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RESUMEN

El objetivo del presente de estudio fue evaluar el efecto cicatrizante de:
Copaifera paupera (Herzog) Dwyer (Aceite de Copaiba) y Croton lechleri
Muell. Arg. (Sangre de Grado), frente a Kil AG en lesiones de piel en ratones
albinos Mus musculus; se realiz6 en la Universidad Nacional Amazonica de
Madre de Dios en el laboratorio de experimentacion de la Escuela Profesional
de Medicina Veterinaria - Zootecnia. Copaifera paupera. (Herzog) Dwyer
(Aceite de Copaiba) y Croton lechleri Miell. Arg. (Sangre de Grado) fueron
recolectados de sus propios arboles en la provincia de Tambopata
departamento de Madre de Dios. Se necesitdé 60 ratones Mus musculus Balb
C con peso promedio de 29.78 gr. En los que se empled el método de
tensiometro descrito por Howes et al., (1929) (37). Los ratones fueron
aclimatados y distribuidos al azar en 5 grupos (Sangre de Grado, Aceite de
Copaiba, Kil AG, testigo y piel intacta) de 12 ratones. El grupo de ratones de
piel intacta no se le realizd ninguna incision ni se aplicd ningun tratamiento.
Se depilo la mitad inferior del lomo de los ratones albinos, se realizo las
incisiones de 1 cm de longitud con un bisturi y se aplicod los respectivos
tratamientos cada 12 horas. Al décimo dia los ratones fueron sacrificados por
una sobredosis de pentobarbital sédico por via intraperitoneal, de cada grupo
a 6 ratones se midio la fuerza de tension de la piel con un dinamémetro para
determinar el porcentaje de cicatrizacion de las heridas obteniéndose
resultados en un 95% de confianza en la prueba estadistica ANOVA y prueba
de tukey. Comparando los resultados se obtuvo un mayor efecto cicatrizante
con Copaifera paupera. (Herzog) Dwyer (Aceite de Copaiba). El tratamiento
Croton lechleri Muell. Arg. (Sangre de Grado) y Kil AG no presentaron
diferencias significativas entre ellas. Con los otros 6 ratones de cada grupo se
realizd la evaluacion Histologica del tejido cicatrizado para corroborar los

resultados del método tensidémetro.

Palabras claves: Aceite de Copaiba, Sangre de Grado, Kil AG, cicatrizacion,

piel.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the healing effect of: Copaifera
paupera (Herzog) Dwyer (Aceite de Copaiba) and Croton lechleri Muell. Arg.
(Sangre de Grado), against Kil AG in skin lesions in Mus musculus albino mice;
It was carried out at the Universidad Nacional Amazonica de Madre de Dios in
the experimentation laboratory of the Professional School of Veterinary
Medicine - Zootechnics. Copaifera Paupera (Herzog) Dwyer (Aceite de
Copaiba) and Croton lechleri Muell. Arg. (Sangre de Grado) were collected
from their own trees in the province of Tambopata department of Madre de
Dios. It took 60 Mus musculus Balb C mice with an average weight of 29.78
gr. In which the tensiometer method described by Howes et al., (1929) (37)
was used. The mice were acclimatized and distributed randomly in 5 groups
(Sangre de Grado, Aceite de Copaiba, Kil AG, control and intact skin) of 12
mice. The group of intact skin mice had no incision and no treatment was
applied. The lower half of the back of the albino mice were shaved, the 1 cm
long incisions were made with a scalpel and the respective treatments were
applied every 12 hours. On the tenth day the mice were sacrificed by an
overdose of sodium pentobarbital intraperitoneally, from each group, 6 mice
measured the tensile strength of the skin with a dynamometer to determine the
percentage of wound healing resulting in 95% results of confidence in the
ANOVA statistical test and tukey test. Comparing the results, a greater healing
effect was obtained with Copaifera paupera (Herzog) Dwyer (Copaiba Oil).
The Croton lechleri Muell treatment. Arg. (Sangre de Grado) and Kil AG did
not show significant differences between them. With the other 6 mice in each
group, the Histological evaluation of the scar tissue was performed to

corroborate the results of the tensiometer method.

Keywords: Aceite de Copaiba, Sangre de Grado, Kil AG, healing, skin.
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INTRODUCCION

La amazonia peruana posee una gran diversidad de plantas medicinales que
representa uno de los mayores recursos medicinales usados por etnias
nativas y por pobladores que viven en zonas rurales (1). Muchas
investigaciones en los Ultimos afios han mostrado gran interés en los
productos medicinales obtenidos de plantas, para su uso en medicina humana
y veterinaria (2). En Madre de Dios es muy utilizado como remedio tradicional
o ancestral el Copaifera paupera. (Herzog) Dwyer (Aceite de Copaiba) y
Croton lechleri Muell. Arg. (Sangre de Grado) utilizados por sus propiedades
cicatrizantes en lesiones de piel. El presente trabajo de investigacion tuvo el
proposito de evaluar el efecto cicatrizante de productos naturales como es el
Copaifera paupera. (Herzog) Dwyer (Aceite de Copaiba) y Croton lechleri
Muell. Arg. (Sangre de Grado) comparado con un cicatrizante comercial de
uso veterinario en incisiones realizadas en ratones albinos. Por tal sentido, se
destacan dos puntos. Por un lado, la obtencion del Copaifera paupera.
(Herzog) Dwyer (Aceite de Copaiba) y Croton lechleri Muell. Arg. (Sangre de
Grado) se realizd directamente de sus propios arboles. Por otro lado, la
evaluacion del efecto cicatrizante se realizO mediante el método del
tensibmetro que fue corroborado con evaluaciones histologicas de las
cicatrices de las pieles donde se realizaron incisiones. Se pudo apreciar una
variedad de trabajos de investigacion con referencia a los efectos cicatrizante
del Copaifera paupera. (Herzog) Dwyer (Aceite de Copaiba) y Croton lechleri
Miell. Arg. (Sangre de Grado), sin embargo, no los han realizado
especificamente en la region de Madre de Dios. La importancia de evaluar y
comparar el efecto cicatrizante de estos productos naturales es darle un valor
farmacoldgico y comercial en el campo de la Medicina Veterinaria. Por ello el
presente trabajo pretende contribuir al conocimiento de las propiedades de
estos cicatrizantes naturales para la aplicacién fitoterapéutica en la

cicatrizacion de heridas.



CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema de investigacion

El conocimiento ancestral de las propiedades curativas de la flora
amazonica peruana, con su introduccion a la Medicina Veterinaria le dara
un valor comercial y farmacolégico. La cicatrizacion de heridas es uno de
los principales problemas médicos en la préactica clinica de animales de
compaiiia.

La complejidad de la fisiologia que abarca la cicatrizacion, presenta
4 fases iniciando con la inflamacion continuado con el desbridamiento
siguiendo con la reparacion y maduracion. Cabe destacar que muchas de
estas fases pueden ocurrir al mismo tiempo (3).

Diversas investigaciones desarrolladas han corroborado el uso
medicinal ancestral, evidenciando el poder cicatrizante asignado a
Copaifera paupera. (Herzog) Dwyer (Aceite de Copaiba) y Croton lechleri
Mdaell. Arg. (Sangre de Grado) (4) (5) (6) (7). La gran diversidad de las
plantas medicinales de la selva peruana es poco estudiado o difundido en
el campo de la Medicina Veterinaria.

Por lo tanto, es de importancia conocer y comparar el efecto
cicatrizante de estos productos naturales comparados con un producto
comercial de uso veterinario con el objeto de darle alternativa
fitoterapéutica a problemas de cicatrizacion de heridas en animales de
compaiiia, de esa manera revalorizar y fomentar el uso terapéutico de

estos productos naturales.
1.2. Formulacién del problema

¢,Cudl sera la eficacia cicatrizante entre Copaifera paupera (Herzog)
Dwyer (Aceite de Copaiba) y Croton lechleri Muell. Arg. (Sangre de Grado)
frente a Kil AG, en lesiones de piel en ratones albinos?



1.3. Justificacién e Importancia

El uso de plantas medicinales es una practica que demuestra la
memoria ancestral de los pueblos amazoénicos para curar diversas
afecciones, el uso tradicional de Copaifera paupera. (Herzog) Dwyer
(Aceite de Copaiba) y Croton lechleri Muell. Arg. (Sangre de Grado) como
cicatrizante de heridas es muy difundida en la amazonia peruana (1).

Determinar la eficacia del Copaifera paupera. (Herzog) Dwyer
(Aceite de Copaiba) y Croton lechleri Miell. Arg. (Sangre de Grado) frente
a un cicatrizante de uso comercial veterinario es de trascendental
importancia, debido al gran impacto que tiene su uso tradicional en la
amazonia. El desarrollo de esta investigacion es el punto de partida para
entender la interaccion de Copaifera paupera. (Herzog) Dwyer (Aceite de
Copaiba) y Croton lechleri Miell. Arg. (Sangre de Grado) con la respuesta
tisular en el tejido cutaneo de estos animales.

A nivel tedrico, esta investigacion determing la eficacia de Copaifera
paupera. (Herzog) Dwyer (Aceite de Copaiba) y Croton lechleri Muell. Arg.
(Sangre de grado) como agente cicatrizante, proporcionando mayor
conocimiento, datos e informacion a los médicos veterinarios, estudiantes
sobre las propiedades terapéuticas de estos cicatrizantes naturales.

Con los resultados de esta investigacion se pretende dar
conocimiento de la aplicacion de estos productos naturales como
alternativa fitoterapeutica en la cicatrizacion de heridas.

1.4. Objetivos de investigacion

1.4.1. Objetivo General

e Evaluar el efecto cicatrizante de: Copaifera paupera. (Herzog)
Dwyer (Aceite de Copaiba) y Croton lechleri Muell. Arg. (Sangre
de Grado), frente a Kil AG en lesiones de la piel en ratones
albinos Mus musculus.



1.4.2. Objetivos especificos

e Evaluar el porcentaje de cicatrizacion mediante el método del
tensiometro, de cicatrices de heridas de 1cm de longitud
producidas en el lomo de raténes albinos Mus musculus.

e Evaluar la respuesta tisular en el tejido cutaneo de ratones
albinos Mus musculus.

1.5. Hipotesis

1.5.1. Hipotesis general

Hi

El efecto cicatrizante de Copaifera paupera. (Herzog) Dwyer (Aceite de
Copaiba) y Croton lechleri Muell. Arg. (Sangre de Grado) frente a Kil
AG presenta diferencias en lesiones cutaneas de ratones albinos Mus
musculus.

Ho

El efecto cicatrizante de Copaifera paupera. (Herzog) Dwyer (Aceite de
Copaiba) y Croton lechleri Muell. Arg. (Sangre de Grado) frente a Kil
AG no presenta diferencias en lesiones cutaneas de ratones albino Mus
musculus.

1.5.2. Hipotesis especificas

Hi
El porcentaje de cicatrizacion de cada tratamiento presentan
diferencias significativas.

Ho.
El porcentaje de cicatrizacion de cada tratamiento no presenta
diferencias significativas.

1.6. Variables de investigacion

1.6.1. Ildentificaciéon de variables e indicadores

a) Variables independientes:
X1 = Copaifera paupera (Herzog) Dwyer. (Aceite de Copaiba)
X2 = Croton lechleri Muell. Arg. (Sangre de Grado)



X3 = Kil AG

b) Variables dependientes:

Y1= Porcentaje cicatrizacion de incisiones

Y2= Reaccion tisular.

1.6.2. Operacionalizacion de variables

Tabla 1.Operacionalizacion de Variables.

la  proliferacion de
fibroblastos. Se llevara
a cabo en el laboratorio
de Histologia de Ila
Universidad  Nacional
del Altiplano-Puno

VARIABLE DEFINICION DIMENSION | INDICADOR | ESCALA
OPERACIONAL
Independiente | Se realizara la | Aceite de Dias 9
: aplicacién de los Copaiba
tratamientos mediante
(Tratamientos | toques en las| Sangrede Dias 9
) incisiones realizada en Grado
los ratones Mus Kill AG Dias 9
musculus. Se Utilizara
hisopos.
Dependientes:
Es la medida de la Gramos Intervalo
Y1=% fuerza de cicatrizacion | Cicatrizacion newton (%)
cicatrizacion que se realizara
de incisiones | después de los 9 dias
de tratamiento. Se
utilizara un
dinamémetro.
Y2= Reaccién | Se elaborara ldminas de | Fibroblastos Buena
tisular corte histolégico de las Regular
cicatrices para evaluar Escasa

Fuente: Elaboracién propia.




1.7. Consideraciones éticas

Dentro de las consideraciones éticas que se consideraron y respetaron
para la obtencion de informacion en el presente estudio fueron: Se tuvo
respeto por la vida y el sufrimiento durante la experimentacién con los
animales. Se dio confort a los animales de experimentacion para evitar al
maximo el estrés que puedan sufrir. Se aplicé un protocolo de anestesia
aprobado para evitar el dolor durante la experimentacién. Finalmente se aplico

un protocolo de eutanasia evitando el sufrimiento animal.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de lainvestigacién

En el contexto internacional, un estudio en Colombia, evalu6 el efecto
cicatrizante de las siguientes tinturas medicinales: guarango (caesalpinia
spinosa) concentracion de 20%, Sangre de Grado (Croton lechleri)
concentracion de 20% y una mezcla de ambas 1:1. Se evaluo en heridas de
castracion de lechones. Obtuvo un mejor efecto la mezcla de Guarango y
Sangre de Grado con cicatrizacion completa a los 13 dias, Guarango 16 dias
y Sangre de Grado 17 dias (8).

En el ambito nacional, un estudio fue realizado en la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Elaboraron geles a base de Sangre de Drago
(Croton lechleri Muell. Arg) con las siguientes concentraciones: 0.5% , 1% y
2% y evaluaron el efecto cicatrizante de estos geles en lesiones incisas de
1cm en el lomo de ratdn rattus rattus Var. albinos. Previamente estos animales
fueron aclimatados, el peso de los ratones fue de 23 a 25gr. Obtuvieron un
mejor efecto cicatrizante con el gel al 2% de Sangre de Drago (6).

En una investigacion sobre el efecto citoprotector y antisecretor del
aceite de Copaifera officinalis en lesiones gastricas inducidas en ratas.
Obtuvieron los siguientes resultados: el Aceite de Copaiba presento 100% de
efecto citoprotector y el Omeprazol 97.8 %. Estos resultados fueron
corroborados con analisis histopatoldgicos, demostrandose
experimentalmente la efectividad al 100% del Aceite de Copaiba (7).

La region de Madre de Dios, esta en pleno desarrollo en el ambito de
investigacion, pero aln no existe reportes emitidos que hacen referencia a la
comparacion del efecto cicatrizante de Copaifera paupera (Hersog) Dwyer
(Aceite de Copaiba) y Croton lechleri Muell. Arg. (Sangre de grado) y un

cicatrizante comercial de uso veterinario.



2.2. Marco teoérico

2.2.1. Fitoterapia
Henri Leclerc, médico francés (1870-1955), utilizé la expresion

“Fitoterapia” para referirse al uso de plantas con propiedades medicinales
como método curativo para diferenciarla de la medicina sintética. También
conocida como medicina tradicional o autéctona, sus propiedades son
corroboradas mediante el método cientifico en estudios en laboratorio para
validar el uso popular. Resultados de estudios obtenidos por organizaciones
prestigiosas son divulgadas para garantizar su correcto uso y seguridad de
estas plantas con propiedades medicinales. De las plantas medicinales se han
extraido nuevas sustancias a bajo precio, siendo este una gran relevancia
economica en comparacion con la sintesis de nuevos farmacos sintéticos.
Todavia no se ha resuelto del todo como armonizar la medicina convencional
con la fitoterapia. El interés cientifico por las plantas medicinales le ha dado
una revalorizacion terapéutica en funcion de estudios y evidencia cientifica
(9).

Las plantas medicinales han sido usadas por el hombre desde el inicio
de su historia, su contacto con la naturaleza y su forma de alimentarse, fue
acumulando experiencia y conocimiento sobre las propiedades terapéuticas
gue han sido transmitidos a generaciones posteriores. En la actualidad se
intenta validar las propiedades farmacolégicas y terapéuticas de estas plantas
de uso tradicional mediante estudios en laboratorio usando procedimientos
cientificos y la experimentacioén clinica (10).

La fitoterapia emplea nudcleos vegetales que son plantas enteras, o
partes de ella, que son los extractos que contienen el principio activo de las
plantas. Al utilizar este nacleo complejo de las plantas medicinales presenta
un amplio nimero de sustancias de diferente naturaleza, a todo ese coctel de
sustancias se conoce como fitocomplejo. El fitocomplejo es el conjunto de
sustancias activas y otras sustancias coadyuvante que hacen sinergismo para
cumplir un objetivo terapéutico, dicho sinergismo terapéutico se veria afectado
si se emplea por separados cada sustancia del fitocomplejo (9).

Es por eso el interés cientifico de seguir estudiando nuevos usos

terapéuticos a las plantas medicinales de uso tradicional. Asignarle valor



cientifico hara revalorizar el potencial de estas plantas en la Medicina Humana

y la Medicina Veterinaria.

2.2.2. Copaifera paupera (Herzog) Dwyer (Aceite de Copaiba)

2.2.2.1. Clasificacion taxonémica
e Nombre cientifico: Copaifera paupera (Herzog) Dwyer

e Familia: Fabaceae
e Nombres comunes: “Copaiba”, “Aceite de Copaiba” (11).
2.2.2.2. Distribucién geografica
Unas 72 especies agrupa el género Copaifera (12). Se encuentra en
las regiones tropicales de América latina y Africa occidental. En América latina
se encuentran especies de copaiba desde México hasta el norte Argentina
(12).
En Peru las regiones donde podemos encontrar el género Copaifera es

en Madre de Dios, Ucayali y Loreto (1).

Figura 1. Regiones donde el género Copaifera se encuentra (12).

2.2.2.3. Aspectos generales del Copaiba

Los Copaiferas son arboles de crecimiento lento, alcanzando 25-40
metros de altura y puede vivir hasta 400 afios. El tronco es aspero de color
oscuro, con un didmetro de 80 cm. Presenta hojas unidas al tallo mediante un

peciolo. Sus flores son hermafroditas que posee pistilos y estambres,



dispuestos en racimos unido al tallo. En su fruto posee una semilla de forma
ovoide, de color negro y cubierta solida (1).

Fructificacion y floracion del arbol Copaifera paupera (Herzog) Dwyer,
ocurre alrededor de los 5 afios. La floracion se da a finales de la estacion seca
entre los meses de octubre y noviembre, la fructificacién a inicios de la
estacion de lluvias en los meses de noviembre a diciembre (13).

En el Pera distribuida en el territorio amazénico debajo de los 1200
msnm, se encuentra en zonas muy lluviosos, asi como también en territorios
con una marca estacion seca; esta especie requiere de la luz solar para
realizar sus procesos metabdlicos para su desarrollo por lo que se le considera
heliofita, se encuentra presente en monte secundarios tempranos Yy tardios
(13).

La madera de copaiba es uno de los recursos mas aprovechables por
su calidad. Es muy blanda y liviana (13).

La oleorresina de Copaifera paupera (Herzog) Dwyer, constituye un
recurso forestal no maderable, posee propiedades terapéuticas como
cicatrizantes para lesiones causadas en piel. Utilizada y reconocida desde
tiempos ancestrales por las tribus indigenas en la amazonia de Madre de dios,
Su uso es aceptada por sus propiedades medicinales. También utilizada en la
industria cosmética y fragancia (14).

Son dos las practicas de extraccion. EI método tradicional que se
realiza incisiones o cortes con hacha al tronco del arbol de copaiba, el mas
conocido es la incisibn en forma de V utilizando recipientes para la su
recoleccion. El detalle es que con este método se provocaria mas adelante la
muerte del arbol debido a que quedaria expuesto a muchos patégenos (12).

El método no agresivo de extraccion. Se realiza realizando una incision
con taladro, post recogida del aceite de copaiba se tapa a incision con arcilla

para evitar que ingresen patdégenos al tronco del arbol (12).

2.2.2.4. Composicion quimica del Aceite de Copaiba
La oleorresina de Copaifera paupera (Herzog) Dwyer, se encuentra en

los espacios intercelulares en forma de canales ubicados en todas las partes
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del arbol, canales llamados esquizégenos, que mediante exudacién formaran
la oleorresina (12).
La composicién de la oleorresina es:
e Aceitesvolatiles..................cooeiiiil 15%
e Resinasy Ac. Grasos...........c.coeeennnnn. 85%
e Resinas: Sesquiterpenos, diterpenos (acido Kaurenoico y &cido
Copalico) y &cido terpénico.
e Ac. Grasos: 60 % son insaturados y un 36 % saturados.
v Vaccenico
v’ Linoleico
v’ Elaidico
v Palmitico
v" 10, octadienoico
v/ Behenico
v’ Lignocerico
v Los otro 4% por:
= acido araquidico,
= 11- eicosano,

= esqualeno,

butil hidorxitolueno
vitamina E (15) (16).

2.2.2.5. Propiedades del Aceite de Copaiba

La oleorresina de Copaifera paupera (Herzog) Dwyer, ha sido utilizado
por muchas propiedades terapéuticas que posee como gastroprotector,
cicatrizante de heridas de piel, antinflamatoria, la accién bactericida que
cumple los sesquiterpenos es debido a que actda a nivel de la membrana

celular aumentando su permeabilidad y desestabilizandola. (17).
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2.2.3. Croton lechleri Muell. Arg. (Sangre de Grado)

2.2.3.1. Taxonomia
e Nombre cientifico: Croton lechleri Muell. Arg.
e Familia: Euphorbiaceae.

e Nombre comun: Sangre de grado (11).

2.2.3.2. Distribucién geogréafica

En América tropical y subtropical como Ecuador, Colombia, y Peru. En
nuestro pais, Peru, se encuentra en los departamentos de Cuzco; Cerro de

Pasco; Huanuco; Junin; Ucayali; Loreto; Madre de Dios; y San Martin. (1) (10).

2.2.3.3. Descripcion

El arbol presenta una altura de aproximadamente 20 metros con un
didmetro de 15 a 25 cm, la corteza es de color blanquecina grisacea. Al cortar
el tronco emana un latex de color rojizo de diferentes tonalidades. Dos
glandulas se encuentran en la base de la hoja, la medida de las hojas es de
12 a 20 cm de largo por 5 a 14 cm de ancho. La disposicion de las flores es
en forma de racimo laxos con una longitud superior a 30cm. El fruto es de 3cm
de largo por 4.5 mm de ancho (1).

Tradicionalmente la extraccion para uso comercial es tumbar el arbol y
realizar cortes en forma oblicua de izquierda a derecha en la corteza para eso
el arbol tiene que ser de mas de 8 afios de edad. Pero para uso familiar se

extrae el latex haciendo los cortes en la corteza sin tumbar el arbol (18).

2.2.3.4. Composicion quimica

En el latex rojo se identificoO esteroides, cumarinas, alcaloides [tipo
isoquinoléico y fenantrénico (Taspina)]. La Taspina es el principio activo que
propicia la cicatrizacion mediante la migracién de fibroblastos al lugar de la
lesion de la piel, siendo la Taspina un alcaloide. El latex presenta otras

sustancias como son Flavonoides, taninos (54%), saponinas (baja
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concentracion), antocianinas, proantocianidina-1, proantocianidina-4,
proantocianidina SP303; antracenos; compuestos reductores (4%) como
lactosa, galactosa y ramnosa, triterpenoides, compuestos fendlicos (acido
galico); ademas contiene vitamina A, E y C3-5; contiene acidos organicos de
caracter débil, almidon, celulosa, grasas, lignanos (dihidrobenzofurano 3,4-0-
dimetilcedrusina y dihidrobenzofurano 4-0-metilcedrusina), mucilagos,

proteinas, catequinas (epicatequina, gallocatequina, epigallocatequina) (18).

2.2.3.5. Usos medicinales

El latex de Sangre de Grado es utilizado para el tratamiento de muchas
afecciones, como cicatrizantes de heridas de piel, ulceras gastricas, estimula
el sistema inmunoldgico, presenta actividad contra bacterias impidiendo su
replicacion y eliminandolas, también presenta actividad contra hongos y virus
(18).

2.2.4. Kil AG

2.2.4.1. Descripcion
Cicatrizante antimiasico en aerosol (19).

2.2.4.2. Formula o composicion

Clorpirifds ....ooovviiii 2 g
Cipermetrina ..o 049
Sulfadiazinade plata...................... ...... 0,19
Aluminio micronizado ...................c..... 5 ¢
Excipientes C.S.p....coiiiiiiii 100 g (19).

2.2.4.3. Indicaciones

Es un producto comercial que tiene gran actividad contra miasis
instalada en el cuerpo animal, ademas sirve para prevenir la infestacién de
miasis aplicando el producto en heridas accidentales y quirdrgicas. Su poder
antiparasitario contra miasis se debe al Clorpirifos y a la Cipermetrina. La

sulfadiazina le da un poder bactericida contra las principales bacterias que
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afecta la piel que pueden ser bacterias gran (+) y gran (-). También es
importante destacar el poder bacteriostatico del aluminio micronizado que
ademas forma una capa protectora plateada en la herida. Debido a sus
propiedades astringentes, el aluminio favorece la precipitacion de las
proteinas, facilitando la cicatrizacién. Asi mismo se le atribuye cierta actividad

antimicrobiana por su poder astringente (19).

2.2.5. Piel

El tegumento comun o piel, es el érgano mas grande del mamifero
constituye el limite externo del organismo con su ambiente (20). Constituye la
cubierta protectora anatdmica, fisiologica del cuerpo animal y su medio, que
se continua en las aberturas naturales con las membranas mucosas del
sistema respiratorio, digestivo y genital (21). Es un 6rgano de estimulacion
tactil debido a que esta dotado por terminaciones nerviosas, es el principal

organo sensorial del cuerpo animal (22).

La piel y las estructuras anexas cumplen diferentes funciones que son:

e Barrera defensiva: Protege al organismo de las agresiones del ambiente ya
sean mecanicas, fisicas o quimicas, ademas de proteger de la luz
ultravioleta. También ejerce funciones antibacterianas y antifangicas (22).

e Sensorial: Es el mayor 6rgano sensorial del cuerpo animal por que posee
varias terminaciones nerviosas que recibe diferentes sensaciones como
dolor, temperatura, presion y tacto (22).

e Termorregulacion: Regula la temperatura corporal mediante la
vasodilatacién y vasoconstriccion de sus vasos sanguineas, ademas que
el pelo y el tejido adiposo subcutaneo evitan la disminucién de la
temperatura (22).

e Funciones metabdlicas: En el tejido tegumentario se realiza la biosintesis
de vitamina D gracias a las radiaciones ultravioleta. La vitamina D es
necesario para la absorcion intestinal del calcio. También constituye la

reserva de triglicéridos como fuente de energia en el tejido adiposo



14

subcutdneo. También se realiza otros procesos metabdlicos como la
gueratinizacion y otros productos complejos (22).

e Excrecion y absorcién: La piel a través de las glandulas sebaceas y
sudoriparas mediante los conductos glandulares excretan sudor,
sustancias olorosas y sebaceas evidenciando su funcién excretora. La piel
constituye una barrera semipermeable por eso que la absorcién de
sustancias a través de la piel dependerd de la naturaleza de estas
sustancias, los petrolatos son dificil de penetrar la piel, a diferencia de

sustancias hidrosolubles que facilmente se absorben en la piel (23).

2.2.5.1. Estructurade la piel
El tejido tegumentario esta formado por la piel y sus anexos. La piel se
compone de 3 capas que son la epidermis, dermis e hipodermis (24).

e Epidermis: Es la capa mas superficial. Se trata de un epitelio escamoso
estratificado queratinizado que se auto regenera, las células se disponen
en estratos, existen regiones corporales que el nimero de estratos o capas
difieren de una regién con otra. La membrana basal es la que une la
epidermis con la dermis permitiendo el paso de sustancias entre ambas. La
epidermis es avascular: La vasculatura de la dermis nutre por difusién a la
epidermis. Son cuatro tipos de células que forman esta capa: Los
gueratinocitos representan el 85% de las células epidérmicas, los
melanocitos de 5%, las células de Langerhans de 3 a 8% y las células de
Merkel el 2% (22).

= Queratinocitos: Estas células son las encargadas de sintetizar la
gueratina de la piel, son sintetizadas constantemente para reemplazar
a las células muertas del estrato mas superficial. Aparte de producir
gueratinas estructurales, estas células epiteliales también producen
citosinas que intervienen en la respuesta inmune (22).

= Células de Langerhans: Estas células se encuentran en la zona
superficial del estrato espinoso de la epidermis, en la dermis y en los

ganglios linfaticos, estas células participan en el SMF (sistema
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mononuclear fagocitario). Son responsables de las reacciones inmunes
de la epidermis. Cumple una funcién inmunolégica como presentadora
de antigenos en la epidermis (20) (22).

Melanocitos: Células que tienen origen embrionario en la cresta neural
para luego migrar a la epidermis durante la etapa de embriogénesis. Se
localizan en el estrato basal, en la vaina radicular externa y en la matriz
de los foliculos pilosos; y en los conductos de las glandulas sebaceas
y sudoriparas. Los melanocitos producen dos tipos de melanina
(eumelanina y feomelanina). Para la sintesis de melanina es necesario
la actividad de la enzima tirosinasa. Existen animales que no sintetizan
tirosinasa como los animales albinos, es por ello que no pueden
producir melanina (22). Dentro de las funciones de los melanocitos se
encuentra: Dar color a la piel y el pelo, proteccion contra los rayos
ultravioleta y eliminacion de radicales citotoxicos. La coloracion
especifica de sectores de piel cumple con funciones de sefializacion
para los congéneres o0 para los enemigos que compiten por alimento
(20) (22).

Celulas de Merkel : Receptores sensoriales tactiles que transmiten
informacion de un estimulo tatil hacia las terminaciones nerviosas
intraepiteliales libres. Estas celulas estan ubicadas inmediatamente
debajo de la epidermis. Su principal funcion es participar en el sentido
del tacto , aunque tambien participa en algunos procesos metabolicos
(20) (22).

Estructura epidérmica.

La epidermis es un epitelio estratificado con 5 capas o estratos.

e Estrato basal o germinativo: Formado por células cuboides
principalmente, es la parte mas profunda de la epidermis. Los
desmosomas adhieren lateralmente a las células entre si y son las
hemidesmosomas que la unen con la membrana basal. Presenta gran

actividad mitética y es responsable de la constante renovacién de los
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demas estratos celulares (22). Consiste en una capa Unica de célula.
Siendo este el sitio de produccion de queratina (25).

Estrato espinoso: Formado por mas de 2 a 5 capas de células
poliédricas o cuboides a planadas unidas por desmosomas. Estas
células sintetizan varias queratinas (22).

Estrato granuloso: Los granulos que presentan estas células son
queratohialina. Estas células tienen forma fusiforme (22).

Estrato lucido: Se hallan en las partes mas gruesas o muy
gueratinizadas y sin pelo de la epidermis como las almohadillas
plantaresy en la piel nasal. Estd compuesto por células plana muertas
anucleados (22).

Estrato corneo: Formado por multiples células aplanados anucleados
cornificadas. Es la principal barrera frente al ambiente. Son eliminadas
constantemente para ser reemplazadas por la proliferacion de las
células basales. La filagrina une fuertemente los macrofilamentos de
gueratina lo que lo hace semi permeable y resistente a la invasion de

microorganismo (22) (24).

Membrana basal: Esta membrana constituye la uniéon de la
epidermis y la dermis. es una membrana homogénea, eosinofilica.
Estructura formada por cuatro espacios de epidermis hacia dermis
(22).

Membrana de células basales:

= Membrana celular del queratinocito con sus hemidesmosomas
= La lamina lucida, compuesta por glucoproteinas.

= Lamina densa, con presencia de colageno IV.

= La zona fibrosa o sublamina densa (22).

Tiene la siguiente funcion:

= Unidn de la epidermis con la dermis.
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= Mantener la actividad funcional y estructural de la epidermis

= Mantener la estructura histoldgica.

= Actia como barrera selectiva de moléculas y células entre la
epidermis y la dermis.

» Regula el proceso nutritivo entre la epidermis y la dermis (22).

e Dermis: Tejido conectivo unido a la epidermis por la membrana basal. Su
misién es dar matriz para estructura de soporte mecanico y nutrir a la
epidermis. Compuesta por una matriz fibroelastica (elastina y colageno). La
dermis esta dividida en dos partes: Dermis superficial y dermis profunda, la
mas externa denominada papilar, Esta parte de la dermis formada por tejido
conectivo laxo presenta gran cantidad de vasos sanguineos importante en
la nutricion de la epidermis, ademas de intervenir en la termorregulacion de
la temperatura corporal. La capa mas profunda denominada reticular se
trata de un tejido conectivo denso con menos cantidad celular y fibras de

colagenos mas gruesa (22).

La dermis tiene tres componentes: Células, fibras y sustancia fundamental:

Componente celular:

e Fibroblastos: Son las mas importantes y numerosas.

e Dendrocitos: Células presentadoras de antigenos.

e Melanocitos: Células pigmentarias.

e Mastocitos: Entorno a los vasos sanguineos superficiales y
estructuras anexas.

e Leucocitos como neutrofilos, eosindfilos, linfocitos. En piel normal se

encuentra en un reducido porcentaje (22).

Fibras: Existen fibras de colageno y fibras elasticas: Las fibras de
colageno representan el 90%, formado por colageno en las
siguientes proporciones: Colageno tipo | 87%, tipo Il 10% y tipo V

3%, aportandole firmeza mecéanica a la dermis. Las fibras elasticas
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representan 4% de la matriz extracelular. Otorga elasticidad a la piel,
de este modo puede retornar a su estado original después de haber
sido deformada mecénicamente (22).

Sustancia Fundamental: Esta se interpone entre las fibras y les
sirve de lubricante, para facilitar el movimiento de la piel. Es una
barrera que evita la penetracion de agentes infecciosos, posee
sustancia como el Ac. hialurénico, mucina, versican, condroitin 6-

sulfato, y otros (22).

e Hipodermis: El 90% corresponde a triglicéridos, también conformado por
tejido conectivo laxo, lipocitos, estructuras nerviosas y sanguineas. Sirve
como aislante del frio, deposito energético, sirve de absorbentes de golpes,
e cubierta de vasos sanguineos y nervios (22).

Estan presente estructuras anexas como glandulas sebaceas,

foliculos pilosos y otros (22).

2.2.6. Herida

Es una discontinuidad anormal de un tejido causada por alguna lesion.
Su gravedad de la herida dependera de muchos factores como, la extension
de la herida, el objeto que lo provoco, la profundidad y el grado de

contaminacion (26).

Clasificacion: Se clasifican en heridas abiertas y heridas cerradas.

e Heridas cerradas son causadas por golpes. Pero sin llegar a romper su
continuidad, la piel presenta una apariencia intacta, pero el tejido
subyacente puede estar lesionado gravemente por la magnitud de la
contusion y por el dafio producido en la circulacién sanguinea en area de

la lesién pudiendo causar dafios en musculo, tendones, etc. (27).

Las heridas abiertas de acuerdo con el mecanismo desencadenante se

clasifican en:
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e Una avulsion. Es el desgarro o desprendimiento de tejido, puede estar
altamente contaminado por particulas extrafias. La piel desgarrada
podria estar perdida o demasiada dafiada para repararla y necesita ser
removida. Se da mayormente por accidentes de atropellos vehiculo-
perro- asfalto (27).

e Laceracion: Desgarro superficial, el grado de infeccion de la herida
estara sujeto al tiempo trascurrido entre el accidente y la atencion medica
recibida, debido a que cada hora que transcurre el grado de
contaminacion o infeccion aumenta (27).

e Unaincision. Es causada por un objeto cortante o bordes lisos (27).

e Las punciones. Son heridas penetrantes causado por un objeto
puntiagudo. Este tipo de lesion puede introducir bacterias con el objeto
puntiagudo causando un cuadro de infeccion grave (27).

De acuerdo al grado de contaminacion las heridas abiertas se clasifican en:

e Clase 1: Grado de contaminacion menor. Se da en lesiones causadas
por incisiones y laceraciones (27).

e Clase 2: Cuando transcurre de 6 a 12 horas sin atencion médica,
provocando una contaminacion importante (27).

e Clase 3: Altamente contaminadas con presencia de tejido necrotico.
Herida sin atenciéon médica por mas de 12 horas y ademas de estar

expuesta a agentes altamente infecciosos (27).

2.2.7. Cicatrizacion

Es un proceso fisiolégico que restaura la integridad tisular en una
herida. Es una serie eventos biolégicos, para restaurar el tejido lesionado o
sustituirlo por proteina llamado colageno, este proceso se inicia
inmediatamente tras la lesion. El proceso de la cicatrizacion de la piel tiene

cuatro fases (26).
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2.2.7.1. Fases de la cicatrizacion

Fase inflamatoria: Esta fase se caracteriza por un aumento de la
permeabilidad vascular, quimiotaxis de células circulatorias, liberacion de
citocinas, factores de crecimiento, y activacion celular (macréfagos,
neutrofilos, linfocitos y fibroblastos). La hemorragia limpia y rellena las
heridas inmediatamente después de la lesion. Los vasos sanguineos se
contraen durante 5-10 minutos para limitar la hemorragia, pero después
se dilatan y dejan pasar a la herida fibrin6geno y elementos coagulantes.
Las células de la fase inflamatoria como las plaquetas, los mastocitos y
los macréfagos secretan factores de crecimiento y citocinas que inician y
mantienen la fase proliferativa de la cicatrizacion. Los mediadores
inflamatorios (es decir, histamina, serotonina, enzimas proteoliticas,
cininas, prostaglandinas, complemento, enzimas lisosOmicas,
tromboxano y factores de crecimiento) producen la inflamacién, que
comienza justo después de la lesion y dura aproximadamente 5 dias. Los
leucocitos, que se filtran desde los vasos sanguineos hasta la herida,
inician la fase de desbridamiento (26).

Fase de desbridamiento: Se forma en la herida un exudado
compuesto de leucocitos, tejido muerto y fluidos de la herida. Los
guimiotaxicos atraen a los neutrofilos y monocitos hacia las heridas
(aproximadamente 6 y 12 horas tras la lesion, respectivamente), y se inicia
el desbridamiento. Los neutréfilos se incrementan durante 2-3 dias;
previenen la infeccion y desbridan organismos y detritos mediante
fagocitosis. Los neutrofilos en degeneracion liberan enzimas y productos
toxicos por oxigeno, que destruyen bacterias, desbridados extracelulares
y material necrético, ademas de estimular a los monocitos. Los monocitos
son células secretoras que sintetizan factores de crecimiento que
participan en la formacién tisular y en el remodelado. Los monocitos se
convierten en macrofagos en la herida a las 24-48 horas. Los linfocitos
aparecen en la fase de desbridamiento mas tarde que los neutréfilos y
macrofagos. Los linfocitos secretan factores solubles que pueden
estimular o inhibir la migracién y la sintesis proteinica en otras células. Sin

embargo, suelen mejorar el indice y calidad del tejido de reparacion (26).
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Fase de reparacion: Esta fase suele comenzar 3-5 dias de provocada
la herida. Los encargados de estimular la proliferacion de acido
desoxirribonucleico (ADN) vy fibroblastos son los macrofagos. Las
citocinas, junto con las moléculas de la matriz extracelular, estimulan la
proliferaciébn de fibroblastos en el tejido adyacente, expresan los
receptores apropiados de integrina y migran hacia las heridas. Los
fibroblastos migran a la herida justo antes de la formacion de nuevos
capilares al final de la fase inflamatoria (2-3 dias). Cuando la herida
madura se aprecia un incremento notable en el porcentaje de colageno
tipo | (maduro) con respecto al tipo Il (inmaduro). El colageno alcanza un
maximo en las 2-3 semana siguientes a la lesion (26).

Fase de maduracion: La maduracién de la herida comienza una vez
gue el colageno se ha depositado correctamente en la herida (17-20 dias
tras la lesion) y puede continuar durante afios. Las fibras de colageno se
remodelan, alterando su orientacion y aumentando el entrecruzamiento,
lo cual aumenta la resistencia de la herida. Las cicatrices se vuelven,
durante la maduracién, menos celulares, mas planas y blandas. La
sintesis y lisis de colageno se producen a la misma velocidad en las

cicatrices en maduracion (26).

2.2.7.2. Tipos de cicatrizacion

Cicatrizaciéon de Primera Intencion: Se observa en heridas operatoria o
en las heridas incisas. Son heridas limpias, en el cual se realiza el
afrontamiento de los bordes de la herida mediante suturas u otros
métodos. Presenta un tiempo de cicatrizacion menor, siendo mucho mas
estética la cicatrizacion (26).

Cicatrizacién por Segunda Intencién: Se da cuando no es posible
afrontar los bordes de la herida o esta muy contaminada, la herida queda
abierta para su cicatrizacion. Esta ocurre en forma lento y habitualmente
se forma tejido de granulacion y cicatriz larga y antiestética (28).
Cicatrizacién por tercera intencion: Se da por afrontamiento de dos
superficies de tejido de granulacion para acelerar la cicatrizaciéon de la
herida (28).
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Cicatrizacion por cuarta intenciéon: Cuando se utiliza injertos cutaneos

para acelerar la cicatrizacion (29).

2.2.7.3. Factores que afecta la cicatrizaciéon

Factores del hospedador que afecta la cicatrizacion:

Mal nutricion e hipoproteinemia.
Hepatopatias.
Hiperadrenocorticismo.
Diabetes mellitus.

Uremia (26).

Caracteristica de la herida que afecta la cicatrizacion:

Cuerpos extrafios: Puede causar una reaccion inflamatoria intensa que
interfiere con la cicatrizacion normal.

La tierra: Puede contener infeccion, potenciando factores que inhiben a
los antibioticos, leucocitos y anticuerpos.

La exposicion de la herida a los antisépticos.

La infeccion de la herida interfiere con la fase de reparacion.

Presencia de tejido necrético.

Carga bacteriana (numero de bacteria presentes).

Hematoma.

Vascularizaciéon: La inhibicion del aporte sanguineo debida a
traumatismo, vendajes compresivos o movimiento de la herida ralentiza

la cicatrizacion (26).

Factores externos que afecta la cicatrizacion:

Los corticoesteroides deprimen todas las fases de la cicatrizacién e
incrementan la posibilidad de infeccion.
Algunos quimioterapicos (p. e€j., ciclofosfamida, metotrexato y

doxorrubicina) inhiben la cicatrizacion.
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e Laradioterapia puede inhibir fuertemente la cicatrizacion (26).

2.2.8. Experimentacion animal

Es de gran importancia el empleo de animales de laboratorio para las
investigaciones biomédicas. Son usados como instrumento biolégico para
estudiar la causas, diagndstico y tratamiento de diferentes enfermedades que
afectan al hombre y a los animales. También son utilizados en la produccién
de farmacos. Representa un elemento fundamental el uso de animales de
laboratorio para la investigacion de enfermedades transmisibles y no

transmisibles tanto en el hombre como en los animales (30).

2.2.8.1. Importancia en la experimentacion biomédica

Los conocimientos acerca de la fisiologia del cuerpo humano y animal,
en gran parte lo tenemos gracias a siglos estudios realizados con animales de
experimentacion. Gran parte de los ultimos avances meédicos se debe a
estudios realizados con estos animales de investigacion en el campo de la
medicina. Estos resultados nos dan informacién que permite predecir el efecto
de un nuevo farmaco sobre el organismo de los demas animales incluido el
hombre (31).

Muchos avances en medicina tanto para la prevencion y tratamientos
de enfermedades en humanos, han servido para mejorar el estado salud en
animales. Siendo estos resultados de estudios en animales de laboratorio
(31).

2.2.8.2. Avances en Medicina Veterinaria

El porcentaje de investigacion que se realiza con animales de
laboratorio en medicina veterinaria es de 5 %, gracias a estos estudios se
logro el desarrollo de vacunas y tratamientos para enfermedades en animales

como la rabia, parasitosis, etc. (31).
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2.2.9. El Ratén Mus musculus
Estos roedores son los animales mas usados en las investigaciones

médicas, debido a las ventajas que presenta para su manejo (32).

2.2.9.1. Taxonomia

Clase: Mamalia.

Orden: Rodentia.
Familia: Muridae.
Género: Mus.

Especie: musculus (32).

2.2.9.2. Caracteristicas

Este animal se adapta a diferentes climas, desde zonas muy frias hasta
regiones tropicales. Presenta habitos nocturnos, su sentido de olfato esta muy
desarrollada para percibir alimento, depredadores y distinguir un orden social
(32).

Presenta una vision limitada sin distinguir colores. Viven en grandes
grupos siendo generalmente dociles. En edad adulta llegan a medir de 12 a
15 cm incluido con la cola, con un peso de 30gr aproximadamente, llegando
a tener una vida util de 10 a 12 meses. Consume de 3 a 5 gr de alimento por

diay 5 ml de agua ab libitum (32).

Ventajas en la investigacion:

e De facil manejo.

e Accesibilidad econdmica.

e Variedad de cepas definidas para investigacion.

e Caracteristicas fisiologicas que lo hace un buen modelo experimental.

e Caracteristicas reproductivas eficiente (32).
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2.3. Marco conceptual

Aceite de copaiba: Es la oleoresina producida en tronco de los arboles del
género Copaifera, constituye un recurso forestal no maderable que posee
propiedades terapéuticas como cicatrizantes para heridas de la piel,

antiinflamatorio, antitumor, antiséptico urinario, y ulceras (14) (17).

Acido Copalico: Es un diterpeno presente en el aceite de copaiba (15) (16).
Acido Kaurenoico: Diterpeno que se encuentra en el aceite de copaiba (10)
(16)

Diterpenos: Son hidrocarburos complejos. Que dan el efecto terapéutico a
muchas plantas (33).

Cicatrizacion: Es un proceso fisiologico que restaura la integridad tisular en
una herida. Es una serie eventos bioldgicos, para restaurar el tejido lesionado
o0 sustituirlo por proteina llamado colageno (26).

Fitoterapia: Utilizacion de las plantas medicinales con fines terapéuticos, para
diferenciarla de la medicina sintética. También conocida como medicina
tradicional o autéctona (9).

Kil AG: Producto comercial que tiene gran actividad contra miasis instalada
en el cuerpo animal, ademas sirve para prevenir la infestacion de miasis
aplicando el producto en heridas accidentales y quirtrgicas. Posee actividad
cicatrizante y bactericida (19).

Sangre de grado: Latex rojo extraido de la corteza del arbol Croton lechleri
gue posee propiedades medicinales como cicatrizante de heridas y otras
afecciones (18).

Taspina: Es un alcaloide de propiedades cicatrizante que se encuentra en el
latex o sangre de grado, estimula la migracion de los fibroblastos en la zona

lesionada (18).
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CAPITULO IIl: METODOLOGIA DE INVESTIGACION

3.1. Tipo de investigacion

La investigacién corresponde al modelo experimental, consistio en
evaluar y comparar la media porcentaje de cicatrizacion de cada tratamiento;
asi mismo se evalué la reaccion tisular de las cicatrices de cada tratamiento

de estudio.

3.2. Disefo de la investigacion

Se utilizé el disefio aleatorizado, cuyo modelo estadistico es el
siguiente.
Yij=U+Tij+Eij

Donde:

Yij es la variable respuesta de la j — esima unidad experimental bajo la i-
esima edad.

U, es la medida de la poblacion.

Tij es el efecto de la i- sima edad.

Eij es el efecto azar o factor aleatorio.

Se utilizé la estadistica descriptiva. Se realiz6 Analisis de Varianza
(ANOVA) para evaluar la eficacia de los tratamientos. Para comparar los
resultados de cada tratamiento con el grupo testigo se aplicé la prueba de
Dunnett. Para determinar que producto cicatrizante es mejor se comparo las
medias de porcentaje de cicatrizacion utilizando el método de Tukey cuya

férmula es la siguiente:

Formula de la prueba de Tukey:
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\CME
w=g x |
v
Donde:
q = Valor de la tabla de tukey de 5%
r = Numero de repeticiones

CME = Cuadrado medio del error

3.3. Delimitacion espacial y temporal

3.3.1. Delimitacién espacial
El estudio se ejecuto en el laboratorio de experimentacion de la escuela

profesional de Medicina Veterinaria - Zootecnia de la Universidad Nacional
Amazonica de Madre de Dios ubicado en el distrito de Tambopata Provincia
de Tambopata Region de Madre de Dios, altitud de 186 msnm, latitud sur de
12°35'18" y longitud oeste de 69°12'32", con una temperatura media anual de
25.4°C. El analisis histopatolégico de las muestras de piel se realizé en el
laboratorio de histologia y embriologia de la Universidad Nacional del Altiplano

— Puno

3.3.2. Delimitacién Temporal
El estudio se realiz6 entre los meses de setiembre y octubre.

Considerando desde la aclimatizacién de los ratones hasta su analisis

histopatolégico de las muestras de piel.
3.4. Poblacién y muestra

3.4.1. Selecciéon de animales de estudio

Se utilizé un total de 60 ratones los mismos que fueron distribuidos al

azar en cinco grupos como se muestran en el cuadro siguiente.
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Tabla 2. Distribucion por tratamiento de ratones albinos Mus musculus.

TRATAMIENTOS | SIGLA | NUMERO DE RATONES
Piel intacta T0 12
Testigo TT 12
Sangre de grado | TSG 12
Aceite de copaiba | TAC 12
Kil AG TKIL 12

Fuente: Elaboracion propia.

El tratamiento de ratones de piel intacta (TO) al cual no se le realiz
ninguna incision ni se aplico ningun tratamiento, fueron utilizados para obtener
el promedio de gramos necesarios para abrir la piel intacta, que fue un dato
que se utilizd en la formula matematica para obtener el porcentaje de
cicatrizacion de cada grupo de tratamiento.

El tratamiento testigo (TT) nos permitio ver el efecto cicatrizante de los
otros tratamientos y nos permitid determinar si hay diferencias entre
tratamientos.

Los tratamientos sangre de grado (TSG), aceite de copaiba (TAC) y Kil

AG (TKIL) sus efectos cicatrizantes fueron evaluados.

3.5. Técnicas e Instrumentos de recoleccion de datos

3.5.1. Métodos y técnicas
3.5.1.1. Delos ratones

Se utilizé 60 ratones albinos (Mus musculus) procedentes del Instituto
Nacional de Salud. Con edad de 75 dias y pesos promedio de 29.78 gr,
previamente los animales fueron aclimatados en el laboratorio de
experimentacion durante un periodo de 4 dias con una temperatura promedio
de 27° (con comida y agua a libertad). El alimento para los ratones fue

adquirido del Instituto Nacional de Salud.
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3.5.1.2. Corte de piel de los ratones.

Después de los 4 dias de aclimatacion se les depil6 la mitad inferior del
lomo y se procedio a realizar el corte de la piel.

Para este procedimiento se aplicd un protocolo de anestesia a base de
Ketamina a dosis de 70 mg/kg y xilacina 5 mg/kg via intramuscular por animal
(34). Se aplico un antiséptico en el area afeitada, y mediante un bisturi nimero
18, se realiz6 incisiones de 1cm de longitud paralelo a la columna vertebral en

la zona lumbar.

3.5.1.3. De la aplicacion de los productos (Copaiba, Sangre de
Grado y Kil AG)

Luego de la incision de la piel de los ratones albinos se aplicé los
tratamientos con los respetivos cicatrizantes a cada grupo directamente sobre
las heridas con ayuda de hisopos, se aplico diariamente cada 12 horas
durante diez dias. Cuando se culmin¢ el tratamiento, al décimo dia se aplico
un protocolo de eutanasia con pentobarbital sédico con aplicacion

intraperitoneal.

3.5.1.4. Método tensiometro

Esta prueba se basoé en la técnica descrita por Howes et al., (1929).
Consistid en la aplicacion de fuerza mecéanica de tension para abrir las

cicatrices, utilizandose para tal fin gramos de arena (35).

Procedimiento:
e Se tomaron aleatoriamente 6 animales de cada grupo.
e Un lado de la herida cicatrizada fue tomado con una aguja cortante sujeto
a un dinamometro.

e Luego se calcul6 los gramos de arena para abrir la cicatriz.
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3.5.1.5. Procesamiento y Evaluacion histolégica de las muestras de
piel

3.5.1.6. Técnica Histolbgica

Para la observacion microscopica de las células y tejidos de la piel se
realiz6 una serie de procedimientos aplicados al material biolégico que en este

caso fue la piel cicatrizada. Se realizé de la siguiente manera.

a) Toma de muestra
Se realiz6 inmediatamente después de haberse eutanasiado a los

ratones.

Procedimiento:

Se tomaron los animales restantes de cada grupo, que fueron 6
animales por grupo y mediante excision de un area de 2cm x 2.5 cm se extrajo
el area de la piel con cicatriz experimental. Las muestras se sujetaron en

poliestireno (teknopor) para evitar que se enrollen.

b) Fijacion
Este procedimiento se realiz6 con el fin de mantener las estructuras de

los tejidos evitando los procesos autoliticos post morten.

Procedimiento:

Las muestras fueron separado y depositados individualmente en
formol al 10%. Los cuales fueron transportados al laboratorio de histologia y
embriologia de la facultad de Medicina Veterinaria y zootecnia de la

Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

c) Deshidratacion
Después de haber sido fijado el tejido fue necesario realizar el proceso
de deshidratacion, por cuanto son ricos en agua. Ademas, para la inclusion

de los tejidos en parafina fue imprescindible trabajar con un tejido
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completamente deshidratado. Como el tejido fue fijado con formol, se procedio

a lavar los tejidos con agua corriente durante 24 horas. Para este proceso de

deshidratacion se utilizé el alcohol etilico.

Procedimiento:

i.  Alcohol etilico al 70%.........ccccovurririiiieeeeeee e,

ii.  Alcohol etilico al 70%...........ccccovviiiiiiiiiiiiiiieeeee e
iii.  Alcohol etilico al 70%.........cccccvrmriiiiiieiieeeeee e
iv.  Alcohol etilico al 75%.........ccceeveeeeeeeiiiiiiiiiiiiiieeee,
V. Alcohol etilico al 75%..........ccuvuveieeeieeiiiiiiiiiiiienee,
vi.  Alcohol etilico al 80%............ceeeviiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeee,
vii.  Alcohol etilico al 90%............ccceevirrriiiiiiiie e
viii. ~ Alcohol etilico al 100%.........cccccovvieeerieeiiiiiiiiiiiieiiinns
ix.  Alcohol etilico al 100%............c.cceevveeeiiiiiiieeeiiieeieens

X.  Cloroformo. ...

d) Inclusion en parafina

Una vez que se realizd el proceso de deshidratacion se paso
inmediatamente a la inclusion en parafina. El objetivo de este procedimiento
fue impregnar de parafina los tejidos, de tal manera que ingrese a todas las
cavidades naturales, espacios e intersticio tisulares y aun los espacios
intracelulares, para que produzca una solidez y resistencia adecuada y sea

factible el corte delgado en micras mediante el microtomo.

La parafina utilizada oscila su punto de fusion entre 54 °C y 56 °C. La

parafina se expuso en una estufa especial cuya temperatura estuvo a 56 °C.

Procedimiento:

En la estufa se coloco 4 recipientes de los cuales dos fueron vasos
precipitados y dos recipientes de acero inoxidable de boca ancha numerados

de 1l ad4.

En el recipiente 1 se coloco 50% de parafina y 50% de cloroformo.

En el recipiente 2 se coloco parafina pura.
En el recipiente 3 se coloco parafina pura.
En el recipiente 4 se coloco parafina pura.

i.  Enelrecipiente 1 se coloco el tejido 1hora.
ii. En elrecipiente 2 se coloco el tejido ¥z hora.
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ii.  En el recipiente 3 se coloco el tejido ¥ hora.

Finalmente, el recipiente 4 se utilizé para realizar los bloques o tacos.
Para realizar el bloque, se llevd el tejido que habia permanecido en los
recipientes 1, 2 y 3 a un molde especial que consta de dos piezas de bronce
al cual se le vacio la parafina del recipiente 4. Luego se dejé enfriar el bloque,
una vez enfriado en bloque se retird faciimente del molde utilizado.

e) Microtomia (corte de tejido)
Los cortes delgados de 4 micras se obtuvieron mediante el uso
del microtomo.

Procedimiento:
I.  Se sujeto el bloque de parafina en forma paralelo al filo de la
cuchilla.

ii. Una vez listo se gir6 el volante con un impulso firme, suave y
lento, para obtener cortes seriado y completos.

lii.  Los cortes seriados se llevaron a bafio maria que contenia agua
destilada tibia a 42 °C. para estirarlos para que su visualizacion
sea completa y clara.

iv. Luego se tomd un porta objetos, la que previamente se le
agrego a su superficie una delgada capa de albumina de Mayer,
gue ayudo que el tejido esterado se adhiera firmemente.

v. Inmediatamente después se llevo a una porta lamina especial,
donde quedo inclinado a un angulo de 45° a 60°, luego se
colocé las laminas en la estufa por 10 minutos para que seque.

f) Coloracién de Hematoxilina — eosina
La coloracion de las laminas consistié en tefiir los nucleos mediante
hematoxilina. Los nucleos se colorearon de azul o azul morado. El
citoplasma y material extracelular se tifieron de diversos grados de
color rosado.

Procedimiento:

Desparafinar

XilOL. oo 8 min
XilOl. oo 5 min
D (1[0 P 3 min
Hidratacién

Alcohol absoluto 100%0.........veveeeeieeeeeeeee e, 5 min.



33

Alcohol absoluto 100%0.......c.coeeeeieieeeee e, 3 min.
Alcohol absoluto 95%0......ccuveeie e 3 min.
Agua destilada..........coooiiiiii 5 min.
Colorear

Hematoxilinade Harris. .......oooeeeeeeiiiiiinn. 10 min.

Lavado en agua destilada

Agua destilada........c.cooiiiiiiii 1 min.
Diferenciar

Alcohol aCidO. ... sumergir.
Agua destilada..........ccoooiiiii 2 min.
Viraje

Carbonato de Litio. ... 3 min.
Agua COITIENTE. ... 5 min.
Coloracioén

BOSING. .o 1 min.
Deshidratacion

Alcohol absoluto 95%0. .......coen e 2 min.
Alcohol absoluto 10090.......cuveee e 2 min.
Alcohol absoluto 10090.......ccueeeeeieeeeee e 2 min.
Aclaramiento

D (1 (o] P 3 min
D (1 (o] P 3 min
D (1 (o] P 3 min

g) Montaje
Concluido el proceso de tincion de los cortes, se colocaron en condicion
de proteccién para poder utilizarlos infinidad de veces para su observaciéon

microscopica.
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Procedimiento:

Consistio en colocar encima del corte coloreado una gota de balsamo
de Canada y encima se coloco una laminilla cubre objeto y se dejo al
medio ambiente para que seque. Luego fue observado al microscopio.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUCIONES DEL
TRABAJO DE INVESTIGACION

4.1. Procesamiento, analisis, interpretacion y discusion de
resultados.

4.1.1. Porcentaje de cicatrizaciéon de las heridas con el método del
tensiometro en ratones albinos.

Método del tensiémetro:

Se obtuvo una media de 298.23 gr. Necesarios para abrir la piel intacta de
los ratones como lo muestra la tabla 13. Y se obtuvo el porcentaje media de
cicatrizacion de cada grupo como lo muestra la tabla 3. Se aplico la siguiente

férmula para obtener el porcentaje de cicatrizacion:

gramos necesarios para abrir la cicatriz tratada

% de cicatrizacion = 100

promedio de gramos necesarios para abrir la piel intacta

Fuente: (Guillermo et al.,2005) (36).

Tabla 3. Porcentaje media de cicatrizacion.

Sangre de Aceite de Kil AG Testigo
grado copaiba
77.57% 93.33% 75.78% 66.95%

Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 2. Porcentaje media de cicatrizacion.

Interpretacion:

En la tabla 3 y figura 2, se observa el porcentaje media de cicatrizacion de los
tratamientos, obteniendo la media mas alta de resistencia para el Aceite de
Copaiba (93.33%), seguido de Sangre de Grado (77.57%), Kil AG (75.78%) y
el grupo testigo (66.95%).

4.1.2. Respuesta tisular de la piel a los tratamientos de Copaifera
paupera (Herzog) Dwyer (Aceite de Copaiba), Croton lechleri Muell.
Arg. (Sangre de Grado), Kil AG y Testigo en ratones albinos.

Cada muestra después de haber sido procesadas histolégicamente, se realizé

la lectura observandose lo siguiente:

e En el tratamiento con Croton lechleri Muell. Arg. (Sangre de grado)
presento una coaptacion de los bordes de la herida. El epitelio se
presenta delgado en franco proceso de formacién. Escaso tejido
conectivo laxo en la dermis, ademas tejido denso en la parte inferior lo
gue ha favorecido la cicatrizacion como se observa en la figura 3. Se
observa una regular cantidad de fibroblastos que producen fibras
colagenas y elasticas. Agullo, J. (2007) (37), indica que conforme

avanza la reparacion de las heridas disminuye en nimero de células
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endoteliales y de fibroblastos y que estas adquiririan més capacidad de
sintesis y depoésitos de matriz extracelular lo que hace la reparacion
total de la herida. Vaisberg et al. (1989) (38), Vanaclocha, B. y S.
Canfigueral (2003) (39), indican que la taspina posee un efecto
cicatrizante que promueve las fases tempranas de cicatrizacion de una
herida y su mecanismo se deberia a la estimulacion de la quimiotaxis
de fibroblastos.

En cuanto al tratamiento con Copaifera paupera (Herzog) Dwyer
(Aceite de Copaiba) aceite de Copaiba la coaptacion de los bordes de
la herida esta completamente avanzada y consolidada al encontrase
una completa epitelizacion y ademas abundante tejido conectivo denso
gue hace mas compacta la piel en su conjunto, por tal razén a la prueba
del tensiOmetro este tratamiento fue mas resistente a abrir los bordes
de la herida. Se aprecia regular cantidad de células fibroblastos que
han producido suficiente matriz extracelular que lo tipificaremos como
tejido conectivo denso que hace mas fuerte a la piel cicatrizada como
se observa en la figura 4. Es bien conocido que el diterpeno llamado
acido Kaurénico es uno de los componentes del Copaifera paupera
(Herzog) Dwyer (Aceite de Copaiba) (40). El grupo kaureno de los
diterpenos afectaria la sefial inflamatoria inhibiendo factores nucleares
como el factor nuclear- Kappa B (FN-KB), regulando la sintesis de
varias citoquinas (41). Debido a que la citoquinas y factores de
crecimiento regulados por (FN-KB) son necesarios para la curacion de
heridas no es deseable una regulacion descendente completa de FN-
kB, sino una disminucion evidente en su regulacion ascendente. Por lo
tanto, aquellos extractos vegetales que disminuyen moderadamente la
activacion FN-kB pueden contribuir a los procesos de curacion y
cicatrizacion de heridas (42). Estos procesos moleculares explican la
cicatrizacion de heridas por parte del Aceite de Copaiba. Ademas,
segun estudio el acido Kaurénico posee actividad antibacteriana (43)
(44).
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e Los animales tratados con Kil AG Se, observo coaptacion de los bordes
de la herida en forma consolidada ademas de la epitelizacion completa
que tipifica que la epidermis esta totalmente restablecida. El tejido
conectivo laxo presenta abundantes fibras colagenas producido por los
fibroblastos. Se aprecia regular cantidad de células fibroblastos como
se muestra en la figura 5, pero el tejido conectivo no es tan compacto
como del tratamiento con aceite de copaiba.

e En este tratamiento testigo a la observacion de la lamina se tiene que
el epitelio es de menor grosor que la piel normal. Observamos
abundantes foliculos pilosos que harian que la epidermis este mas

adherida a la dermis como se muestra en lafigura6y 7.

Figura 3. Microfotografia de 40X coloracién con hematoxilina y eosina. Tratamiento
con Sangre de Grado. En la que se observa (E) epidermis y (D) dermis.
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Figura 4. Microfotografia de 40X coloracion con hematoxilina y eosina. Tratamiento
con aceite de copaiba. En la que se observa (E) epidermis, (D) dermis y (F)
fibroblastos.

Figura 5. Microfotografia de 40 X coloracién hematoxilina y eosina. Tratamiento con
Kil AG. En la que se observa (E) epidermis, (D) dermis y (F) fibroblastos.
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Figura 6. Microfotografia de 40X coloracion hematoxilina y eosina. Tratamiento
testigo. En la que se observa (E) epidermis, (D) dermis.

Figura 7. Microfotografia de 40X coloracion hematoxilina y eosina. Tratamiento
testigo. En la que se observa (E) epidermis y (D) dermis.
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4.2. Prueba de Hipotesis

4.2.1. Hipé6tesis general

H1: El efecto cicatrizante de Copaifera paupera. (Herzog) Dwyer (Aceite
de Copaiba) y Croton lechleri Miell. Arg. (Sangre de Grado) frente
a Kil AG presenta diferencias en lesiones cutaneas de ratones

albinos Mus musculus.

Tabla 4. Estadisticos descriptivos del efecto cicatrizante.

95% del
intervalo de
confianza para la
media
Desviacion Error Limite | Limite
N |Media| estandar |estandar |inferior|superior |Minimo | Maximo
Sangre
de 6 | 77.57 0.94 0.38 76.58 78.55 76.45 | 78.80
grado
A‘éee'te 619333 227 093 | 9094 | 9571 | 89.86 | 95.90
copaiba
KilAG | 6 | 75.78 1.47 0.60 74.24 77.33 73.77 | 78.13
Testigo | 6 | 66.95 1.52 0.62 65.35 68.55 65.39 | 68.74
Total 24| 78.41 9.83 2.01 74.26 82.56 65.39 | 95.90

Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 5. Prueba de homogeneidad de varianzas para la cicatrizacion.

Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.

1,528 3 20 ,238
Fuente: Elaboracién propia.

En la tabla 5 se observa que el p-v es igual a 0,238 mayor (0.05) nivel de
significancia lo que demuestra que los datos de los tratamientos tienen

varianzas homogéneas.
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Tabla 6. ANOVA para porcentaje media de cicatrizacion de los tratamientos.

Sumade Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 2168,800 3 722,933 |274,729( ,000
Dentro de
52,629 20 2,631
grupos
Total 2221,428 23

Fuente: Elaboracion propia.

Como el p valor es igual a 0.000 menor al 0.05 (nivel de significancia)
podemos afirmar que el modelo es pertinente.

Tabla 7. Comparaciones multiples para el porcentaje de cicatrizacion - T de Dunnett
(bilateral).

95% de intervalo de
Diferencia confianza
de
medias (I-| Error Limite Limite
() TRATAMIENTO J) estandar| Sig. inferior superior
Sangre de grado Testigo| 4 c1667+| 937 | 000 | 8.24 13.00
Aceite de  Testigo| ,q 37667°| 937 | .000 | 24.00 28.76
copaiba
Kil AG Testigof ¢ e3000° | 937 | .000 | 6.45 11.21

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos
los demas grupos con este.

tabla 7. Se observa las comparaciones multiples para la media porcentaje de
cicatrizacion segun dunnett. El p valor obtenido para cada tratamiento es
inferior al 0.05 (nivel de significancia) demostrando que la media porcentaje

de cicatrizacién de los tratamientos es superior al grupo testigo.
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95,00

20,00

83,00

80,00

75,00

Media de porcentaje de cicatrizacion

70,007

63,00

T T T T
Sangre de grado Aceite de copaiba Kil AG Testigo
TRATAMIENTO

Figura 8. Medias de porcentaje de cicatrizacion.

Discusidn: Se ha demostrado que los tratamientos, Croton lechleri Muell. Arg.
(Sangre de Grado), Copaifera paupera (Herzog) Dwyer (Aceite de Copaiba) y
Kil AG son significativamente mayores al grupo testigo. Resultados que
guardan relacién con varios estudios en el cual se comparé cicatrizantes
naturales que indican que los resultados del grupo testigo es menor a los
demas tratamientos o grupos (6) (45).

4.2.2. Hipotesis especificas

H1. El porcentaje de cicatrizacion de cada tratamiento presentan diferencias

significativas.



44

Tabla 8. Descriptivo de los tratamientos Sangre de Grado, Aceite de Copaiba y Kil

AG.
95% del
intervalo de
confianza para
la media
Desviacion| Error |Limite| Limite
N | Media | estandar [estandar|inferior|superiorMinimo|Maximo
Sangre
de 6 (77,5683 ,94007 | ,38378 [76,581878,5549| 76,45 | 78,80
grado
Aceite
de 6 (93,3283 2,27135 | ,92727 |90,9447|95,7120| 89,86 | 95,90
copaiba
KilAG | 6 |75,7817| 1,47064 | ,60039 |74,2383/77,3250( 73,77 | 78,13
Total |18(82,2261 8,26025 |1,94696|78,118486,3338| 73,77 | 95,90

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 9. Prueba de homogeneidad de varianzas parala media porcentajes de
cicatrizacion de los tratamientos Sangre de Grado, Aceite de Copaiba y Kil AG.

Estadistico de Levene

dfl

df2

Sig.

2,079

2

15

,160

Fuente: Elaboracién propia

Tabla 9. Se observa que el p-v es igual a 0.160 mayor (0.05) nivel de

significancia lo que demuestra que los datos de los tratamientos (Sangre de

grado, Aceite de Copaiba, kil AG) tienen varianzas homogéneas.
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Tabla 10. ANOVA para la media porcentaje de cicatrizacion entre tratamiento Sangre
de Grado, Aceite de Copaiba y Kil AG.

Suma de Media
cuadrados o] cuadréatica F Sig.
Entre grupos 1118,911 2 559,455 |204,541( ,000
Dentro de
41,028 15 2,735
grupos
Total 1159,938 17

Fuente: Elaboracion propia.

Como el p valor es igual a 0.000 menor al 0.05 (nivel de significancia), lo que
indica que rechazamos la hipodtesis nula y aceptamos la hipotesis alterna
demostrando que la media porcentaje de cicatrizacion de los tratamientos

presentan diferencias significativas. Al 95% de confianza. HSD Tukey?

Tabla 11. Tabla de comparacién mdaltiple de la media porcentaje de cicatrizacion -
HSD Tukey?.

Subconjunto para alfa = 0.05
TRATAMIENTO N 1 2
Kil AG 6 75,7817
Sangre de grado 6 77.5683
Aceite de copaiba 6 93,3283
Sig. ,181 1,000

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

a. Utiliza el tamarfio de la muestra de la media arménica = 6,000.

Interpretacion: Al realizar la comparacion entre tratamientos en la tabla 11
se observa dos subgrupos significativos idénticos, el primer grupo conformado
por el tratamiento Sangre de Grado y Kil AG, el segundo grupo lo conforma el

Aceite de Copaiba que es significativamente distinto.
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Sangre de grado Aceite de copaiba il AG
TRATAMIENTO

Figura 9. Media de porcentaje de cicatrizacion entre el tratamiento Aceite de Copaiba,
Sangre de Grado y Kil AG.

Discusion: Se ha demostrado que los tratamientos, Croton lechleri Muell.
Arg. (Sangre de Grado) y Kil AG son significativamente idénticos en cuanto al
porcentaje media de cicatrizacion. El tratamiento Copaifera paupera (Herzog)
Dwyer (Aceite de copaiba) es significativamente distinto y superior a los
demas tratamientos, resultado que nos indica que es el tratamiento mas

eficiente.

Gallardo y Barboza (2015) (6). En su investigacion” Efecto cicatrizante del gel
elaborado del latex de croton lechleri “sangre de Drago” obtuvieron mayor
efecto cicatrizante con el gel al 2% de latex de Croton lechleri “Sangre de

Drago” comparado con el control positivo Cicatricure® (producto comercial).

Chanca Coquil A. (2014) (46). En su investigacion “Efecto comparativo
cicatrizante de Copaifera officinalis, Solanun sessiliforum y Bixa orellana L. En
lesiones cutaneas de ratones albinos Mus musculus.”. Obtuvo 12 dias
promedio de cicatrizacion para el Achiote (Bixa Orellana), 15 dias para
Cocona (Salanun Sessiliforum Dunal) y 17 dias para el tratamiento Copaiba
(Copaifera officinalis), siendo el Achiote la medicina natural mas efectiva y la

menos efectiva el aceite de Copaiba.
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CONCLUCIONES

La media del porcentaje de cicatrizacion de los tratamientos Copaifera
paupera (Herzog) Dwyer (Aceite de Copaiba), Croton lechleri Muell. Arg.
(Sangre de grado) y kil AG son significativamente superior al grupo testigo
como lo muestra la tabla 7. Rechazamos la Hipétesis nula y aceptamos la
Hipétesis alterna demostrando que el porcentaje media de cicatrizacion de los
tratamientos presentan diferencias significativas, al 95% de confianza. Como

lo muestra la tabla 10.

Segun la prueba de sub - conjuntos de grupos de Tukey (Tabla 11) para los
tratamientos Croton lechleri Miell. Arg. (Sangre de grado) y kil AG, sus medias
son estadisticamente iguales, por lo tanto, no existe diferencia significativa
entre ellos. Con respecto al tratamiento Copaifera paupera (Herzog) Dwyer
(Aceite de Copaiba) se deduce que es la de mayor rendimiento, por lo tanto,
podemos dilucidar que el tratamiento Copaifera paupera (Herzog) Dwyer
(Aceite de Copaiba) es la que mejor efecto cicatrizante presento siendo el mas

eficiente.

Los estudios histoldgicos se observaron que las pieles tratadas presentan una
coaptacion completa de los bordes de las heridas. El tratamiento con Aceite
de Copaiba presento abundante tejido conectivo denso que hace mas fuerte
a la piel cicatrizada es por ello que el porcentaje media de cicatrizacion fue
significativamente diferente y superior a los demas tratamientos. El
tratamiento con Sangre de grado y Kil AG, se observd coaptacion de los
bordes de la herida, se observa la epidermis totalmente restablecida, pero el
tejido conectivo no es tan compacto como el del tratamiento con Aceite de

Copaiba. Corroborando los resultados del método tensiémetro.
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SUGERENCIAS

Es importante tomar en cuenta los datos obtenidos en este estudio para su
utilizacion de los productos naturales Sangre de grado y Aceite de Copaiba
para el tratamiento de las heridas en nuestros pacientes, ya que posee
propiedades cicatrizante, antiinflamatoria y bactericida.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este estudio se recomienda
realizar investigaciones de dosificacion y concentraciones terapéuticas del
latex de Sangre de grado y Aceite de Copaiba para una mejor aplicacion.
También realizar investigaciones con toma de muestras histolégicas de piel
con intervalo de 2 a 3 dias hasta la cicatrizacion de las heridas, con el fin de
tener una mejor observacion detallada del proceso de cicatrizacion de los
tejidos cutaneos.

Es importante realizar mas investigaciones fitoterapéuticas para la
industrializacion de estos productos naturales y su aplicacion en Medicina
Veterinaria, ya que en Madre de Dios tenemos una gran biodiversidad de flora
medicinal.
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Anexo 1: Matriz de consistencia ldgica.

ANEXOS
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TITULO: “Comparacion del efecto cicatrizante de Copaifera paupera (Hersog) Dwyer (Aceite de Copaiba), Croton lechleri Miell. Arg. (Sangre de Grado) y Kil AG en heridas inducidas en el lomo de ratones de laboratorio,

en Puerto Maldonado — Per0”

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES E POBLACION Y METODOLOGIA
INDICADORES MUESTRA
PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL VARIABLE TIPO DE INVESTIGACION

¢ Cual serd la eficacia cicatrizante
entre Copaifera paupera (Herzog)
Dwyer (Aceite de Copaiba) y
Croton lechleri Muell Arg. (Sangre
de Grado) frente a Kil AG, en
lesiones de piel en ratones
albinos?

Evaluar el efecto cicatrizante de:
Copaifera paupera. (Herzog) Dwyer
(Aceite de Copaiba) y Croton lechleri
Mdiell. Arg. (Sangre de Grado),
frente a Kil AG en lesiones de la piel
en ratones albinos Mus musculus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

. Evaluar el porcentaje de
cicatrizacion mediante el
método del tensiémetro, de
citarices de heridas de 1cm
de longitud producidas en el
lomo de rat6n albino Mus
musculus.

. Evaluar la respuesta tisular
en el tejido cutaneo de
ratones albinos Mus
musculus.

Ha
El efecto

cicatrizante de Copaifera

paupera. (Herzog) Dwyer (Aceite de
Copaiba) y Croton lechleri Miell. Arg.
(Sangre de Grado) frente a Kil AG

presenta
cutaneas
musculus.

HO
El efecto

diferencias en lesiones
de ratones albinos Mus

cicatrizante de Copaifera

paupera. (Herzog) Dwyer (Aceite de
Copaiba) y Croton lechleri Miell. Arg.
(Sangre de Grado) frente a Kil AG no

presenta
cutaneas
musculus.

diferencias en lesiones
de ratones albino Mus

a) Variables
independientes:

X1 = Aceite de copaiba
(Copaifera spp.).

X2 = Sangre de grado
(Croton lechleri).

X3 =Kil AG

b) Variables
dependientes:

Y1= porcentaje de
cicatrizacion
Y2= Reaccion tisular.

Para el presente trabajo se
utilizé un total de 60 ratones los
mismos que seran distribuidos
al azar en cinco grupos.

El grupo de ratones de piel
intacta al cual no se le realizé
ninguna incisién ni se aplicé

ningun tratamiento, fueron
utilizados para obtener el
promedio de gramos

necesarios para abrir la piel
intacta, que es un dato que se
necesit6 en la férmula
matematica para obtener el
porcentaje de cicatrizacion de
cada grupo de tratamiento.

Experimental siendo
prospectivo y analitico, ya que
uniformizaremos nuestra
poblacién y estudiaremos la
comparacion del efecto
cicatrizante 'y la reaccion
tisular al poder cicatrizante de
nuestros  tratamientos de
estudio.

DISENO EPERIMENTAL

Disefio completamente
aleatorizado

Método Estadistico
Prueba de T de Dunnett.
Prueba de Tukey al 5%
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Anexo 2. Boleta de venta de ratones Mus musculus, alimento balanceado para ratones

y viruta de madera estéril.

g@"ﬁ“ MINISTERIO DE SALUD

(-," \71 INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

lll:};\,‘%j -y Av. Defensores del Morro N° 2268 - Lima - Lima - Chorrillos
A L *\30 Teif: 748-1111 - Anexo 1550 / 1397
~TERio 08 >

~
Sefor(es) : PACAYAVALLES JULIANA JACKELINE

-

Direccion : GONZALES PRADA 7-1-03 TAMBOPATA MADRE DF DIOS - TAMBOPATA

R.U.C. 20131263130

BOLETA DE VENTA
ELECTRONICA

B002 - 0002335

\

Fecha : 289082019

CANY J coDIGo | DESCRIPCION

70.00 110404020405 RATONES ALBINO ( 25 GR, AMAS)

500 10404030406 Alimento Balanceado para Ratanes x 1 ko

500 |10404030408 | VIRUTA DE MADERA ESTERIL X 1 KILO

|

\nﬂ‘“m“w

94 oD 1

CANCELADO

SON: CUATROCIENTOS CUARENTA Y CUATRO Y 03/100 SOLES

IMPORTE

P.UNITARIO
a07.22 40722
18.78 18.78
18.05 18.05

Representacién impresa de Boleta de Venta Electr dnica

TOTAL “4a03




Anexo 3. Certificacion de los ratones albinos Mus musculus Balb C.

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS
COORDINACION DE BIOTERIO

CERTIFICADO SANITARIO N° | 213-2019

Producto : Raton albino Lote N° : M-35-2019

Especie . Mus mdsculus Cantidad : 70

Cepa . Balb/c/CNPB Edad : 2meses Y2

Peso : Mayora 25 g. Sexo : Hembra

Guia de . 0037929 Destino : Pacaya Valles, Juliana
remision .

Chorrillos . 28-08-2019

El Médico Veterinario, que suscribe, Arturo Rosales Fernandez. Coordinador de Bioterio
Certifica, que los animales arriba descritos se encueniran en  buenas
condiciones sanitarias * .

*Referencia : PR.T-CNPB-153, Procedimiento para el ingreso, Cuarentena y Control
Sanitario para Animales de Experimentacion.

Chorrillos, 28 de agosto del 2019

(Fecha de emisién del certificado)

M.V. Artuyro Rosales Fernandez.
NOTA: El Bioterio no se hace < CMV.P. 1586
responsable por el estado de
los animales, una vez que
éstos egresan del mismo.




Anexo 4. Identificacion taxondmica de especimenes vegetales.

"“"Madre de Dios Capital de la Biodiversidad del Perd”
“Ano de la Lucha contra la Corrupcién y la Impunidad”

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION

TAXONOMICA DE ESPECIMENES VEGETALES

El que suscribe, Dr. HERNANDO HUGO DUENAS LINARES, Especialista Forestal
en Identificacion Taxondémica de especies de flora silvestre, mediante Resolucién
Directoral N° 054-2017-SERFOR/DGGSPFFS-DGSPF, con Cdédigo de Licencia LC-
ES-2017-009; del Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre-SERFOR.

CERT'F'CA, que los especimenes (02) presentados por el Sefior: BACHILLER

ROLFI YUBER HUAMAN SUAREZ, de la Escuela Profesional de Medicina
Veterinaria-Zootecnia, de la Universidad Nacional Amazénica de Madre de Dios; para
su identificacién y/o determinacion, para efectos del proyecto de tesis de investigacién
de tesis intitulada: “COMPARACION DEL EFECTO CICATRIZANTE DE Copaifera
paupera (Herzog) Dwyer (ACEITE DE COPAIBA), Croton lechleri Muell. Arg.
(SANGRE DE GRADO)Y Kil AG EN HERIDAS INDUCIDAS EN EL LOMO DE
RATONES DE LABORATORIO, EN PUERTO MALDONADO - PERU”. Corresponden

a los siguientes taxa aceptados oficialmente a nivel internacional:

NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE VERNACULAR FAMILIA
Copaifera paupera (Herzog) Dwyer “Aceite de Copaiba” FABACEAE
Croton lechleri Muell. Arg. “Sangra de Grado” EUPHORBIACEAE

De acuerdo a la descripcion de sus caracteristicas vegetativas y reproductivas, las que
estan registrada para la Flora de Peri: Departamento de Madre de Dios; en el
Catalogo de Angiospermas y Gimnospermas del Peri de Lois Brako and James L.
Zarucchi (1993), al APG IV (Angiosperm Phylogenetic Group, 2016) y en el Taxonomic
Name Resolution Service v3.2 (2019). Se expide el presente certificado a solicitud del
interesado para los fines que considere conveniente. Se anexa al presente Certificado

de Identificacion los datos correspondientes a la especie en formato Excel.

- Dr. Hugo Duernias
ESFECIALISTA EN IDENTIFICACION
TAXONOMICA DE FLORA SILVESTRE

Cédigo LIC-ES-2017-009

Jr. José Carlos Maridtegui N2 226 Parque Huerto Familiar, Puerto Maldonado-Madre de
Dios-Peru
Email: huduli_hugo@yahoo.es Cel: 956-740299
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Tabla 12. Datos de pesos de ratones Mus musculus Balb c.

PESO
TRATAMIENTO NUMERO (gr)

31
31
34
30
27
25
33
33
29
27
28
27
27
33
33
24
30
30
29
35
26
29
27
29
28
27
29
31
33
31
31
32
31
31
30
28
33
25
30
28
32
28
26
29
29
29
11 26
12 25
1 30
2 37
3 32
4 27
5 33
6
7
8

Piel intacta

Testigo

Sangre de grado
(Crotén lechleri)

Aceite de copaiba
(Copaifera spp)

= = = Al =
Slo|o|~N|o|u|swvik|RIEB|lo|le|~No|u|swinvk|RIE|IB|o|e|~N|oju|s|w|nv ik KRS0 |o|~N|o|o|s|w|n |-

31
30
32

9 34
10 31
11 28
12 33

Fuente: Elaboracion propia.

Kil AG




Tabla 13. Gramos necesarios para abrir la piel intacta.

GRAMOS NECESARIOS
NUMERO PARA
ABRIR LA PIEL

305.91
326.3
316.11
346.7
229.43
331.4
305.91
234.53
244.73
244.33
367.1

12 326.3
Promedio 298.23
Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 14. Datos de porcentajes de cicatrizacion.

GRAMOS NECESARIO
PARA ABRIR LA

PORCENTAIJE DE

TRATAMIENTO NUMERO CICATRIZ CICATRIZACION
(r) (%)
1 232 77.79
2 228 76.45
Sangre de grado 3 234 78.46
(Croton Lechleri) 4 235 78.80
5 230 77.12
6 229 76.79
1 286 95.90
2 276 92.55
Aceite de copaiba 3 275 92.21
(Copaifera spp) 4 285 95.56
5 280 93.89
6 268 89.86
1 220 73.77
2 226 75.78
Kil AG 3 227 76.12
4 233 78.13
5 223 74.77
6 227 76.12
1 195 65.39
2 205 68.74
Testigo 3 198 66.39
4 195 65.39
5 205 68.74
6 200 67.06

Fuente: Elaboracién propia.
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Anexo 6. Resultados de los examenes histopatolédgicos.

stef-

ﬁ

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA
LABORATORIO DE HISTOLOGIA Y EMBRIOLOGIA

EXAMEN HISTOLOGICO
SOLICITANTE: Bachiller. Rolfi Yuber Huaman Suarez
REALIZADO EN: Piel de Ratones Mus musculus Baib C
TECNICA: Cortes en parafina coloreado con Hematoxilina eosina
Veinticuatro laminas.
FECHA: 02 de octubre del 2019

Sangre de grado {Crotén jechleri)

Las laminas 1, 2, 3, 4, 5 y 6: Microfolografia de 250 X coloracién con
hematoxilina y eosina Coaptacién de ios bordes de la herida. Se aprecia
reguiar cantidad de fibroblasios. Escaso tepdo conective laxo en la dermis,
ademas tejido denso en la parte infenor lo gue favorecio fa cicatrizacion

Aceite de Copaiba { Copaifera spp)

Laminas 1, 2,3 ,4 5 y 6: Microfotografia de 250X coloracién con hematoxilina
y eosina. Se observa tejido epitelial completo (E) y abundante tejido conective
denso con fibras colagenas compactas y ademés se observa una hipodermis
con tejido adiposo. Restawracion normal de le henida Se aprecia regular
cantidad de oélulas fibroblastos que han producido suficiente matriz
axiracelular

Kil AG

Laminas 1, 3, 4, § y 6: Microfotografia 250X coloracion hematoxilina y eosina.
Se observa epitefic estratificade plano queratinizado compacto (E) tejido
conectivo iaxo con abundante fibra coldgenas (C) producida por ios
fibroblastos. Se observa nomal proceso de restauracion de la herida. Se




Testigo

Laminas 1, 2, 3, 4, § y 6: WMicrofotografia 250X coloracion hematoxilina y
eosina. El tejido coneclivo debajo del epitelio es de tipo laxo y hacia la
hipodermis es denso y se observa tepdo adiposo. La epidermis es de menor
grosor que en Ia piel normai

DICTAMEN

Como una apreciacion integral de la observacién histologica se puede deducir
lo siguiente:

1. En el grupo de ratones albinos tratados con aceite de Copaiba
{Copaifera spp) la coaptacion del epitelic es completa La dermis
presenta abundanie tepdo conectivo denso gue lo hace mas compacta la
piel en su conjunto a diferencia de los demas tratamientos.

2. Todos los tratamientos presentan coaptacion completa de ia epidermis.
pero el tratamiento testigo la epidermis es de menor grosor que la piel
normal

3. Se observa reguiar cantidad de fibroblastos en todos los tratamientos
debido a que el proceso de cicatrizacion esta avanzada.
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Anexo 7. Panel fotografico de la ejecucion de la investigacion

bROHIBIDO
FUMAR

Figura 10. Aclimatizacién de los ratones Mus musculus Balb C.

Figura 11. Confort de las jaulas.



Figura 12. Pesaje de los ratones.

Figura 13. Materiales para la incision de piel.
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Figura 15. Corte de piel.
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Figura 16. Cicatrizantes.

Figura 17. Aplicacion de Sangre de Grado.
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Figura 18. Aplicacion de Aceite de Copaiba.

Figura 19. Aplicacion de Kil AG.
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Figura 21. Método tensiometro.
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Figura 23. Muestra de piel.
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Figura 24. Lavado de muestras.

Figura 25. Deshidratacion de muestras.
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Figura 26. Fijacién en parafina.

Figura 27. Taco de parafina.
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Figura 29. Extendido del corte.
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Figura 31. Montaje.
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