del corte de tejido tefiido con H&E a 10 x. B) Se muestra un segmento del tejido

tefiido con H&E y TM respectivamente a 10x. Tratamiento: 35 pL de extracto al 4%p/v con aplicacion
diaria. Se identifican las siguientes estructuras: ™ Vaso sanguineo. ™ Fibras de colageno.

Foliculo piloso. * Glandula sebacea, ¥ Queratina.

Por otro lado, el corte del tejido tratado con el extracto acuoso asistido por
microondas (EAAM) que se presenta en la Figura 51A, mostré mejores resultados
histolégicos que los controles (C- y C+) (Figura 44 y 45). De igual manera el efecto
fue positivo en la cicatrizacién de la herida que el extracto etanélico por la misma
técnica de extraccion (EEAM), histolégicamente se observa en la Figura 51B vasos
sanguineos precisos, fibras de colageno recién sintetizadas y en proceso de
diferenciacion, ademas de foliculos pilosos con sus respectivas glandulas
sebaceas, también es importante mencionar que se mira una continuidad regular y
definida de la epidermis, asi como queratina presente. En lo que respecta a la
dermis se observan ligeramente papilas dérmicas. Visualmente la fotografia de la

herida es de una progresién efectiva versus los controles (Figura 43B EAAM).
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Figura 49. Corte histolégico del tejido tratado con extracto acuoso asistido por microondas
(EAAM).
A) Reconstruccion del corte de tejido tefiido con H&E a 10 x. B) Se muestra un segmento del tejido

tefiido con H&E y TM respectivamente a 10x. Tratamiento: 35 pL de extracto al 4%p/v con aplicacion
diaria. Se identifican las siguientes estructuras: ™ Vaso sanguineo. ™ Fibras de colageno.  Foliculo

piloso. * Glandula sebacea. $Queratina.

La observacion histoldgica de las tinciones de lesiones tratadas con la combinacion
de la membrana PVA/PLA y cada uno de los extractos evaluados arrojo6 lo siguiente.
Respecto a la aplicacién de la membrana PVA/PLA en conjunto con el extracto
acuoso obtenido por método convencional (EAMC) en la herida (Figura 52), se
observo histolégicamente en comparaciéon con los controles (C- y C+) (Figura 44 y
45), especialmente lo que respecta a la epidermis; se tiene una incompleta
continuidad por la presencia de la costra. La presencia de queratina es en menor
proporcién en comparacion con los controles, asi mismo se observan detritus
propios de los polimeros de la membrana de PVA/PLA, se observan vasos
sanguineos de pequefio calibre en fase inicial de formacion; por ultimo, no se
visualizan foliculos pilosos, ni glandulas sebaceas. En relacion con la fotografia de
la Figura 43C (MEMBRANA DE PVA/PLA + EAMC) el proceso de cicatrizacién se
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ve con un retraso en la caida de la costra y falta de anexos cutaneos en comparacion
con los controles y el uso de Unicamente el extracto (EAMC), sin embargo, la

organizacion del tejido de granulacion es adecuada.

Figura 50. Corte histologico del tejido tratado con membrana de PVA/PLA mas extracto
acuoso por método convencional (EAMC).

A) Reconstruccion del corte de tejido tefiido con H&E a 10 x. B) Se muestra un segmento del tejido
tefiido con H&E y TM respectivamente a 10x. Tratamiento: membrana de PVA/PLA aplicacién Gnica
+ 35 pL de extracto al 4%p/v con aplicacion diaria. Se identifican las siguientes estructuras: ™ Vaso

sanguineo. ™ Fibras de colageno. ¥ Queratina. O Detritus. (C) Costra. A Papilas dérmicas.

Siguiendo con la combinacion de membrana mas extracto, se presenta en la Figura
53 las imagenes histoldgicas de las tinciones de la herida tratada con la combinacion
de la membrana PVA/PLA mas el extracto etandlico obtenido con el equipo Soxhlet
(EEMS), las observacion determina una abundante presencia de vasos sanguineos
neoformados , presencia notable de queratina y una continuidad aceptable de la

epidermis, asi también, la dermis papilar se observa definida seguida por la dermis
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reticular con gran cantidad de fibras de colageno recién sintetizadas, finalmente se
presentan unidades pilosebaceas. La fotografia de esta herida al dia 14 como se
muestra en la Figura 43C (Membrana de PVA/PLA + EEMS), presenta una costra
deshidratada lo que en comparacion con los controles es un progreso visualmente

mejor.

A)

B)

Figura 51. Corte histologico del tejido tratado con membrana de PVA/PLA mas extracto
etandlico con equipo Soxhlet (EEMS).

A) Reconstruccién del corte de tejido tefiido con H&E a 10 x. B) Se muestra un segmento del tejido
tefiido con H&E y TM respectivamente a 10x. Tratamiento: membrana de PVA/PLA aplicacién Gnica

+ 35 pL de extracto al 4%p/v con aplicacion diaria. Se identifican las siguientes estructuras: ™ Vaso

sanguineo. ™ Fibras de colageno. ¥ Queratina. * Foliculo piIoso.*GIénduIa sebéacea.

La observacion de la Figura 54 perteneciente al corte histoldgico del tejido tratado
con la membrana PVA/PLA mas el extracto acuoso obtenido con el equipo Soxhlet
(Membrana de PVA/PLA + EAMS), arrojo la visualizacién de detritus poliméricos

pertenecientes al PVA y PLA de la membrana, mismos que retrasan el proceso de
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remodelacion de la continuidad de la epidermis, a pesar de esto, se observa la
presencia de un gran niamero de vasos sanguineos con eritrocitos dentro de estos.

Paralelamente se identificaron unidades pilosebaceas y fibras de colageno.
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Figura 52. Corte histoldgico del tejido tratado con membrana de PVA/PLA mas extracto
acuoso con equipo Soxhlet.

A) Reconstruccion del corte de tejido tefiido con H&E a 10 x. B) Se muestra un segmento del tejido
tefiido con H&E y TM respectivamente a 10x. Tratamiento: membrana de PVA/PLA aplicacién Gnica

+ 35 pL de extracto al 4%p/v con aplicacion diaria. Se identifican las siguientes estructuras: = Vaso

sanguineo. ™ Fibras de colageno. ¥Queratina. * Foliculo piloso. * Glandula sebacea. A Papilas

dérmicas. O Detritus.

De igual manera podemos describir la Figura 55 que es el corte histolégico del tejido
tratado con la membrana PVA/PLA mas el extracto etandlico asistido por
microondas (Membrana de PVA/PLA + EEAM), el panel B podemos apreciar una
disposicion de fibras de colageno que suponen una aparicion en orientacion de
extremos al centro, unidades pilosebaceas y una gran presencia de vasos
sanguineos recién formados, de igual forma, una moderada presencia de queratina.
Sin olvidar que la remodelacion de la epidermis y dermis sucedié de manera normal
y completando la continuidad del tejido. La conformacion estructural remodelada

gue se presenta en la imagen histologica se corrobora con la fotografia presente en
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el panel C de la Figura 43, en la cual se puede observar una ligera tonalidad rosacea

propia del tejido de granulacion, sin presencia de costra y proceso inflamatorio.

»

A

Figura 53. Corte histoldgico del tejido tratado con membrana de PVA/PLA mas extracto
etandlico asistido con microondas (EEAM).

A) Reconstruccién del corte de tejido tefiido con H&E a 10 x. B) Se muestra un segmento del tejido
tefiido con H&E y TM respectivamente a 10x. Tratamiento: membrana de PVA/PLA aplicacion Gnica

+ 35 pL del extracto al 4%p/v con aplicacion diaria. Se identifican las siguientes estructuras: ™ Vaso

sanguineo. ™ Fibras de colageno. ¥ Queratina. * Foliculo piloso.* Glandula sebacea.

Por ultimo, como se analiza en la Figura 56 que corresponde al corte histologico del
tejido tratado con la membrana PVA/PLA mas el extracto acuoso asistido por
microondas (Membrana de PVA/PLA + EAAM), las tinciones de H&E y TM
resaltaron la presencia de una remodelacién continua y regular de la epidermis con

presencia de queratina en la superficie, el proceso de angiogénesis se confirmé
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debido a la presencias de vasos sanguineos neoformados, si bien la cantidad de
foliculos pilosos y glandula sebaceas nos son iguales al tejido original se observa

la presencia de estos.
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Figura 54. Corte histoldgico del tejido tratado con membrana de PVA/PLA mas extracto
acuoso asistido por microondas (EAAM).

A) Reconstruccion del corte de tejido tefiido con H&E a 10 x. B) Se muestra un segmento del tejido
tefiido con H&E y TM respectivamente a 10x. Tratamiento: membrana de PVA/PLA aplicacién Gnica

+ 35 L del extracto al 4%p/v con aplicacion diaria. Se identifican las siguientes estructuras: ™ Vaso

sanguineo. ™ Fibras de colageno. ¥ Queratina.”* Foliculo piloso. * Glandula sebacea.

Es importante mencionar que todos los extractos se realizaron en una concentracion
de 4% y se efectud la aplicacién de 35ul de cada uno diariamente en su respectiva
herida, también se menciona que los extractos de solvente etanol fueron
reconstituido en agua desionizada para su aplicacion en las heridas, con esto, evitar

una variable en los resultados debido al etanol.
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7.8.1 Resultados de la cuantificaciéon de fibras de colageno.

La cuantificacion de la presencia de fibras de colageno (azul intenso) se llevé a cabo
mediante el software gratuito de cédigo abierto Orbit Image Analysis que mediante
su protocolo establecido “cuantificacion de tejidos” se analizaron las imagenes
pertenecientes a las tinciones de Tricromico de Masson, proporcionando los
siguientes resultados plasmados en la Tabla 7. Arrojando el mayor porcentaje de
fibras de colageno el extracto acuoso por método convencional (EAMC) con 72.91%
por arriba de los controles.

Tabla 7. Cuantificacion de fibras de colageno.

Tratamiento Fibras de colageno %
Control negativo (Agua desionizada esteéril). 46.21%
Control positivo (Gasa Italdermol ®). 49.71%
Membrana de PVA/PLA. 43.15%
Extracto acuoso por método convencional (EAMC). 72.91%
Extracto etanodlico por método de Soxhlet (EEMS). 63.97%
Extracto acuoso por método de Soxhlet (EAMS). 66.12%
Extracto etandlico asistido por microondas (EEAM). 58.68%
Extracto acuoso asistido por microondas (EAAM). 64.80%
Membrana de PVA/PLA + EAMC 61.87%
Membrana de PVA/PLA + EEMS 50.00%
Membrana de PVA/PLA + EAMS 68.30%
Membrana de PVA/PLA + EEAM 54.09%
Membrana de PVA/PLA + EAAM 55.22%

7.9 Resultados del analisis estadistico.

Inicialmente se realizé el andlisis descriptivo de la variable (area en mm?) por dia
de cada uno de los tratamientos y controles mediante el software estadistico IBM
SPSS Statistics (IBM Corp., 2013) como se observa en la Tabla 11 del Anexo 2.
EL andlisis de varianza de una via (ANOVA) tomando como significativo un valor de
p<0.05, mostré diferencias significativas para los dias 1, 3, 5, 6, 7, 8 9, 10,11, 12,
13 y 14 como se muestra en la Tabla 12 del Anexo 2. Paralelamente se efectud la
prueba post Hoc de Tukey; la cual mostré diferencias significativas entre las medias

de las areas de ciertos tratamientos comparados con los controles. Lo cual, esto
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nos facilitdé para identificar a los tratamientos que mostraron una diferencia de
medias no significativa, relacionado a un efecto mejor en el proceso de cicatrizacion
en comparacion con los controles. En la Tabla 10 se muestra por columnas los
subgrupos de medias iguales, formados de los resultados de la prueba Tukey. La
cual nos muestra que los tratamientos EAMC, EEAM, EAAM, M+EAMS, M+ EEAM
y M+EAAM presentan una media del area para el dia 14 menor en comparacion con
los controles (C- y C+), coincidiendo este resultado con los andlisis histolégicos y
morfolégicos de las heridas. Es importante aclarar que la prueba Tukey no arroj6
como significativo (p<0.05) la comparacion de medias entre tratamientos que
presentaron una similitud o menor diferencia de medias, sin embargo, esto reafirma
que los tratamientos antes mencionados presentan una mejor eficacia siendo las

medias de los tratamientos menor que los controles utilizados (Tabla 10).

Tabla 8. Conjunto de datos homogéneos.

DIA 14

HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N 1 2
EAMC 2 0.000000
EEAM 2 0.000000
EAAM 2 0.000000
M+EAMS 2 0.248500
M+EEAM 2 0.278000
M+EAAM 2 0.555000
Control Positivo 2 1.409000
M+EEMS 2 1.536000
M+EAMC 2 1.683000
Control Negativo 2 2.286500
EAMS 2 3.532500
EEMS 2 9.599000
Membrana 2 11.679500
Sig. 0.137 0.734

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

78



a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 2.000. Las cifras
en negritas representan la media de area de la herida segun el tratamiento
gue son menores a los controles o incluso tienen un valor igual a cero.

La comparaciéon de la distribucién de las medias de cada grupo (tratamiento)
respecto a los controles nos demuestra que; los tratamientos EAMC, EEAM, EAAM,
M+EAMS, M+EEAM y M+EAAM se posicionaron con valores de su media por

debajo de los valores del control negativo y positivo (Figura 59).
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Figura 57. Grafico de medias en el dia 14.
Se observa la distribuciéon de las medias de area en mm?2 de la herida en el dia 14 para cada
tratamiento y controles. Membrana: membrana de PVA/PLA, EAMC: Extracto acuoso por método
convencional, EEMS: Extracto etandlico con equipo Soxhlet, EAMS: Extracto acuoso con equipo
Soxhlet, EEAM: Extracto etandlico asistido por microondas y EAAM: Extracto acuoso asistido por

microondas.
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8 Discusion.

El proceso de cicatrizacion de heridas es complejo y estan involucrados multiples
eventos celulares, fisiolégicos y bioquimicos que trabajan de manera sincronica
para finalizar con éxito la reparacion del tejido lesionado. En condiciones fisiologicas
y en un individuo sano este proceso transcurre eficientemente; sin embargo, ocurren
alteraciones por factores internos y/o externos del organismo que modifican su
duracion y evolucién, ocasionando alteraciones en el proceso de cicatrizacion
(Brunicardi et al., 2011). Cuando la reparacion del tejido va errbneamente en alguna
fase origina dos posibles resultados, ya sea la presencia final de una cicatriz
gueloide o la evolucién a una herida crénica, misma que puede empeorar y llegar a
amputaciones o en condiciones desfavorables la muerte.

Las heridas sin importar la causa repercuten negativamente en el desempefio fisico,
estado emocional y principalmente se ve afectado el estado econémico del paciente
y del sistema de salud por los costos que se originen para su adecuado tratamiento.
En México, segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de la edicion del 2018
se menciona que los accidentes son la causa primordial de discapacidad, alrededor
de 6.9 millones de personas sufrieron una lesién accidental no fatal lo que repercute
en la generacion de altos gastos para el sistema de salud y para las familias, lo que
equivale en un costo mensual del 1.8 y 3.5 % de producto interno bruto en términos
monetarios es aproximadamente 13,690,000.00 MXN (INEGI & Instituto Nacional
de Salud Publica, 2018). Asimismo, existen pocos estudios sobre epidemiologia de
heridas y los costos que se generan en México; sin embargo, Vela y colaboradores
en 2018 afirman en su estudio que un 66.2% de las lesiones afectan a las
extremidades inferiores lo que inhabilita la capacidad motriz de las personas,
repercutiendo en su desarrollo laboral y personal. Por otra parte, en cuanto al gasto
mensual que el sector salud gener6 en 2018 por la intervencién de heridas agudas
y cronicas es de 17,520,599.65 MXN en el area ambulatoria y de 389,975,080 en el
area hospitalaria (Vela et al., 2018).

Tomando en consideracion los anteriores aspectos la comunidad de cientificos se

han inclinado a la indagacién e implementacién de nuevas alternativas de productos
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gue ayuden a la cicatrizacion de las heridas, esto mediante pruebas ya sea in vitro
y/lo in vivo. Con base en estudios, se sabe que las plantas son reconocidas
ampliamente en la medicina tradicional y en civilizaciones antiguas como una fuente
de principios activos, frente a distintos patdgenos, células, padecimientos, etc. Se
han estudiado y reportado como una fuente de agentes terapéuticos debido a los
beneficios que han demostrado tener en mdultiples afecciones (Budovsky et al.,
2015; Voudouri & Tesseromati, 2013).

Especialmente en la cicatrizaciébn de heridas, se ha visto que los compuestos
guimicos que se han identificado en las plantas, en especial la Calendula officinalis
L. actian en una o mas etapas de dicho proceso, estos metabolitos pertenecen a
las familias de los taninos, flavonoides, saponinas, triterpenos, alcaloides entre otros
(Butnariu & Coradini, 2012; Kishimoto et al., 2005; Lastra Valdés & Piquet Garcia,
1999; B. P. Muley et al.,, 2009). En lo particular Ghosh y Gaba analizaron
propiedades en la cicatrizacion de compuestos vegetales, incluidos los flavonoides,
quinonas, &cidos fendlicos, fenilpropanoides, terpenoides, taninos y azlcares,
demostrando que los efectos primordiales de estos compuestos activos de las
plantas estan relacionados con su actividad antimicrobiana, propiedades
antioxidantes y su capacidad para mejorar la proliferacion celular, la produccién de
colageno y la sintesis de ADN (Ghosh & Gaba, 2013).

Actualmente, en la ingenieria tisular se ha empleado el estudio de los biopolimeros
y la fabricacién de andamios dirigidos a la regeneracion tisular, que ha permitido la
creacion de un area de investigacidon basada en el uso de las propiedades
cicatrizantes de las plantas en sinergia con andamios creados con biomateriales
existentes en el &mbito biomédico, se ha descrito en una revision anterior que los
andamios son biocompatibles y de naturaleza biodegradable que actiian como un
material de apdsito para la cicatrizacion de heridas; ademas, desempefian un papel
esencial brindando una base que permite el suministro de diversos factores
asociados a la supervivencia, proliferacion y diferenciacion celular (Chaudhari et al.,
2016).

Debido a lo anteriormente descrito, en este estudio se evalud el efecto cicatrizante

de los extractos acuosos y etandlicos de flores de la planta Calendula officinalis L.

81



perteneciente a la familia Asteraceae, obtenidos mediante tres técnicas: extraccion
con el método convencional, extraccion con equipo Soxhlet y extraccion asistida por
microondas (MAE). Hoy en dia, esta planta se cataloga como planta medicinal y
reconocida por la Agencia Europea de Medicamentos (por sus siglas en ingles
EMA), también por la Cooperativa Cientifica Europea sobre Fitoterapia (ESCOP) y
la Organizaciéon Mundial de la Salud (WHO); todas estas instituciones incluyen a la
C. officinalis L. dentro de sus monografias, indicando su uso en el tratamiento de
heridas en piel. (ESCOP, 2019; European Medicines Agency, 2018; World Health
Organization, 2010).

Por lo tanto, primero se realizé la obtencion de los extractos acuosos y etandlicos
de flores de C. officinalis L. mediante las tres técnicas mencionadas anteriormente;
a pesar de que el objetivo no fue comparar las extracciones es importante
mencionar que presentan ventajas y desventajas cada una de las respectivas
técnicas.

La técnica de extraccion por Soxhlet si bien es una técnica quimica estandarizada
requirio de minimo 3 a 4 horas, mismo tiempo en el cual la extraccion resultante
estd en constante calentamiento lo cual podria alterar la composicion de los
compuestos quimicos sensibles a altas temperaturas y esto, repercutir en el efecto
de los extractos en la progresibn de la cicatrizacion. De igual modo, los
requerimientos de cantidad de solvente y material vegetal son de mayor cantidad y
el rendimiento es menor. Esta idea coincide con lo encontrado en un estudio actual;
en el cual, compararon tres tipos de extractos etandlicos de flor de C. officinalis L.,
extraccion con solvente en agitacién (1:10), extraccién asistida por ultrasonido y
extraccion con equipo Soxhlet ( 10% p/v), posterior a una identificacion y analisis de
carotenoides , concluyeron que la técnica en Soxhlet no es adecuada por la
descomposicion de compuestos termosensibles, ya que la cantidad de compuestos
(carotenoides) en la extraccion fue muy baja en comparacion con las demas

técnicas (Rojas Bedoya et al., 2020).

En lo que respecta a la extraccidon asistida por microondas (MAE), fue una de las

técnicas mas rapidas y practicas de realizar, la cantidad de material vegetal y
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solvente utilizado fue mucho menor; asi bien, en términos de ahorro de material y
productividad por la reduccién del tiempo empleado en comparacion con la técnica
de Soxhlet, se puede decir que esta técnica es mucho mejor. Diversos estudios
concuerdan con las ventajas como, reduccion de tiempo, calentamiento répido,
menor volumen de disolvente; sin embargo la eficacia de MAE depende en mayor
parte de las condiciones de operacion y los parametros que afectan los mecanismos

de extraccion y el rendimiento (A. Guntero et al., 2017).

Y finalmente el método convencional es similar a una infusion; suele ser la técnica
de extraccion solido-liquido mas utilizada por la comunidad en general para utilizar
las plantas medicinales, no requiere de equipo sofisticado pero si es de importancia
la temperatura y el tiempo de contacto entre el material vegetal y el solvente; pero
en definitiva, el tiempo empleado es menor en comparacion con la técnica con
Soxhlet; como se comenta en diversos estudios comparativos de las diferentes
técnicas de extraccion es muy adecuada en términos de rapidez, economia y
practicidad (Ghosh & Gaba, 2013). Es bien sabido que temperaturas mas altas a
veces aceleran el proceso de extraccion por infusion y generalmente cuanto mas
alta es la temperatura, mas rapido y completo es el proceso y mas alta es la
concentracion del extracto. El aumento de velocidad se debe, entre otras cosas, a
una menor viscosidad cuando se usa un solvente liquido; aunque, este aumento de
temperatura podria producir el deterioro quimico del producto; en otras palabras,
para cualquier producto dado, existe una temperatura o rango de temperatura
optima (Chang-Diaz, 1989).

Los estudios sobre flavonoides por espectroscopia han revelado que la mayoria de
estos compuestos exhiben dos bandas de absorcion principales: la banda | (320-
385 nm) representa la absorcién del anillo B, mientras que la banda Il (250-285 nm)
corresponde a la absorcion del anillo A (S. Kumar & Pandey, 2013; Yao et al., 2004).
Los extractos EAMC, EEMS y EAMS analizados, mostraron en sus espectros UV-
VIS dos bandas se absorcion, una menor a 300 nm de longitud de onda que es

caracteristica del anillo aromético A de los flavonoides mejor conocida como banda
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Il'y otra mayor a 300 nm que se presenta para el anillo aromético B igual conocida
como banda | para los flavonoides; sin embargo, la amplitud y longitud de las ondas
varian entre estos extractos; por lo cual, existen una amplia variedad dentro de la
familia de flavonoides que pueden estar en cada uno de los extractos de manera
especifica. Para el caso de los espectros UV-VIS de los extractos EEAM y EAAM
se observaron un mayor numero de picos de absorcion en comparaciéon con los
demds extractos, esto sugiere la presencia de mayor cantidad de compuestos
extraidos debido posiblemente a la técnica asistida por microondas ya que los
solventes utilizados (agua desionizada estéril y etanol) fueron los mismos en las
demas extracciones y como se comenta en un estudio; utilizando la técnica de MAE
se logra un mayor rendimiento de extraccion en un menor tiempo, sin olvidar que ha
sido una técnica revolucionaria e innovadora (A. Guntero et al., 2017; Chaturvedi,
2018; Xiong et al., 2016). La presencia de acidos fendlicos concuerda con un estudio
en el cual analizaron un extracto etandlico de flores de C. officinalis L. al 2.5% p/v
encontrando ondas de absorcion antes de los 350 nm, confirmando la presencia de
compuesto fendlicos (Pérez, 2014), por otro lado un analisis mas completo mediante
HPLC reveld la presencia de compuestos como catequina, acido galico a 280 nm,
resveratrol a 303 nm, acido ferdlico, acido cafeico y acido clorogénico a 330 nm y
quercetina y rutina a 360 nm de un macerado acuoso al 10% de flores de Calendula
officinalis L. (Blaga, 2017). Rosas y colaboradores demostraron mediante TLC y
HPLC la presencia de compuestos fendlicos como: acido ferulico, acido cumarico

acido, acido cafeico, acido galico, vainillina, catequina, quercetina y rutina, siendo

éste ultimo el mas abundante (Hernandez-Rosas et al., 2018).

Diferentes investigaciones han publicado sobre el potencial antioxidante de C.
officinalis L., por ejemplo, el extracto hidroalcohélico al 10% p/v de flor de
C.officinalis demostrd reducir in vitro el radical DPPH dependiente de la dosis
(Fonseca et al., 2010). Los extractos de metanol y acetato de etilo
de flores presentaron una actividad de eliminacion de radicales DPPH aceptable
(Ercetin et al., 2012). Sin embargo, en nuestro estudio, el extracto acuoso de flores

de C. officinalis L. por método convencional (125.2 + 32.7 %) mostrd el porcentaje
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mas alto de captacion del radical DPPH (Tabla 5), sin embargo, los valores no fueron
diferentes estadisticamente en comparacion con los demas extractos. La propiedad
de eliminar radicales de los extractos usualmente esté relacionada con la presencia
de los antioxidantes y dependiendo de la solubilidad se presentan o no en los
extractos. Como tal, se ha demostrado que la rutina, la nicotiflorina y la
isoquercitrina, se presentan en concentraciones mas altas en la flor de C. officinalis
L. eliminan los radicales libres (Preethi et al., 2006). Por otra parte, Petkova et al.,
anuncié la presencia de las propiedades antioxidantes de una infusién y decoccién
de flores de C. officinalis L. analizado mediante distintos métodos quimicos (DPPH,
ABTS, FRAP y CUPRAC), describiendo que los extractos acuosos exhibieron una
eficacia moderada (PETKOVA et al., 2020). Otro estudio encontré una actividad
antioxidante significativa de una hidrodestilacion al 20% p/v asistida por microondas
de flores de C. officinalis L. a través de ensayos ABTS y DPPH (Ourabia et al.,
2019). Pires y colaboradores determinaron al extracto hidroalcohdlico de flores de
C. officinalis L. al 3.33% p/v con capacidad antioxidante superior a infusiones al 1%
p/v (Pires et al., 2018). Asimismo, en 2018 el analisis de un extracto etandlico (70%)
al 5% p/v de flores liofilizadas de Calendula officinalis L. arrojo un porcentaje de
81.12 + 2.09 de captacion del radical DPPH (Hernandez-Rosas et al., 2018), una
cifra. menor en comparacion a lo encontrado en este estudio. Estos hallazgos
podrian sugerir que los solventes alcohdlicos son Utiles para la preparacién de
nuevos productos de Calendula officinalis L. con la intencibn de aumentar la
propiedad antioxidante de los compuestos; ademas, nuestro estudio aportd que los
extractos acuosos y etandlicos al 4% p/v tienden a presentar el porcentaje similar
pudiendo competir entre ellos. Cabe mencionar que el rol primordial de los oxidantes
en la aparicién, progresion y exacerbacion de enfermedades humanas ha
propiciado que la determinacion e identificacién de antioxidantes sea crucial para el
desarrollo de nuevos farmacos. En cierto modo, la capacidad de una molécula para
exhibir un antioxidante, asi como para interactuar con otras vias biologicas es una
estrategia terapéutica atractiva. La diferencia de nuestros resultados de capacidad
antioxidante en comparacién con los demas estudios podria deberse al tipo y

polaridad de los disolventes extractores utilizados en este trabajo, asi como
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variabilidad por la utilizacion de diferentes técnicas de extraccion. En efecto, como
se informa la polaridad del solvente juega un papel clave en las actividades
biolégicas atacando en la solubilidad de los compuestos objetivo (Ourabia et al.,
2019).

En lo que respecta al contenido de compuestos fendlicos totales (CFT), el valor mas
alto lo obtuvo el extracto EEAM, seguido por EAMC, EAAM, EEMS vy finalmente
EAMS. Un estudio previo informé que el extracto de metanol de la flor de Calendula
officinalis L. poseia el mayor contenido de fendlicos en comparacion con las hojas
(Ercetin et al., 2012). Se menciona, con base en los resultados que la extraccion de
compuestos fendlicos de Calendula officinalis L. esta influenciada por el solvente
utilizado y también influye el mecanismo de extraccion. Se ha observado que, a
mayor polaridad del disolvente de extraccion, mayor cantidad de compuestos
fendlicos extraidos (Gamez-Meza et al., 1999). Por ultimo, el andlisis de una
variedad llamada Plamen de Calendula officinalis L. demostré un valor de CFT en
el andlisis del extracto etandlico de 1.49mg EAG/ml (Butnariu & Coradini, 2012), un
valor menor al obtenido en este estudio. Distintos son los autores que mencionan
sobre diferentes niveles de compuestos totales en las diferentes partes de C.
officinalis L. (Bekdeser, 2019; Escher et al., 2019). Las variaciones de CFT entre
articulos podria deberse por la variacion de factores climaticos, geograficos y
genéticos, pero en términos basicos Calendula officinalis L. se considera una
materia prima potencial para componentes bioactivos (Ak et al., 2020; Ercetin et al.,
2012; Ourabia et al., 2019; Rojas Bedoya et al., 2020).

Los analisis mediante SEM de la membrana de PVA/ PLA demostraron la
organizacién de fibras de distintos diametros entrecruzadas, las cuales formaron la
estructura total de un andamio que podria actuar como soporte estructural para la
proliferacion, adhesion de los fibroblastos, mimetizando la MEC vy el intercambio de
nutrientes. Sustentando lo anterior, existe informacion sobre el enfoque novedoso
gue es la sintesis de PLA recubierta con PVA como un andamio que ayuda en la

proliferacion de osteoblastos (Abdal-Hay et al., 2015). Ademas, un estudio revelo la
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utilizacién del electrohilado para crear fibras coaxiales a partir de los polimeros PLA
y PVA, aunque, a diferencia de nuestro estudio estos andamios se probaron en la
recuperacion de tejido 6seo alveolar siendo exitosos, ademas demostraron que
presenta los beneficios hidrofilicos del PVA y las atractivas propiedades bioldgicas
del PLA. (Alharbi et al., 2018; da Silva et al., 2019). Igualmente, las nano fibras
electrohiladas se han propuesto y estudiado como posibles andamios para la
ingenieria de tejidos debido a que presentan la posibilidad de mimetizar la estructura
y funciones de la MEC, teniendo en cuenta la morfologia y distribucién de las fibras
(Xue et al., 2017). La estructura de entramado de la membrana obtenida en este
estudio se asemeja a lo elaborado por Narayanan y colaboradores, ellos fabricaron
nanofibras electrohiladas con PVA y grafeno (GRGO) mismas que obtuvieron
resultados positivas en pruebas de biocompatibilidad, viabilidad y proliferacién de
fibroblastos (Narayanan et al., 2020). En general, las nanofibras electrohiladas
presentan muchas de las propiedades deseables de un apédsito para heridas
efectivo, como la proteccién contra estimulos mecénicos y la disposicion de un
excelente intercambio gaseoso, por lo que en definitiva es esencial investigar y
optimizarlas.

Las pruebas de adherencia plaquetaria realizadas a la membrana de PLA y a
fragmentos de polimero (PVA y PLA) demostraron la adhesion y aglomeraciéon de
estructuras, es apresurado afirmar que estas estructuras son plaquetas, ya que,
seria necesario una identificacion con base en su tamafio y morfologia. Podemos
sugerir a partir de estudios que los polimeros utilizados permiten la adherencia de
células, por ejemplo: se observaron propiedades de adhesion y proliferacion de las
células MC3T3-E1 en andamios compuestos de PLA y PVA (Abdal-Hay et al., 2015).
Por su parte, Hernandez y colaboradores encontraron la biocompatibilidad mas alta
entre un andamio de PVA con alginato de sodio electrohilado y fibroblastos
gingivales humanos; ademas, observaron un crecimiento celular en la superficie del
andamio (Hernandez et al., 2020). Con base en esto podemos sustentar que la
membrana permitio la adhesion de células fibroblasticas, endoteliales y permitio su

correcta proliferacion y organizacion en el tejido por remodelarse, mismo que se ve
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reflejado a nivel histolégico en una remodelacion organizada y una mayor

visualizaciéon de vasos neoformados.

Con base en el experimento in vivo con los biomodelos, mismo que fue clave para
determinar el efecto de cada uno de los extractos con la membrana de PVA/PLA.
Catorce dias después del tratamiento con los extractos, membrana de PVA/PLA y
membrana de PVA/PLA mas extractos, se realizd el andlisis macroscopico de la
heridas y su evolucion durante este periodo de tiempo, el cual se demostrd
visualmente un mejor progreso con ayuda del extracto acuoso por método
convencional (EAMC), extracto etandlico y acuoso asistido por microondas (EEAM
y EAAM) ya que el tejido mostr6 una optimizacion en el resultado final de la
cicatrizacion que los propios controles, esto se sustenta en lo que diversos estudios
mencionan respecto a los componentes presentes en la Calendula officinalis L.;
mencionando que las propiedades terapéuticas de Calendula officinalis L. se
atribuyen a la presencia de una gran variedad de sustancias biol6gicamente activas
como terpenoides, flavonoides, carotenoides, aceites volatiles, quinonas vy
aminoéacidos (B. Muley et al., 2009), mismas que se ven implicadas en potenciar la
granulacion y epitelizacion de la piel dafiada, ademas de estimular la sintesis de
glucoproteinas y colageno; y de igual modo, estimulan la angiogénesis en el tejido
dafado (Lopez Luengo, 2003). Otros estudios también sefialaron que el tratamiento
tépico de heridas con Calendula officinalis L. lleva a una reepitelizacion mas rapida
y un aumento de la proliferacion y migracion celular (Fronza et al., 2009; Preethi et
al., 2006).

Si bien dentro de los objetivos de este trabajo no fue determinar qué técnica es la
mas optima, es relevante mencionar que la extraccion asistida por microondas
(MAE) y la extraccion por método convencional produjeron extractos tanto
etandlicos y acuoso que mostraron histolégicamente una cicatrizacion adecuada en
comparacion con el control negativo, y son competitivos ante los resultados que
proporciono el tratamiento del control positivo (Gasa Italdermol®).

Por otra parte, el uso de la membrana de PVA/PLA por si sola, no potencio la

velocidad de cicatrizacion ya que aun en el dia 14 (Figura 43A) se observa la
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presencia de una costra, sin embargo, en la imagen histolégica la capa dérmica se
remodel6 satisfactoriamente, la presencia de una angiogénesis abundante es
relevante en comparacion con el control positivo (Gasa Italdermol), no existe un
proceso inflamatorio agravado que pudiera deberse a los polimeros que conforman
la membrana, los detritus observados se puede justificar como parte de los
mecanismos de eliminacion de residuos ajenos o propios del tejido. La organizacion
de las capas dérmicas y epidérmicas no estan alteradas ni obstruidas por la misma
membrana, a excepcion de la zona donde se ubica la costra, lo que plantea que la
membrana ayuda en el proceso de una organizacion para la proliferacion celular y
de fibras de colageno, pero no favorece en la rapidez del proceso. Este resultado
coincide con lo reportado por Xue y colaboradores, quienes mencionan que para
una adecuada migracion, alineacion celular y organizacion de la MEC es necesario
las nanofibras alineadas uniaxialmente, lo cual coincide con la manera de
organizacion de la nanofibras obtenidas en este proyecto (Xue et al., 2017). Asi
mismo, las nanofibras hibridas electrohiladas 50/50 PCL / PLA con timol un
compuesto fendlico extraido del aceite de tomillo, tuvieron un notable porcentaje de
cierre de heridas de aproximadamente el 92,5% después de un periodo de 14 dias

(Karami et al., 2013). Romero y colaboradores evaluaron membranas de PVAy PLA

con porcentajes y metodologia similar, como Unica diferencia estos autores
afiadieron un extracto acuoso de Ipomoea pauciflora, obteniendo un efecto
significativo en la cicatrizacién de heridas haciendo uso de la membrana. (Romero,
2018).

La concentracion del extracto de Calendula officinalis L. utilizada en un estudio en
2018 fue de 2% v/v en conjunto con una nanofibra electrohilada, pero utilizando el
polimero PCL al 10% ademas de otros componentes, el andamio realizado lo
evaluaron in vitro en pruebas de adhesion e infiltracion de células L929, obteniendo,
gue este andamio con la adicion de Calendual officinalis L. es funcional y presento
diferencias significativas respecto a sus controles (Pedram Rad et al., 2019), lo que
apoya aun mas los resultados obtenidos en nuestro estudio.

Se comprobdé mediante la observacion histologica que la combinacién de la
membrana con los diferentes extractos (EAMS, EEAM y EAMC) origina una
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cicatrizacion a nivel histolégica aceptable, y puede competir con los controles. Por
su parte la membrana de PVA/PLA da una base inicial para la organizacion correcta
de las células y anexos para finalmente eliminarse satisfactoriamente en la mayoria
de las heridas. En lo que respecta a los extractos EAMS, EEAM y EAAM el resultado
se vio reflejado en tanto su uso indivual como en sinergia con la membrana de
PVA/PLA.

La recuperacion de la organizacion de las fibras de coldgeno es esencial en el &rea
lesionada durante la curacion, en el proceso de reparacion, la sintesis de moléculas
(proteoglicanos, acido hialuronico, colageno etc.) y enzimas como las MMP son
esenciales para la recuperacion de la morfologia. Por lo tanto, una forma de evaluar
la actividad curativa de los medicamentos o extractos de plantas es estudiar su
influencia en la sintesis de componentes de MEC (Houghton et al., 2005) En este
estudio se realiz6 una cuantificacion aproximada de la presencia de fibras de
colageno tipo I, el extracto EAMC obtuvo el mayor porcentaje (72.91%) muy por
arriba de los controles coincidiendo con los resultados histoldgicos en donde se
aprecia una restauracion completa de la epidermis y dermis, ademas la imagen de
la evoluciébn de la herida externamente (Figura 44B) demuestra el efecto
procicatrizante. Sin embargo, se necesitarian estudios mas especificos y elaborado
para la determinacion exacta del colageno.

El aporte tecnoldgico es de suma importacion para la investigacion, y en este trabajo
se implementd un equipo de electrohilado disefiado y elaborado en México por
alumnos de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla, teniendo un motivo
importante para el reconocimiento de la tecnologia en México. Compartimos la idea
sobre la necesidad de revalorar la utilizacion de las plantas medicinales, ya que,
segun estimaciones del 80 al 85 % de la poblacién mundial utiliza entre 40.000 a
70.000 especies para la atencion primaria de su salud, ademas las plantas son una
fuente de un nimero elevado de sustancias quimicas puras extraidas utilizadas en
medicina (Wilson & Peter, 1989); sin embargo, en indispensable validar

cientificamente sus propiedades y realizar mas estudios. Por igual es importante, la
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fusion del conocimiento de la medicina tradicional avalada cientificamente con la
tecnologia actualmente al alcance, reconocemos que aun faltan muchos logros en
este ambito de la regeneracion tisular, sin embargo, no estamos lejos de lograr
grandes avances que mejoren sobre todo la calidad de vida de las personas y
aprovechamiento sustentable de la biodiversidad natural de la mano con el avance

cientifico y tecnoldgico.

9 Conclusiones.

Se obtuvieron cincos extractos al 4% plv, tres extractos acuosos y dos extractos
etandlicos empleando tres técnicas distintas a partir de flores de Calendula
officinalis L., los cuales se nombraron como: extracto acuoso por método
convencional (EAMC), extracto etandlico con equipo Soxhlet (EEMS), extracto
etandlico con equipo Soxhlet (EAMS), extracto etandlico asistido por microondas
(EEAM) y extracto acuoso asistido por microondas (EAAM).

El andlisis mediante espectrofotometria UV/Vis demostrd la presencia de
compuesto fendlicos en especial la familia de flavonoides en todos los extractos
evaluados.

Respecto a la cuantificacion de la capacidad antioxidante no se mostraron
diferencias significativas entre los extractos, sin embargo, el que mostré la mayor
capacidad antioxidante fue el extracto acuoso por método convencional (EAMC) con
un porcentaje de 125.2 + 32.4.

La cuantificacion de compuestos fendlicos totales arrojo que el extracto etandlico
asistido por microondas (EEAM) present6 la mayor concentracion de compuestos
fendlicos totales (5.38 + .89 mg equivalentes de &cido gélico (EAG) /1 ml de
extracto).

Se elaboraron membranas electrohiladas de PVA/PLA las cuales mostraron
mediante SEM la morfologia de filamentos entramados, ademas, la prueba de
adherencia plaquetaria demostrd la capacidad de la superficie de la nanofibra para

la adherencia y aglomeracion de estructuras plaquetarias.
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El andlisis estadistico del progreso de la cicatrizacion in vivo en ratas Wistar revelo
gue los extractos EAMC, EEAM y EAAM incrementaron la velocidad de cicatrizacion
y optimizan el resultado final.

El uso de la membrana de PVA/PLA por si sola no incrementd la velocidad del
proceso de cicatrizacion, sin embargo, se observo histologicamente un aumento de
la angiogénesis.

Los analisis estadisticos demostraron que el EAMC, EEAM y EAAM manifestaron
valores de medias menores que los controles, proporcionando una optimizacion del
proceso de cicatrizacion.

Y finalmente contestando la pregunta central de esta investigacion, los analisis
estadisticos, histolégicos y morfolégicos demostraron que los tratamientos
M+EAMS, M+EEAM y M+EAAM optimizaron la velocidad del proceso de

cicatrizacion y el resultado final del cierre de la herida.
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11 Anexos

Anexo 1

D.C. Maura Cardenas Garcia
Facultad de Medicina
PRESENTE

Por este medio reciba un cordial saludo y asf mismo-aprovecho la presente para
entregarle la identificacion de la planta solicitada, que hizo el curador M.Phill Allen J. Coombes,

siendo la siguiente:

79017

Calenduia officinalis L " ASTERACEAE

Sin mas por el momento me despido de usted.

ATENTAMENTE

Dra. Maricela Rodrigliez Acosta ', G
Directora del Herbario y Jardin Bi :é)n,ico BUAP
RN

W

c.c.p. Archivo

Jardin Boténico
Universitario

Figura 58. Identificacion taxondmica.

|

Prolongacién 24 Sur y Av, San Claudio,
Edif. HJ81, Ciudad Universitaria,

Cal. San Manuel, Puebla, Pue. C.P. 72570
01 (222) 229 55 0C Ext. 7030 y 7031

—

Nombre Cientifico . Familia
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Anexo 2

Tabla 9. Estadistica descriptiva.

Descriptivos

95% del intervalo de
N Media Desv,iaci(’)n Etror confia-nza parale} m-edia Minimo | Maximo
estandar estandar Limite Limite
inferior superior

DIAO  Control Negativo 2| 78.59550 .878934 .621500 70.69859 86.49241 77.974 79.217
Control Positivo 2 78.83000 1.268550 .897000 67.43253 90.22747 77.933 79.727
MEMBRANA 2| 77.25600 .108894 .077000 76.27762 78.23438 77.179 77.333
EAMC 2 77.96350 253851 .179500 75.68274 80.24426 77.784 78.143
EEMS 2 78.10800 1.429770 1.011000 65.26203 90.95397 77.097 79.119
EAMS 2| 79.17100 .312541 .221000 76.36293 81.97907 78.950 79.392
EEAM 2 78.30000 707107 .500000 71.94690 84.65310 77.800 78.800
EAAM 2 78.30000 707107 .500000 71.94690 84.65310 77.800 78.800
M+EAMC 2 77.76950 .983586 .695500 68.93233 86.60667 77.074 78.465
M+EEMS 2| 78.11500 .166877 .118000 76.61567 79.61433 77.997 78.233
M+EAMS 2| 77.28100 .302642 .214000 74.56187 80.00013 77.067 77.495
M+EEAM 2 78.87950 .887419 .627500 70.90636 86.85264 78.252 79.507
M+EAAM 2 79.04500 714178 .505000 72.62837 85.46163 78.540 79.550
Total 26 78.23200 .805576 .164438 77.89183 78.57217 77.067 79.550
DIA1 Control Negativo 2 65.60850 1.134906 .802500 55.41177 75.80523 64.806 66.411
Control Positivo 2 63.19950 1.009041 .713500 54.13362 72.26538 62.486 63.913
MEMBRANA 2 75.19350 785596 .555500 68.13520 82.25180 74.638 75.749
EAMC 2 64.34000 1.414214 1.000000 51.63380 77.04620 63.340 65.340
EEMS 2 63.49300 4521241 3.197000 22.87126 104.11474 60.296 66.690
EAMS 2 69.60450 7.903332 5.588500 -1.40413 140.61313 64.016 75.193
EEAM 2 74.40000 707107 .500000 68.04690 80.75310 73.900 74.900
EAAM 2 67.90000 707107 .500000 61.54690 74.25310 67.400 68.400
M+EAMC 2 67.96800 3.924443 2.775000 32.70828 103.22772 65.193 70.743
M+EEMS 2| 76.26800 1.667358 1.179000 61.28738 91.24862 75.089 77.447
M+EAMS 2 64.59950 1.065610 753500 55.02537 74.17363 63.846 65.353
M+EEAM 2| 74.67500 459619 .325000 70.54548 78.80452 74.350 75.000
M+EAAM 2| 62.77150 .714885 .505500 56.34851 69.19449 62.266 63.277
Total 26 68.90179 5.362522 1.094620 66.63740 71.16619 60.296 77.447
DIA2 Control Negativo 2 53.56200 5.037429 3.562000 8.30250 98.82150 50.000 57.124
Control Positivo 2 58.85600 12.474778 8.821000 -53.22543 170.93743 50.035 67.677
MEMBRANA 2 60.18050 10.434775 7.378500 -33.57223 153.93323 52.802 67.559
EAMC 2 55.86250 132229 .093500 54.67447 57.05053 55.769 55.956
EEMS 2 69.51350 2.834791 2.004500 44.04391 94.98309 67.509 71.518
EAMS 2 65.68500 9.804743 6.933000 -22.40712 153.77712 58.752 72.618
EEAM 2 62.10000 .848528 .600000 54.47628 69.72372 61.500 62.700
EAAM 2 64.85000 .636396 450000 59.13221 70.56779 64.400 65.300
M+EAMC 2 63.13300 2.008183 1.420000 45.09019 81.17581 61.713 64.553
M+EEMS 2 63.49350 1.834942 1.297500 47.00720 79.97980 62.196 64.791
M+EAMS 2 63.20300 1.634831 1.156000 48.51463 77.89137 62.047 64.359
M+EEAM 2 67.46100 722663 .511000 60.96813 73.95387 66.950 67.972
M+EAAM 2 50.63400 714178 .505000 44.21737 57.05063 50.129 51.139
Total 26 61.63983 6.447752 1.316142 58.91719 64.36248 50.000 72.618
DIA3 Control Negativo 2 48.77250 11.379469 8.046500 -53.46798 151.01298 40.726 56.819
Control Positivo 2| 47.35700 5.827974 4.121000 -5.00527 99.71927 43.236 51.478
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MEMBRANA 2 51.87850 3.960505 2.800500 16.29477 87.46223 49.078 54.679
EAMC 2 50.77000 6.192841 4.379000 -4.87047 106.41047 46.391 55.149
EEMS 2| 5169100|  4.190315| 2963000|  14.04252|  89.33948|  48.728| 54.654
EAMS 2| 6076700| 4589123  3.245000|  19.53537| 101.99863|  57.522| 64.012
EEAM 2 53.85000 777817 .550000 46.86159 60.83841 53.300 54.400
EAAM 2 56.85000 777817 .550000 49.86159 63.83841 56.300 57.400
M+EAMC 2| 63.27900|  2527200|  1.787000|  40.57301|  85.98499|  61.492|  65.066
M+EEMS 2| 36.85850|  7.141071|  5049500| -27.30148| 101.01848|  31.809| 41.908
M+EAMS 2 51.29250 1.028840 727500 42.04874 60.53626 50.565 52.020
M+EEAM 2 60.44400 .702864 497000 54.12902 66.75898 59.947 60.941
M+EAAM 2| 38.03850 012021 008500 |  37.93050|  38.14650|  38.030| 38.047
Total 26| 5204096|  8.748551| 1.785791|  48.34677| 55.73515|  31.809| 65.066
DIA4 Control Negativo 2 49.93050 8.944194 6.324500 -30.42989 130.29089 43.606 56.255
Control Positivo 2 45.73000 6.453056 4.563000 -12.24841 103.70841 41.167 50.293
MEMBRANA 2| 5428700| 13552409  9.583000| -67.47656| 176.05056|  44.704| 63.870
EAMC 2| 4406950| 2093743  1.480500| 2525796 |  62.88104|  42589| 45550
EEMS 2| 4910750|  3.458459|  2.445500|  18.03448|  80.18052|  46.662| 51553
EAMS 2| 5341900| 17.032788| 12.044000| -99.61453| 206.45253|  41.375| 65.463
EEAM 2| 5210000|  2.121320|  1.500000|  33.04069 |  71.15931|  50.600|  53.600
EAAM 2| 4970000 707107 500000 | 4334690 |  56.05310|  49.200| 50.200
M+EAMC 2| 5820100 3.179152|  2248000|  20.63745|  86.76455|  55.953|  60.449
M+EEMS 2| 3191500  4.019195| 2842000|  -4.19603|  68.02603|  29.073| 34757
M+EAMS 2| 37.48950|  9.811107|  6.937500| -50.65980 | 125.63880| 30552 | 44.427
M+EEAM 2| 5083550 693672 490500 |  44.60311|  57.06789|  50.345| 51.326
M+EAAM 2| 35.60950 000707 000500 |  35.60315|  3561585| 35609 | 35610
Total 26 47.22200 9.716042 1.983279 43.11928 51.32472 29.073 65.463
DIAS Control Negativo 2 43.41450 5.813125 4.110500 -8.81435 95.64335 39.304 47.525
Control Positivo 2| 4374450|  7.996671|  5.654500| -28.10273| 11559173|  38.090 |  49.399
MEMBRANA 2 51.73650 14.581249 10.310500 -79.27082 182.74382 41.426 62.047
EAMC 2 41.93000 .862670 .610000 34.17922 49.68078 41.320 42.540
EEMS 2| 5141900|  1.978485|  1.399000|  33.64302|  69.19498|  50.020| 52.818
EAMS 2| 5158400| 5087429  3.562000 6.32450|  96.84350 |  48.022| 55146
EEAM 2 44.75000 .070711 .050000 44.11469 45.38531 44.700 44.800
EAAM 2| 46.65000 777817 550000 |  39.66159|  53.63841|  46.100|  47.200
M+EAMC 2| 46.23550|  8.245572|  5.830500| -27.84803| 120.31903|  40.405| 52.066
M+EEMS 2| 2405950| 5943232  4.202500| -20.33833|  77.45733|  19.857| 28.262
M+EAMS 2| 3319450  3.758273|  2.657500 -57224|  66.96124|  30.537| 35852
M+EEAM 2| 49.28200 070711 050000 |  48.64669|  49.91731|  49.232|  49.332
M+EAAM 2| 3520250 047376 033500 | 3477684  3562816| 35169 | 35236
Total 26| 4328817|  9.327221|  1.903911|  39.34963|  47.22671|  19.857| 62047
DIA6  Control Negativo | 2| 43.35400| 3.743423| 2647000 9.72068| 76.98732| 40.707| 46.001
Control Positivo 2| 41.48900| 5.159051| 3.648000| -4.86323| 87.84123| 37.841| 45.137
MEMBRANA 2| 48.65700| 14.563571| 10.298000| -82.19150| 179.50550| 38.359| 58.955
EAMC 2| 38.83800| 4.705089| 3.327000| -3.43554| 81.11154| 35511| 42.165
EEMS 2| 41.21150| 2533564 | 1.791500| 18.44833| 63.97467| 39.420| 43.003
EAMS 2| 44.08450| 5.821610| 4.116500| -8.22059| 96.38959| 39.968| 48.201
EEAM 2| 23.65000 212132  .150000| 21.74407| 25.55593| 23.500| 23.800
EAAM 2| 34.85000 636396 |  .450000| 29.13221| 40.56779| 34.400| 35.300
M+EAMC 2| 40.53950| 1.716148| 1.213500| 25.12052| 55.95848| 39.326| 41.753
M+EEMS 2| 21.12700| 4.627307| 3.272000| -20.44770| 62.70170| 17.855| 24.399
M+EAMS 2| 31.84700| 5.365526| 3.794000| -16.36034| 80.05434| 28.053| 35.641
M+EEAM 2| 34.85450 190212 | 134500 33.14552| 36.56348| 34.720| 34.989
M+EAAM 2| 21.10200 568514 |  .402000| 15.99411| 26.20989| 20.700| 21.504
Total 26| 35.34292| 9.855911| 2.011829| 31.18113| 39.50470| 17.855| 58.955
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DIA7  Control Negativo 2| 17.02600 2.303754 1.629000 -3.67241 37.72441 15.397| 18.655
Control Positivo 2| 16.00850 3.213800 2.272500| -12.86635 44.88335 13.736| 18.281
MEMBRANA 2| 22.07200 3.583617 2.534000| -10.12552 54.26952 19.538 | 24.606
EAMC 2| 17.27650 4.488007 3.173500 | -23.04664 57.59964 14.103| 20.450
EEMS 2| 20.88450 1.296127 .916500 9.23926 32.52974 19.968 | 21.801
EAMS 2| 14.65850 3.482501 2.462500| -16.63053 45.94753 12.196| 17.121
EEAM 2| 22.50000 .707107 .500000 16.14690 28.85310 22.000| 23.000
EAAM 2| 34.60000 .707107 .500000 28.24690 40.95310 34.100| 35.100
M+EAMC 2| 38.32450 2.942271 2.080500 11.88924 64.75976 36.244| 40.405
M+EEMS 2| 13.57500 .353553 .250000 10.39845 16.75155 13.325| 13.825
M+EAMS 2| 25.48800 2.508815 1.774000 2.94719 48.02881 23.714| 27.262
M+EEAM 2| 33.78950 .239709 .169500 31.63580 35.94320 33.620| 33.959
M+EAAM 2| 17.06600 .701450 496000 10.76372 23.36828 16.570| 17.562
Total 24| 23.10504 8.308671 1.696000 19.59660 26.61349 12.196 | 40.405

DIA8  Control Negativo 2| 14.45850 1.110865 .785500 4.47778 24.43922 13.673| 15.244
Control Positivo 2| 12.28700 .625082 442000 6.67086 17.90314 11.845| 12.729
MEMBRANA 2| 18.55700 2.330624 1.648000 -2.38283 39.49683 16.909 | 20.205
EAMC 2| 14.14050 1.533715 1.084500 .36062 27.92038 13.056| 15.225
EEMS 2| 16.81850 2.912573 2.059500 -9.34993 42.98693 14759 | 18.878
EAMS 2| 13.85300 3.814134 2.697000| -20.41563 48.12163 11.156| 16.550
EEAM 2| 20.25000 .353553 .250000 17.07345 23.42655 20.000| 20.500
EAAM 2| 10.90000 .707107 .500000 4.54690 17.25310 10.400| 11.400
M+EAMC 2| 32.61400 3.992325 2.823000 -3.25562 68.48362 29.791| 35.437
M+EEMS 2| 12.83900 1.760696 1.245000 -2.98022 28.65822 11.594 | 14.084
M+EAMS 2| 20.33650 1.099551 777500 10.45743 30.21557 19.559 | 21.114
M+EEAM 2| 32.69100 .213546 .151000 30.77236 34.60964 32.540| 32.842
M+EAAM 2| 11.52750 .703571 497500 5.20616 17.84884 11.030| 12.025
Total 26| 18.24879 7.408488 1.512251 15.12046 21.37712 10.400| 35.437

DIA9  Control Negativo 2| 16.80350 3.602709 2.547500| -15.56556 49.17256 14.256 | 19.351
Control Positivo 2| 13.85400 2.989647 2.114000| -13.00692 40.71492 11.740| 15.968
MEMBRANA 2| 16.83750 1.962221 1.387500 -.79236 34.46736 15.450| 18.225
EAMC 2 6.38750 .150614 .106500 5.03429 7.74071 6.281 6.494
EEMS 2| 16.27400 2.766202 1.956000 -8.57934 41.12734 14.318 | 18.230
EAMS 2| 13.27750 3.218043 2.275500| -15.63547 42.19047 11.002| 15.553
EEAM 2| 11.10000 .282843 .200000 8.55876 13.64124 10.900| 11.300
EAAM 2 9.62000 .537401 .380000 4.79164 14.44836 9.240| 10.000
M+EAMC 2| 21.17100 5.368355 3.796000 | -27.06175 69.40375 17.375| 24.967
M+EEMS 2 9.95900 3.336130 2.359000| -20.01494 39.93294 7.600| 12.318
M+EAMS 2| 16.68450 1.164605 .823500 6.22094 27.14806 15.861| 17.508
M+EEAM 2| 19.65950 757311 .535500 12.85533 26.46367 19.124 | 20.195
M+EAAM 2 9.96700 .018385 .013000 9.80182 10.13218 9.954 9.980
Total 26| 13.97842 4.836021 .987149 11.93634 16.02049 6.281| 24.967

DIA10 Control Negativo 2| 15.54750 3.820498 2.701500| -18.77831 49.87331 12.846| 18.249
Control Positivo 2 6.06750 .092631 .065500 5.23524 6.89976 6.002 6.133
MEMBRANA 2| 18.17750 5.312493 3.756500 | -29.55336 65.90836 14.421| 21.934
EAMC 2 4.64550 1.035911 .732500 -4.66179 13.95279 3.913 5.378
EEMS 2| 16.11100 2.677106 1.893000 -7.94185 40.16385 14.218 | 18.004
EAMS 2| 11.63300 .965908 .683000 2.95466 20.31134 10.950| 12.316
EEAM 2 5.75000 1.060660 .750000 -3.77965 15.27965 5.000 6.500
EAAM 2 5.66250 AT7297 .337500 1.37416 9.95084 5.325 6.000
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M+EAMC 2| 18.37900 3.643014 2.576000| -14.35218 51.11018 15.803| 20.955
M+EEMS 2 5.44600 916410 .648000 -2.78762 13.67962 4.798 6.094
M+EAMS 2 3.76900 1.124300 .795000 -6.33243 13.87043 2.974 4.564
M+EEAM 2| 13.78850 775696 .548500 6.81915 20.75785 13.240| 14.337
M+EAAM 2 8.19100 77817 .550000 1.20259 15.17941 7.641 8.741
Total 26| 10.59171 5.758649 1.175479 8.16004 13.02337 2974 21.934
DIA11 Control Negativo 2| 13.07150 2.058388 1.455500 -5.42238 31.56538 11.616 | 14.527
Control Positivo 2 5.77250 241123 .170500 3.60609 7.93891 5.602 5.943
MEMBRANA 2| 17.17750 5.900806 4.172500| -35.83914 70.19414 13.005| 21.350
EAMC 2 2.72500 .707107 .500000 -3.62810 9.07810 2.225 3.225
EEMS 2| 15.91400 2.702562 1.911000 -8.36756 40.19556 14.003| 17.825
EAMS 2 8.74450 .143543 .101500 7.45482 10.03418 8.643 8.846
EEAM 2 2.15000 212132 .150000 .24407 4.05593 2.000 2.300
EAAM 2 2.61250 .689429 487500 -3.58177 8.80677 2.125 3.100
M+EAMC 2| 12.18100 1.052175 .744000 2.72758 21.63442 11.437| 12.925
M+EEMS 2 5.47400 .509117 .360000 .89977 10.04823 5.114 5.834
M+EAMS 2 3.02050 775696 .548500 -3.94885 9.98985 2.472 3.569
M+EEAM 2 6.09400 .948937 .671000 -2.43186 14.61986 5.423 6.765
M+EAAM 2 7.82150 .642760 454500 2.04653 13.59647 7.367 8.276
Total 26 8.08217 5.451665 1.112817 5.78013 10.38420 2.000| 21.350
DIA12 Control Negativo 2 6.35250 .239709 .169500 4.19880 8.50620 6.183 6.522
Control Positivo 2 5.72400 2.930251 2.072000| -20.60326 32.05126 3.652 7.796
MEMBRANA 2| 16.47700 5.052985 3.573000( -28.92227 61.87627 12.904( 20.050
EAMC 2 .69850 .987828 .698500 -8.17678 9.57378 .000 1.397
EEMS 2| 12.34700 2.326381 1.645000 -8.55471 33.24871 10.702 | 13.992
EAMS 2 7.91500 .551543 .390000 2.95958 12.87042 7.525 8.305
EEAM 2 .55000 .070711 .050000 -.08531 1.18531 .500 .600
EAAM 2 .81250 .689429 487500 -5.38177 7.00677 .325 1.300
M+EAMC 2 5.62050 406586 .287500 1.96747 9.27353 5.333 5.908
M+EEMS 2 2.72300 1.547150 1.094000| -11.17759 16.62359 1.629 3.817
M+EAMS 2 2.41300 339411 .240000 -.63649 5.46249 2.173 2.653
M+EEAM 2 5.06100 1.309562 .926000 -6.70495 16.82695 4.135 5.987
M+EAAM 2 3.00100 .169706 .120000 1.47626 4.52574 2.881 3.121
Total 26 5.33092 4.981751 1.016896 3.22731 7.43453 .000| 20.050
DIA13 Control Negativo 2 6.55150 .523966 .370500 1.84385 11.25915 6.181 6.922
Control Positivo 2 4.63750 1.506845 1.065500 -8.90096 18.17596 3.572 5.703
MEMBRANA 2| 16.33300 5.067127 3.583000 | -29.19333 61.85933 12.750| 19.916
EAMC 2 .00000 .000000 .000000 .00000 .00000 .000 .000
EEMS 2| 10.71450 2.559019 1.809500| -12.27738 33.70638 8.905| 12.524
EAMS 2 5.63950 .509824 .360500 1.05891 10.22009 5.279 6.000
EEAM 2 .00000 .000000 .000000 .00000 .00000 .000 .000
EAAM 2 .00000 .000000 .000000 .00000 .00000 .000 .000
M+EAMC 2 5.36600 721249 .510000 -1.11416 11.84616 4.856 5.876
M+EEMS 2 2.41150 1.706249 1.206500| -12.91854 17.74154 1.205 3.618
M+EAMS 2 .30600 .079196 .056000 -.40555 1.01755 .250 .362
M+EEAM 2 2.45000 .707107 .500000 -3.90310 8.80310 1.950 2.950
M+EAAM 2 1.35900 .241831 .171000 -.81376 3.53176 1.188 1.530
Total 26 4.26092 5.102075 1.041457 2.10650 6.41533 .000| 19.916
DIA14 Control Negativo 2 2.28650 1.298955 .918500 -9.38415 13.95715 1.368 3.205
Control Positivo 1.40900 1.203496 .851000 -9.40398 12.22198 .558 2.260
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MEMBRANA 2| 11.67950 2.658014 1.879500| -12.20181 35.56081 9.800| 13.559
EAMC 2 .00000 .000000 .000000 .00000 .00000 .000 .000
EEMS 2 9.59900 1.045104 .739000 .20911 18.98889 8.860| 10.338
EAMS 2 3.53250 .753069 .532500 -3.23355 10.29855 3.000 4.065
EEAM 2 .00000 .000000 .000000 .00000 .00000 .000 .000
EAAM 2 .00000 .000000 .000000 .00000 .00000 .000 .000
M+EAMC 2 1.68300 .869741 .615000 -6.13132 9.49732 1.068 2.298
M+EEMS 2 1.53600 1.046518 .740000 -7.86659 10.93859 .796 2.276
M+EAMS 2 .24850 .033234 .023500 -.05010 .54710 .225 .272
M+EEAM 2 .27800 393151 .278000 -3.25432 3.81032 .000 .556
M+EAAM 2 .55500 .784889 .555000 -6.49694 7.60694 .000 1.110
Total 26 2.61650 3.914984 799143 .96335 4.26965 .000| 13.559

Tabla 10. Analisis de varianza de una via.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadrdtica F Sig.
DO Entre grupos 9.211 12 .768 1.250 .347
Dentro de grupos 7.984 13 614
Total 17.195 25
D1 Entre grupos 613.584 12 51.132 6.106 .001
Dentro de grupos 108.867 13 8.374
Total 722.451 25
D2 Entre grupos 719.821 12 59.985 1.919 .129
Dentro de grupos 406.297 13 31.254
Total 1126.118 25
D3 Entre grupos 1518.566 12 126.547 5.202 .003
Dentro de grupos 316.258 13 24.328
Total 1834.823 25
D4 Entre grupos 1477.217 12 123.101 2.163 .091
Dentro de grupos 739.769 13 56.905
Total 2216.986 25
D5 Entre grupos 1606.824 12 133.902 3.797 .012
Dentro de grupos 458.440 13 35.265
Total 2065.263 25
D6 Entre grupos 1961.420 12 163.452 5.756 .002
Dentro de grupos 369.130 13 28.395
Total 2330.550 25
D7 Entre grupos 1612.031 12 134.336 22.091 .000
Dentro de grupos 79.054 13 6.081
Total 1691.085 25
D8 Entre grupos 1274.527 12 106.211 25.639 .000
Dentro de grupos 53.853 13 4.143
Total 1328.379 25
D9 Entre grupos 460.824 12 38.402 5.802 .002
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Dentro de grupos 86.046 13 6.619
Total 546.870 25

D10 Entre grupos 730.588 12 60.882 11.317 .000
Dentro de grupos 69.935 13 5.380
Total 800.523 25

D11 Entre grupos 642.741 12 53.562 13.723 .000
Dentro de grupos 50.741 13 3.903
Total 693.482 25

D12 Entre grupos 533.915 12 44.493 12.638 .000
Dentro de grupos 45.767 13 3.521
Total 579.682 25

D13 Entre grupos 562.224 12 46.852 15.607 .000
Dentro de grupos 39.026 13 3.002
Total 601.249 25

D14 Entre grupos 342.180 12 28.515 25.594 .000
Dentro de grupos 14.483 13 1.114
Total 356.664 25

112



