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“COMPARACION DE LA EFICIENCIA DE CICATRIZACION EN HERIDAS EN
CONEJOS (Oryctolagus cuniculus) A BASE DE PROPOLEOS DE ABEJAS (Apis

mellifera) Y SANGRE DE DRAGO (Croton lechleri)”



RESUMEN

Los propoleos (Apis mellifera) y sangre de drago (Croton lechleri) tienen propiedades
antibacterianas, antioxidantes, antifungicas y cicatrizantes. El objetivo de esta investigacion
fue evaluar los propoleos y sangre de drago como cicatrizantes. Se utilizaron 11 conejos de 6
meses de edad, raza Gigantes de Flandes, hembras, en las que se realiz6 cuatro heridas
quirurgicas a nivel del dorso de 1 cm aproximadamente y cada herida constituia a una unidad
experimental. Los conejos fueron anestesiados para el proceso quirdrgico y en cada herida se
aplicé 1 de los 4 tratamientos: T1 (propdleos 30%), T2 (propdleos 10%), T3 (sangre de
drago), T4 (solucion fisiologica, NaCl 0,9%), en un intervalo de 24 horas por 5 dias por
medio de un rociador con tres atomizaciones (2,4 ml). Se realizaron mediciones diarias de las
diferentes variables hasta los 21 dias post quirdrgico. En el tamafio de la cicatriz no se
observo efecto del tratamiento (p>0.05). En el &rea de la cicatriz no se observo efecto del
tratamiento (p>0.05), siendo que el porcentaje de cicatrizacion con prop6leos 10% fue de
98,6% Y la sangre de drago obtuvo 96,6%. En los valores de temperatura no se observé efecto
del tratamiento (p>0.05). En el tiempo de cicatrizacion se observo efecto del tratamiento
(p=0.05246), el cual propdleos al 30 % tuvo un menor tiempo de cicatrizacion (15,27+ 2,4)
dias diferente de la Solucién fisioldgica (19,0 + 3,8) dias. Por otro lado, no hubo diferencia
con respecto a los demaés tratamientos, propdleos al 10 % (16,7 £2,41) y Sangre de drago
(16,9 * 3,5). Los microorganismos encontrados en el raspado de piel en los medios de cultivo
fueron Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, y Escherichia coli. En el cultivo y
antibiograma utilizando los productos naturales en estudio, la sangre de drago presentd mayor
efecto antimicrobiano en comparacion con propéleos 30 y 10%, y grupo control; al utilizar un
volumen de 20 ul el halo de inhibicion para Staphylococcus epidermidis fue de 16 mm,
Enterococcus faecalis de 22 mm y Escherichia coli de 24 mm, en comparacién con 10 pl
todas las bacterias obtuvieron un halo de inhibicion menor de 19 mm. Propo6leos al 30 % con
volumen de 20 pl el halo de inhibicion fue de 16 mm y para Propéleos al 10 % fue de 9 mm.
La utilizacion de propdleos al 30% reduce el tiempo de cicatrizacion en comparacion con el
uso de la solucidon fisiologica. La sangre de drago se muestra mas eficiente como

antimicrobiano.

Palabras claves: Flavonoides, herida, epidermis, granulacion, colageno.
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ABSTRACT

Propolis and sangre de drago have antibacterial, antioxidant, antifungal and wound healing
properties. The am ve of this research was to evaluate propolis and sangre de drago (Croton
lechleri) as cicatrizants. 11female rabbits of 6 months old Flanders Giant breed were used, in
which four surgical wounds were performed at the level of the dorsum of approximately 1 cm
and each wound contributed to one experimental unit. The rabbits were anesthetized for the
surgical process and 1 of the 4 treatments was applied in each wound: T1 (propolis 30%), T2
(propolis 10%), T3 (sangre de drago), T4 (physiological solution, NaCl 0.9%), within an
interval of 24 hours for 5 days with three spray applications (2.4 ml). Daily measurements of
the different variables were taken until 21 days post-surgery. No treatment effect was
observed on scar size (p>0.05). In the scar area no effect of the treatment was observed
(p>0.05), the percentage of healing with propolis 10% was 98.6% and sangre de drago was
96.6%. No effect of treatment was observed in temperature values (p>0.05). In healing time,
treatment effect was observed (p=0.05246), which propolis 30% had a shorter healing time
(15.27+ 2.4) days different from the physiological solution (19.0 £+ 3.8) days. On the other
hand, there was no difference with the other treatments, 10% propolis (16.7 +2.41) and
Sangre de drago (16.9 £ 3.5). The microorganisms found in the skin scraping in the culture
media were Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, and Escherichia coli. In the
culture and antibiogram using the natural products, sangre de drago presented greater
antimicrobial effect in comparison with propolis 30 and 10%, and control group; with a
volume of 20 pl the inhibition zone for Staphylococcus epidermidis was 16 mm,
Enterococcus faecalis 22 mm and Escherichia coli 24 mm, in comparison with 10 pl all
bacteria obtained an inhibition of less than 19 mm. Propolis at 30 % with a volume of 20 pl
the inhibition was 16 mm and for Propolis at 10 % it was 9 mm. The use of 30% propolis
reduces the healing time compared to the use of physiological solution. Dragon's blood is

shown to be more efficient as an antimicrobial.

Key words: Flavonoids, wound, epidermis, granulation, collagen.
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1. INTRODUCCION
Una herida es una disrupcion de la continuidad normal de un tejido induciendo la
pérdida de continuidad celular y anatdmica de tejidos de revestimiento, al existir una herida,
el individuo queda expuesto a infecciones, pérdida de termorregulacion local, agua,
electrolitos y proteinas, causando una disminucion de las funciones fisiologicas y protectoras
de los mismos (Pérez, M; Menéndez. 2014). La cicatrizacion es un proceso dinamico que
combina eventos fisicos, quimicos y celulares, para restaurar el tejido lesionado o sustituirlo

por colageno (Adam & Singer, 1999).

El propdleos es una sustancia resinosa, gomosa, dura y quebradiza, es de olor dulce y
generado en las cortezas, yemas de los arboles o arbustos y es recogida por las abejas
(Séanchez, M. 2014). Los flavonoides junto con los &cidos fendlicos y sus ésteres, son los
principales componentes bioactivos del propdleos, proporcionandoles propiedades

bactericidas, fungicidas y antivirales (Bedascarrasbure, E; Maldonado, L. 2004).

La sangre de drago es un latex de color vino y viscoso, se obtiene de la corteza del
arbol (Cueva, N.2017). Contienen metabolitos secundarios como taninos, alcaloides,
cumarinas, saponinas, flavonoides, fenoles, brindan actividad antioxidante (Ciappini,

Stoppani, Martinet; Alvarez, 2013).

La aplicacién de productos naturales en la medicina veterinaria ha tenido gran
relevancia ya gque son sustancias vegetales con una amplia gama de beneficios. La sangre de
drago (Croton lechleri) y propéleos con efecto antiséptico, antibiotico, antiinflamatorio y
cicatrizante (Fierro, W. 2000; Fuliang et. al., 2005; Pefia, R.2008; Vaz Lopes, T, 2014; Chen,
Z.P. et. al.,1994; Gonzales, G,2006; Sandoval, M,2002) son sustancias seguras y faciles de

adquirirlos.



En esta investigacion se buscé analizar nuevas alternativas de tratamiento econémico
de facil aplicacion como propoleos y sangre de drago (Croton lechleri) y determinar su
accion de cicatrizacion y control de microorganismos en la herida con el objetivo de
disminuir el uso de antibidticos o medicamentos sintéticos en conejos (Oryctolagus

cuniculus.)

Por lo tanto, los objetivos del presente trabajo fueron: Comparar la eficiencia de
cicatrizacion de heridas de conejos (Oryctolagus cuniculus ) con productos de origen natural,
a base de propdleos de abejas (Apis mellifera) y sangre de drago (Croton lechleri).
Determinar los tiempos de cicatrizacién de heridas de conejos usando propoleos (Apis
mellifera) al 10 %, 30 % y sangre de drago (Croton lechleri). Evaluar macroscopicamente la
cicatrizacion de heridas de conejos utilizando propéleos (Apis mellifera) al 10 y 30 % y
sangre de drago (Croton lechleri). Comprobar el efecto antibacterial entre propdleos (Apis

mellifera) al 10, 30% y sangre de drago (Croton lechleri).

Las hipotesis de la presente investigacion fueron: La aplicacién de propdleos (Apis
mellifera) en una concentracion de 10%, mejora la cicatrizacién de heridas de conejos
(Oryctolagus cuniculus). La aplicacion de propoleos (Apis mellifera) en una concentracién de
30%, mejora la cicatrizacion de heridas de conejos (Oryctolagus cuniculus). La aplicacién de
sangre de drago (Croton lechleri) mejora la cicatrizacion de heridas de conejos (Oryctolagus

cuniculus).



2. REVISION DE LITERATURA
2.1. PIEL

La piel es un organo extenso que cumple diversas funciones de proteccion,
metabolicas, termorregulacion y sensibilidad. La cual se encuentra formada por tres capas: la

epidermis, la dermis y la hipodermis (Castellanos, G; Rodriguez, G, 2005).

La epidermis es la capa mas externa de la piel siendo un epitelio estratificado plano
queratinizado constituido principalmente por queratinocitos siendo una célula derivada del
ectodermo (Rodriguez, M; Brizuela, A.2011). Teniendo como funcion la proteccion frente a
la pérdida de agua, barrera frente a toxinas, resiste estrés mecanico y participa en respuestas
inmunes, presenta caracteristicas de carecer de vasos sanguineos y descansar sobre una capa

de matriz extracelular (Megias, M; Molist, P. 2018).

La dermis es un tejido conjuntivo que ayuda a la nutricion de la epidermis,
componiéndose por fibras de colageno y por fibras elasticas; confiriendo resistencia mecanica
y un papel protector (Moreno, A. 2013). Se encuentra situada por debajo de la epidermis y

esta constituida por tejido conectivo (Navarrete, G. 2003).

Hipodermis conocida como tejido celular subcutaneo o paniculo adiposo, constituida
por adipocitos, células encargadas de fabricar y almacenar grasa (Eisman, A; Blanca, J.
2018). Relaciona a la piel con tejidos mas profundos como las fascias de los musculos, el

pericondrio o el periostio (Montalvo, C. 2018).



Figura 1. Esquema de los principales componentes del tegumento. 1: epidermis, 2: dermis
papilar, 3: dermis reticular, 4: hipodermis, 5: glandula sudoripara ecrina, 6: células adiposas, 7: foliculo
piloso, 8: glandula sebacea, 9: glandula sudoripara apocrina, 10: corpdsculo de Pacini, 11: musculo erector,
12: vasos sanguineos, 13: terminal nerviosa sensorial, 14: papilas dérmicas, 15: crestas epidérmicas, 16:
epidermis delgada ( Megias M; Molist P; Pombal MA. 2019)

2.2. FUNCIONES DE LA PIEL

La piel es un drgano que presenta gran variedad de funciones como barrera protectora
contra la invasién de microorganismos y contra la accién de agentes mecanicos, quimicos,
térmicos y osmdticos (Montalvo, C. 2018). Regula la temperatura corporal mediante
fendmenos de vasodilatacion y vasoconstriccion en los plexos vasculares cutaneos se
aumenta o reduce la temperatura de la piel y en situaciones de calor exterior extremo, la
secrecion sudoral refresca la superficie cutdnea (Martinez, F, Blanca, J 2018). Posee un
pigmento, la melanina, encargado de conferir color a la epidermis y proteger de la radiacion
ultravioleta, a los tejidos subyacentes. Mediante la inervacion profusa de la dermis, el
organismo capta sensaciones de tacto, calor, frio, presion, dolor, permitiéndole, interactuar
con el medio ambiente y relacionarlo con el sistema nervioso central. A través de los vasos
linfaticos y sanguineos dérmicos, se absorben sustancias que atraviesan la epidermis

(Montalvo, C. 2018).



2.3. HERIDA

Una herida es la pérdida de continuidad celular y anatomica de tejidos de
revestimiento, en la piel y estructuras anexas, quedando expuesto a infecciones, pérdida de
termorregulacion local, agua, electrolitos y proteinas, causando una disminucion de las
funciones fisiologicas y protectoras de los mismos (Pérez, M; Menéndez. 2014). En la
préctica clinica se observan frecuentemente heridas como laceraciones, avulsiones, punciones

e incisiones (Amaya, J. 2008).

2.4. CICATRIZACION

La cicatrizacion es un proceso dindmico que combina eventos fisicos, quimicos y
celulares, para restaurar el tejido lesionado (Adam & Singer. 1999), el proceso involucra
interacciones complejas entre varios tipos de células y sus mediadores como las citoquinas y

los factores de crecimiento, ademas de la matriz extracelular (Fossum. 2007).

El proceso de cicatrizacién es la masa de tejido conjuntivo esencialmente fibroso
revestido por la epidermis neoformada que ocupa una antigua solucion de continuidad
producida por el traumatismo (Escudero J. 2013), depende de la hemostasis (Bates, D; Jones,
R; Gurtner, 2003) y de un estado inflamatorio inicial, causado por la lesion (Gurtner, G;

Werner, S; et. al., 2008).

2.4.1. Fases de Cicatrizacion

La fase inflamatoria hay una activacion de vasoconstriccion rapida, indispensable
para la hemostasia inmediata, sigue una vasodilatacion que permite que las células circulantes

lleguen al foco de la herida, dependiendo de factores, entre los que se encuentran la



histamina, algunos derivados del complemento (C3a y C5a) y las prostaglandinas (Senet, P.

2008).

La fase de inflamacion inicia con una lesion que lleva a la exposicién del coladgeno a
las plaquetas, mediante mediadores como fibronectina, serotonina, entre otros, provocan una
desgranulacion de las mismas y la activacion de la cascada de la coagulacion provocando una
movilizacién de células inflamatorias al sitio de la lesion (Ramirez, D.2014). Los neutrofilos
son los primeros en responder a la infeccion eliminando microorganismos mediante la
fagocitosis (Amaya, J. 2008). Estos penetran en la herida y comienzan a limpiar las bacterias
invasoras y tejido no viable, mediante enzimas proteoliticas. Dentro de las 24 a 48 horas
siguientes, migran monocitos que se convierten en macréfagos activados, que juegan un rol
en la fagocitosis, también producen una amplia gama de factores de crecimiento como
interleucinas y factores de crecimiento que permiten la transicion a la fase de proliferacion

(Ramirez, D. 2014).

Fase proliferativa la epitelizacion ocurre temprano en la reparacion de la herida,
depende de la proliferacion y migracion de células epiteliales desde los bordes de la herida y
de cualquier remanente de los anexos de la piel (Ramirez, D.2014). Se caracteriza por la
activacion de dos grandes procesos: angiogénesis y migracion de fibroblastos, los cuales
facilitan la formacion de una matriz extracelular (MEC) provisional, que proporciona una
andamiaje para la migracion celular y la sintesis de una MEC madura (Corredor, C;
Santamaria, P. 2013). Los fibroblastos se convierten en la célula predominante en la
cicatrizacion hacia el final de la primera semana. La angiogénesis es un proceso necesario
para restaurar el flujo sanguineo. La superficie de la herida es relativamente isquémica y la
cicatrizacion no se considera competente hasta que el flujo sanguineo se restaure y permita la

llegada de oxigeno y nutrientes (Reyes, B; Mustoe, T. 1992).



Fase de remodelacion el colageno es remodelado y realineado a lo largo de las lineas
de tension. La cicatrizacion es un proceso enddgeno que se produce para reparar el tejido
epidérmico y dérmico que se inicia en el minuto cero desde que se produce la lesion (Pérez,
E; Rodriguez. 2018). La célula principal es el fibroblasto que produce fibronectina, acido
hialuronico, proteoglicanos y colageno durante la fase de reparacion, los cuales sirven como
base para la migracion celular y soporte tisular, con el tiempo la fibronectina y el acido
hialurénico desaparecen por accion de proteasas y hialuronidasas respectivamente (Ramirez,

G. 2010).

2.4.2. Tipos de Cicatrizacion

Cicatrizacion por primera intencion o cierre primario se realiza en heridas pequefas,
limpias, en donde los tejidos pueden ser suturados y la cicatrizacion progresa sin
complicaciones (Escudero J. 2013). Este proceso de cicatrizacion requiere de una menor
epitelizacion, depdsito de colageno, contraccion y remodelacion ya que no presentan grandes

pérdidas de tejido (Palacios, G. 2009).

Cicatrizacion por segunda intencion ocurre en forma lenta y a expensas de un tejido
de granulacién bien definido, dejando como vestigio una cicatriz larga, retraida y antiestética.
Por lo general ocurre cuando hay pérdida de sustancia o dificultad para afrontar los bordes de
una herida o también cuando existe un compromiso infeccioso en la herida (Tito, V; Trujillo,
F. 2018), la herida se deja abierta y la cicatrizacion progresa desde el interior hacia la

superficie (Escudero J. 2013).

Cicatrizacion por tercera intencion o cierre secundario se realiza en heridas adonde la
infeccion se ha controlado luego de mas de 5 dias, y ha aparecido el tejido de granulacion que

permite que los tejidos sean suturados (Escudero J. 2013).



2.5. GENERALIDADES DEL PROPOLEOS

El propdleos es una sustancia resinosa, gomosa, dura y quebradiza, producida por las
abejas principalmente por la especie (Apis mellifera), a partir de exudados y resinas de partes
de plantas, brotes, flores, &rboles de las corteza y yemas (Sanchez, M. 2014, Marcucci, M,
1995; Pefia, R. 2008). Las abejas usan esta resina para el control biolégico y dar
mantenimiento a la colmena (Bellon, L; Calzadilla, M, 2007), caracterizdndose por su
variedad de colores (Pefia, R. 2008), es blanda y pegajosa cuando recibe mas de 15 °C y mas

de 60 o 70 ° C se vuelve liquida.

La composicion del propoéleos es compleja, puesto que cada region, tiene
caracteristicas agroecoldgicas diferentes que favorecen el establecimiento de una determinada
flora (Lopez et. al., 2012), del lugar donde la abeja recolecta las resinas o exudados de los

arboles (Huang et. al., 2014; Bankova et. al., 2016; Salas et. al., 2016; Elnakady et. al., 2017).

El propdleos tiene dos origenes, el que es interno procedente de la primera fase de
digestion del polen, se efectGa en un pequefio érgano, situado entre el buche y el intestino
medio, el otro externo que proviene de las gomorresinas que las abejas recolectan de los
arboles y son transportados en las cestillas del polen para ser descargado con la ayuda de
otras obreras en el interior de la colmena (Alvarez, S. 2012) en donde tiene diversos usos,
entre ellos tapan agujeros por donde puede entrar frio, luz o en el peor de los casos enemigos
al interior de la colmena, a quienes también haciendo uso de este bien embalsaman una vez
muertos ante su incapacidad para sacarlos (Bankova, 2005; Bankova et al., 2016; Silva-

Carvalho, Baltazar & Almeida-Aguiar, 2015).

Se ha demostrado que los propoleos es el resultado de un aporte mixto entre las
sustancias resinosas provenientes de las exudaciones de los arboles y los béalsamos

procedentes del polen (Lacalle, A. 2008).



Tabla 1. Composicion del propdleos

PRINCIPIOS ACTIVOS EN LA COMPOSICION

DEL PROPOLEOS

FLAVONOIDES

Flavonas Flavonoles Flavononas
Ramnocitrina Kaempferido Pinocembrina
Kaempferol Quercetina Pinostrobina
Cristina Butelenol Sakuranetina
Galangina Rhamnacina Dimetoxiflavona
Isalpinina Isorhamnetina
Tectocrisina Ermanina
Acacetina
Apigenina

Pectolinarigenina
Dimetoxiflavona

Terpeno del grupo Cariofileno

B- Bisabolol

o — acetoxibetulendl

Aldehidos aromaticos

Vanillina

Isovanillina

Acidos Aromaticos no saturados

Acidos cinamico
Acido fertlico

Acido p-cumarico
Acido isoferulico

Acido caféico

Acidos organicos

Acido benzéico

Acido hidroxi — benzoico

Acido metoxi — benzéico

Acido protocatéquico Acido galico
SUSTANCIAS TANICAS
Cumarinas
Acido cumarinico Esculeloto Scopoleto
Vitaminas

Vitamina B1 ( Tiamina)

Vitamina PP (Acido nicotinico)

Provitamina A

Microelementos

Calcio
Potasio
Magnesio
Hierro
Aluminio
Fosforo

Silicio
Vanadio
Estroncio
Boro
Cromo
Cobalto

Manganeso
Niquel
Selenio
Zinc
Molibdeno
Bario

(W Greenaway; T

Scaysbrook ; F Whatley 1990)




2.5.1. Flavonoides

Son compuestos de color amarillo responsables del pigmento en las flores, frutos y
hojas, en su gran mayoria biosintetizan las plantas terrestres asi como también en algunas
algas carofitas, conociéndose ademas, en la mayoria de las plantas laruta biosintética central,
esto determina la diferente composicion y la concentracion de flavonoides en la mayoria de

especies asi como en respuesta al medioambiente (Pérez, S. 2016).

Los flavonoides junto con los &cidos fenolicos y sus ésteres, denominados
compuestos fendlicos, son actualmente considerados los principales componentes bioactivos
de los propodleos. Dicha composicion les proporciona propiedades bactericidas, fungicidas y
antivirales. Los compuestos fendlicos estan formados por un anillo aromatico unido por lo
menos a un grupo oxhidrilo. La estructura mas sencilla es el &cido benzoico, pero con otros
sustituyentes en el anillo se forman &acidos fendlicos como el cafeico, feralico, cumérico y
cindmico, comunes en los vegetales y en el propéleos (Bedascarrasbure, E; Maldonado L.

2004).

Los flavonoides en interaccion con las membranas celulares emergen un mecanismo
involucrado en los efectos bioldgicos, la estructura molecular anfipatica de los flavonoides
(un extremo hidrofilico y otro hidrofébico) facilita la insercion con la membrana celular de
las bacterias y la formacion de canales idnicos que alteran su permeabilidad. El propdleos
aumenta la fuga de iones y anula el gradiente electroquimico a través de la membrana, para
que la bacteria mantenga la sintesis de compuestos energéticos y el transporte de membrana,
también la movilidad, un factor de virulencia que depende de una membrana estructuralmente

integra y funcionalmente activa (Tito, H, 2017).

Los flavonoides son la combinacion de sus propiedades quelantes de hierro,

secuestradoras de radicales libres y de la inhibicion de las oxidasas: lipooxigenasa,
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ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y la xantina oxidasa; evitando la formacion de especies
reactivas de oxigeno y de hidroxiperdxidos organicos. Inhiben las enzimas involucradas
indirectamente en los procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2; estimulan las
propiedades antioxidantes, como la catalasa y la superéxido dismutasa (Groot, H, 1998;

Sudheesh, S. 1999).

La quercetina es un antioxidante, cinco veces mayor que la de las vitaminas C y E,
posee una hidrosolubilidad. Existe efecto sinérgico con las vitaminas aludidas, el &cido
ascorbico reduce la oxidacion de la quercetina, de manera tal que combinado con ella permite
al flavonoide mantener sus funciones durante mas tiempo, la quercetina protege de la

oxidacion a la vitamina E (Rice-Evans CA, Packer, L. 2003).

Una de sus funciones es inhibir la division celular evitando el aumento de agentes
bacterianos (Fiordalisi et. al., 2016), se debe a los flavonoides y a los acidos fendlicos
principalmente que existen en su composicion (Bradbear, 2005) que inhiben la actividad de la
ciclooxigenasa, estimula a los macréfagos e inhibe a la agregacion plaquetaria (Carrillo et.,

al. 2011).

2.5.2. Propiedades

Las propiedades bioldgicas y farmacoldgicas estudiadas son la antiinflamatorio
(Fierro, W. 2000; Fuliang et. al., 2005), antimicrobiano (Carrillo et. al., 2011), en
presentaciones de 15% y mientras que al 30% su actividad antimicrobiana es baja debido a
mayores concentraciones de propoéleos tiende a saturarse (Puente de la Vega , A. 2010),
bactericida (Suran et. al., 2015; Martinez & Figueroa, 2003; ), antioxidante ( Ocampo, O,
2014; Venegas et. al., 2016), antiséptico y antineoplasico (Pefia, R. 2008). También se le

atribuyen propiedades antivirales, hepatoprotectora, inmunomoduladoras, y analgésica
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(Alvarez, E 2001; Zwolan, Mereta, Others, 2000; Navarro, N et. al., 2012; Bezerra et. al.,

2015).

Las propiedades antimicrobianas del prop6leos son atribuidas a los flavonoides, como
la pinocembrina, galangina, pinobanskina y al éter bencil del éster fenetil de acido cafeico , el
cual es un componente activo del prop6leos que ejerce gran variedad de cambios biolégicos
en diversos sistemas, como las respuestas inmunomoduladoras, antiinflamatorias, Yy
antimitogénicas (Manrique, A; Santana, W. 2008). Los flavonoides presentes en los
propoleos, poseen una accién directa sobre las membranas de algunas bacterias, reduciendo

su capacidad de permeabilidad y haciéndola mas fragil (Lopez et. al., 2012).

La actividad antioxidante de los propéleos es importante (Silva-Carvalho, Baltazar &
Almeida-Aguiar. 2015), ayuda a prevenir y a tratamientos de diversas enfermedades (Farré,
Frasquet & Sanchez. 2004) ateroesclerosis (Fang et. al., 2013), hipertension arterial y dafio
renal (Teles et. al., 2015), por su capacidad de inhibir radicales libres y por quelacion de

iones metalicos (Geckil, Ates, Durmaz, Erdogan & Yilmaz, 2005).

2.5.3. Efectos del Propdleos en Heridas

Se ha utilizado en medicina veterinaria para el tratamiento de lesiones, como

anestésico, antiséptico, y cicatrizante de heridas (Alvarez, E. 2001).

La actividad antimicrobiana y antioxidante es importante en los propéleos, debido a
su accion bacteriostatica y bactericida inhibiendo los acidos nucleicos y degradacion de la
membrana citoplasmatica se le atribuye a los flavonoides como pinocembrina, quercetina
naringenina, acacetina, apigenina, crisina, galangina, kaempferol y pinobanskina (Vargas-
Sanchez et. al., 2014), la alteracion en los canales idnicos es consecuencia de las reacciones

de fosforilacion y desfosforilacion, disminuyendo la inhibicion de la motilidad bacteriana,
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factor importante en la virulencia (Farnesi, Aquino-Ferreira, De Jong, Bastos & Soares

2009).

Una de sus funciones es inhibir la division celular evitando el aumento de agentes
bacterianos (Fiordalisi et. al., 2016), se debe a los flavonoides y a los acidos fendlicos

principalmente que existen en su composicion (Bradbear, 2005).

2.5.4. Efectos del Propd6leos como Antimicrobiano

La actividad enzimatica de las bacterias es susceptible a propoleos, tanto bacterias
Gram-positivas como Gram-negativas diferentes cepas de coli, Escherichia coli
(Zeighampour et. al., 2013; Kalogeropoulos et. al., 2009), su actividad antimicrobiana del
propoleos esta estrechamente relacionado con su composicion quimica (Bastos, E; Galbiati,

C; Loureiro, M. 2011).

El uso de propoleos al 3 %, en cepas S. aureus y S. mutans mostraron actividad en
un 100 % mientras que Micrococcus 83,3%, B. cereus obtuvieron 33,3% ninguna de las
muestras mostrd actividad contra las cepas Gram negativas utilizadas (K. pneumoniae, E.
coli), (Rojas, L; Figeroa, J, 2006). El propoleos en concentraciones de 10,20 y 30% no
tuvieron efecto inhibitorio en ninguna Aggregatibacter actinomycetemcomitans vy
Porphyromonas Gingivalis, mientras que a concentraciones de 100% si tuvo efecto

inhibitorio para ambas cepas (Reyes, J. 2018).

Oliveira, A, (2006), menciona que el extracto de propdleos mostré un excelente
desempefio en pruebas in vitro frente a levaduras identificadas como agentes antimicoticos.
Esta actividad no solo es fungistatica sino también fungicida, incluso en pequefias

concentraciones.
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De acuerdo a Tovalino F. (2008), el uso de los propdleos la accion antibacteriana
siempre estara presente porque es de vital importancia como agente antimicrobiano de las
abejas, independientemente de la region donde el propdleos es producido ya que el estudio

realizado dio efecto contra bacterias Streptococcus mutans y aureus.

2.6. CULTIVOY ANTIBIOGRAMA

Para el crecimiento de microrganismos en el laboratorio es necesario aportar medios
con nutrientes y condiciones fisicoquimicas para su desarrollo, se utilizan placas de Petri con
agar también existen medios de cultivo en tubo (Cuevas, L. 2016). El antibiograma es la
actividad in vitro de un antibiético frente a microorganismos para inhibir su crecimiento y

para su tratamiento (Picazo, J. 2000).

La microbiologia es importancia ya que se encarga de estudiar a los seres
microscopicos, patdgenos y no patdgenos que se relacionan con los animales y otras formas
vivientes estableciendo resultados benéficos o no benéficos tanto para el hospedero como

para ellos mismos (Ucasal, 2013).

La informacidn diagndstica del laboratorio microbiolégico depende de la calidad de
la muestra recibida. Por ello, una toma mal realizada o mal transportada determinard un
posible fallo en la recuperacién de los agentes patdgenos, que puede inducir a errores

diagnosticos, e incluso a un tratamiento inadecuado del enfermo (Ops, 2004).

Las muestras deben tener su hoja de pedido, los viales, tubos o frascos donde se
colocan las muestras deben ser estéeriles con tapon hermético, la toma se debe efectuar en el
sitio exacto de la lesion con las méximas condiciones de asepsia que eviten la contaminacion.

(Ops, 2004).
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La toma de muestras de piel se debe hacer los mas aséptico con la colocacion de
guantes, se debe identificar las zonas que presentan lesiones, los sitios son rasurados en
direccion del crecimiento del pelo, recoger la cantidad suficiente de material patoldgico la
muestra recolectada se coloca sobre una Id&mina o portaobjeto (Cordero, J. 2020; ANEDIDIC

2010).

2.7.  SANGRE DE DRAGO

La sangre de drago (Croton lechleri) es un arbol de las regiones amazonicas de Perq,
Colombia, Bolivia y Ecuador se encuentra desde los 200 m.s.n.m. hasta los 1.200 m.s.n.m.
(Gupta, D. 2008), puede llegar a medir entre 10 a 20m de altura (Cueva, N. 2017; Gallardo y
Barboza, 2015) siendo un latex de color vino, amarillo y viscoso (Milanowsky D.J. 2002) se

obtiene de la corteza del arbol por medio de la realizacion de diferentes cortes.

Histéricamente, su savia se ha utilizado sobre heridas para el control de hemorragias,
aceleracion en el proceso de cicatrizacion, evita cicatrices, sella y protege las lesiones de la
infeccidn, secandose rapidamente (Gupta, 2008), teniendo en cuenta que hay diferencias en el
proceso de cicatrizacion debido a la pureza de la sangre de drago y de las diferentes especies

siendo la Croton lechleri la Gnica con propiedades curativas (Ortiz, T; Mendoza C. 2003).

2.7.1. Descripcion Taxonomia
Reino: Plantae

Phylum: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Euphorbiales
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Familia: EUPHORBIACEAE

Género: Croton

Epiteto especifico: Lechleri

Nombre cientifico: Croton Lechleri.

Nombre comun: Sangre de drago, sangre de grado, Lan huiqui (Quichua) (USDA, 2018)

Las plantas contienen metabolitos secundarios como taninos, alcaloides, cumarinas,
saponinas, flavonoides, fenoles que poseen caracteristicas Unicas, las cuales brindan actividad
antioxidante. La presencia de los compuestos fenolicos en los alimentos de origen vegetal
como son los flavonoides, se les otorga la capacidad antioxidante (Ciappini, Stoppani,

Martinet; Alvarez, 2013)
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Tabla 2.Composicion de la sangre de drago

Esteroides

Cumarinas

Alcaloides (tipo isoquinoléico y fenantrénico (taspina) con una concentracion
del 9%

Flavonoides
Taninos (54%)

Saponinas (baja concentracion)

Antocianinas

Proantocianidina

Proantocianidina SP-303

Antracenos

LATEX | Compuestos reductores (4%) como lactosa, galactosa y ramnosa

Triterpenoides

Compuestos fendlicos (acido galico)

Vitamina A,EY C

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)

Alcaloides
HOJAS

Aporfina (taliporfina y glaucina).

(Allaica, N. 2015)
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2.7.2. Taninos

Son ésteres de un azlcar con un namero variable de &cidos fendlicos caracterizados
por su sabor amargo y astringente que resulta de una mezcla variable y compleja de
compuestos quimicos. La accion farmacoldgica que poseen es cicatrizante, antimicrobiano,
antidoto ya que actGa como inhibidor enziméatico lo que le permite ejercer las diversas

acciones (Guerrero, N. 2014)

2.7.3. Fenoles

Son compuestos que poseen al menos un grupo fenol hidroxibenceno, existen mas de
1000 compuestos fenolicos con diversas propiedades como de proteccion, repelentes entre
otros (Fuente, J. 2018). Ademas ciertos fenoles previenen ciertas enfermedades a nivel
cardiovascular, hipertension, cancer, diabetes. En su mayoria, se encuentran en la naturaleza
en forma de glucosido, siendo soluble en agua y en solventes organicos (Rojas, Jaramillo &

Lemus, 2015).

2.7.4. Saponinas

Las saponinas se encuentran en las partes subterraneas de las plantas, caracterizadas
por tener acciones a nivel bioldgico y farmacoldgico, entre los cuales encontramos
propiedades como insecticida, anti-protozoos, antiinflamatorio, leishmanicida, anti-
trichomonas, broncolitico, hipo-colesterolémico, asi como su actividad citotdxica frente a
varias neoplasias. De tal manera, se definen como glicosidos hidrosolubles, con propiedades
tensoactivas y hemoliticas, ambas atribuidas a sus caracteristicas estructurales de naturaleza

anfifilica. (Mena, Tamargo, Salas, Plaza, Blanco, Otero & Sierra, 2015).
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2.7.5. Propiedades

Tiene propiedades cicatrizantes ( Vaz Lopes, T. 2014), desinflamantes (Lazo y
Pareja 2007; Verdesoto, D. et. al., 2016), antiulcerosas (Gallardo y Barboza, 2015),
antiinflamatorio, antitumoral (Chen, Z.P. et. al., 1994; Gonzales, G, 2006; Sandoval, M,
2002), antioxidante (De Marino; Gala, F; Zollo F. 2008), antidiarreicas, anticancerigenas,
(Risco et. al., 2005), antirreumaticas y propiedades antisépticas a nivel vaginal (Ayala et. al.,
2009; Gupta et. al., 2008), siendo un analgésico siendo superior al ketoprofeno (Galvez, M.

2017), y tiene accion antiviral (Azevedo et. al., 2015).

2.7.6. Efectos de Sangre Drago en Heridas

La sangre de drago estimula in vitro la contraccién de la herida (Rodriguez, M.
2020), ayuda en la formacion de la costra y regenera rapidamente la piel ayudando a la
formacion de colageno y se ha demostrado que el latex total es mas activo que sus
componentes aislados. La actividad cicatrizante esta dada por la presencia de taninos y
alcaloides (Allaica, N. 2015) con una rapida remision de los signos inflamatorios y la

aceleracion del proceso de retraccion de la herida (Rodriguez, M. 2020).

La aplicacion de savia de C. lechleri a la herida, forma una barrera de proteccion a la
piel y previene infecciones, los polifenoles y proantocianinas son potentes antioxidantes para
combatir los radicales libres que causan el envejecimiento de la piel, incrementa la sintesis de

colageno, protegiendo la piel de los rayos UV (Laszlo, F. 2012).

El latex tiene un pH &acido que genera una barrera antimicrobiana en el proceso de
cicatrizacién, inhibiendo el crecimiento de las bacterias. Los compuestos organicos, presentes

en el extracto en diclorometano, son bioactivos como antiinflamatorios, antimicrobianos,
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estimulantes de la formacion de fibroblastos y su combinacion sinérgica podria explicar la

actividad cicatrizante del latex de C. lechleri (Cevallos-Verdesoto et. al., 2016).

La savia inhibe la accion de varios tipos de virus, como el herpes simple, los virus de
la hepatitis A y B, la influenza y la parainfluenza y virus sincitial respiratorio. Se ha
demostrado que es eficaz en la lucha contra el herpes resistente a aciclovir y foscarnet. En la
amazonia se utilizan en bafios vaginales antes del nacimiento, como asepsia y reduce el dolor

y el sangrado (Laszlo, F. 2012).

La sangre de drago no solo previene la sensacién de dolor, sino que blogquea la
respuesta del tejido a las sustancias quimicas liberadas por los nervios que promueven la

inflamacion, funcionando como analgésico este efecto dura hasta 6 horas (Wallace, J. 2000).

De acuerdo con Gallardo y Barboza (2015), al utilizar Sangre de Drago en diferentes
concentraciones favorece la formacion de la cicatriz y regenera rapidamente la piel ayudando
a la formacion de colégeno, por la accion de la taspina ya que promueve las fases tempranas
de la curacion de una herida y su mecanismo de accidn podria estar relacionado con la
estimulacion de la quimiotaxis de fibroblastos. La taspina actda en el inicio del proceso de

cicatrizacion, in vivo, en ratones, hasta las primeras 60 horas (Pieters, L. 1993).

2.7.7. Efectos de la Sangre de Drago como Antimicrobiano

La sangre de drago tiene una actividad antimicrobiana frente a Gram positivos, como:
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; y a Gram
negativos: Pseudomona y Klebsiela, fueron documentados (Galvez et. al., 2006). Ademas,
actia inhibiendo el crecimiento del Helicobacter Pylori cuando se presenta en

concentraciones elevadas (Tamariz et. al., 2003).
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Los hidrogeles preparados en base a Quitosano-PVA y embebidos en solucién
hidroalcohdlicas tienen actividad antibacteriana frente a S. aureus (Ledn, K; Santiago, J.
2007). Los extractos con fraccion etandlica mostraron mayor actividad antioxidante, los
extractos hidroalcoholicos mostraron mayor actividad antimicrobiana frente a S. aureus
ATCC 6538 y finalmente el latex original contiene porcentaje de polifenoles totales.

(Carrion, J. 2010).

2.8. INVESTIGACIONES SOBRE EL USO DE PROPOLEOS

El uso de un unguento de propoleos en ratas macho adultas albinas, con un modelo de
herida excisional, estimuld la proliferacién de queratinocitos (con una mejora de la
reepitelizacion), alta reduccion del area afectada. Ademas, determinaron que la penetracion
del mismo ungiiento en la herida era profunda, lo cual permitié llegar a la mayoria de las

células implicadas en el proceso de cicatrizacion (Shen, E; Hernandes, L; Franco, SL.2009).

En investigaciones realizadas por Alvarez, E. (2001) y Wolmers, S; Hernandez, P.
(2016) aplicando propdleos en heridas de conejos y cabras demostraron la efectividad del
proceso de cicatrizacion en concentraciones de 75%, 50% y 30 % comparado con

tratamientos a base de agua de jabon y sin ningln tratamiento.

Pacientes tratados de aftas orales con propoleos al 18%, las lesiones curaron tras 6

dias un 36% y en el 84% a los 7 dias (Rodriguez-Archillaa, A; Raissouni, T. 2017).

Los propoleos funcionan como renoprotectora contra la toxicidad por gentamicina en

el rifion de los ratones.(Aldahmash, et. al., 2016)

Cepas de Listeria monocytogenas exibieron un comportamiento similar en la
formacion de biopeliculas,independientemente de las conbinaciones probadas (becteriocina

de L,plantarun ST8SH, vancomicina, propoleos) y EDTA individualmente o conbinados,

21



propoleos representa una alternativa para mejorar el efecto inhibidor de las becteriocinas

frente a la formacion de biopeliculas de L.monocytigenes (D,Todorov,S, et. al., 2017).

El propoleos es eficiente para inhibir el crecimiento de micelios de Pythium
insidiosum mientas que el geopropdleo mostré un efecto fungistatico, puede deberse a su

composicion quimica del propoleos (Araujo, M, et. al., 2016).

El extracto de propdleos verde parece desempefiar un papel protector contra la

carcinogenesis lingual inducida quimicamente (Cavalcante, D, et. al., 2011).

2.9. INVESTIGACIONES SOBRE EL USO DE SANGRE DE DRAGO
Experimentos in vitro muestran su accién antiviral, incluyendo el virus herpes (HSV
tipos 1y 2), el virus de la hepatitis (A y B), el virus de la influenza A (FLU-A) y el virus de

la parainfluenza (Azevedo et. al., 2015).

La sangre de drago es un potente inhibidor de la inflamacién neurogénica cutanea a
través de la inhibicion directa de la liberacion de neuropéptidos por sensores nerviosos
aferentes (Pereira, U., et. al., 2010), la sangre de drago al 2% en gel tiene efecto cicatrizante

(Pieters, L. 1993).

Utilizando concentraciones de 50, 75 y 100% de Croton lechleri, comparando con el
control positivo de clorhexidina y control negativo agua destilada, las concentraciones al
75% y 100% presentaron efecto inhibitorio in vitro frente a S. mutans, mientras la

concentracion al 50% no mostré efecto (Avilés, A. 2017).
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3. METODOLOGIA

3.1. MATERIALES

3.1.1. Materiales para el Proceso Quirurgico

o 12 conejos (Gigante de Flandes)
. Balanza( CAMRY MODEL®:EK3130,USA)
o Instrumental quirdrgico ( ®MEDITEC, Colombia)

o Termdmetro digital (®INFRARED THERMOMETER Model :ET002B, China)

o Cubre bocas

. Guantes quirdrgicos
o Cofia

. Bata quirdrgica

o Jabdn de manos

o Toalla

o Jeringas (® VANJERIN, China)
o Gasas

. Paquimetro digital (® ELECTRONIC DIGITAL CALIPER, China)

o Porta y cubreobjetos

o Cajas Petri

o Microscopio

o Regla

o Hisopo estéril con medio ® Amies
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3.1.2. Reactivos

o Clorhexidina ( ® Germidal, Ecuador)

J Alcohol (® 901 ALCOHOL ABSOLUTO 70°, Ecuador)
o Alcohol etilico 96% grado alimenticio

o Cloruro de Na ( ® Cloruro de Sodio al 0.9%, Life, Ecuador)
o Ketamina ( Ket-A-100, Agrovet Market, Peru)

o Xilacina ( ® XILAGAL 2%,Galmedic,Paraguay)

o Acepromaxina (ANICEDAN, Galmedic Paraguay)

o Dipirona (® DOLRAD, Chile)

o Sangre de drago

o Propdleos 10 %, 30% ( Colmenar, Loja. Ecuador)

. HiCrome™ UTI Agar (HIMEDIA® India)

o MacConkey Agar (HIMEDIA® India)

J BHI Agar (Special Infusion Agar) (HIMEDIA® India)

3.1.3. Materiales de Oficina

. Computadora

. Calculadora

. Hojas de registro
. Impresora

. Camara ® Huawei y6 2019
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3.2. METODOS

3.2.1. Ubicacioén

El presente trabajo de investigacion se realizo en la Provincia de Chimborazo en el
canton Riobamba, barrio Saboya civil 1°39'10.0"S 78°39'47.5"W, se localiza en la region
Interandina del Ecuador, cerca del centro geografico de pais, cuenta con una extension de

979,7 Km?2.

La altitud es 2874 m.s.n.m. la temperatura promedio es de 10° C. Las mas altas

temperaturas registradas corresponden al mediodia con 19° C.

3.2.2. Descripcion e Identificacion de las Unidades Experimentales

Se utilizaron 11 conejas de raza Gigantes de Flandes, con un peso promedio de 1.96
kg, de 6 meses de edad, las mismas que fueron sometidas a 4 incisiones a nivel del dorso,
cada animal permanecid en una jaula con alimento de acuerdo a sus necesidades (Rodriguez,

J. 2012) y agua ad libitum.

3.2.3. Diseiio Experimental

La presente investigacion es de tipo experimental, debido a que la variable proceso
cicatrizal, puede verse sometida a cambios relacionados con el proceso de aplicacion de los

tratamientos.

Se trabajo con 11 animales con edad de 6 meses, raza Gigantes de Flandes, sexo
hembras, en las que se realizo cuatro heridas en el dorso y cada herida contribuyo a una

unidad experimental. En cada herida se aplico 1 de los 4 tratamientos:
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T1- Propodleos 30%: En un envase de color ambar se agregé 350 ml de alcohol etilico de
grado alimenticio al 96% y 150 gr de propdleos, cada 8 horas se realiz6 agitaciones para que
se disuelva los aceites del propoleos con el alcohol a los 21 dias se realizo la filtracion con

papel filtro.

T2 - Propdleos 10% : En un envase de color &mbar se agreg6 450 ml de alcohol de grado
alimenticio al 96% y 50 gr de propoleos, cada 8 horas se realizé agitaciones para que se
disuelva los aceites del propoleos con el alcohol a los 21 dias se realiz6 la filtracion con

papel filtro para su utilizacion como producto final.
T3 - Sangre Drago: Obtenida de forma artesanal

T4 - Solucién fisiologica: Cloruro de Sodio al 0,9 %

Cada conejo tuvo cuatro heridas quirtrgicas a nivel del dorso de 1 cm
aproximadamente, se realizd una tricotomia en el &rea a incidir con antisepsia y se sefial6 la

piel con un lapiz.

Como pre anestésico se utilizo xilacina (2 mg/kg) y acepromacina (1 mg/kg) IM,
como induccién y mantenimiento ketamina (35 mg/kg) como recomendado en la literatura

(UNIFESP. 2020).

La distancia de herida a herida fue de 5 cm aproximadamente y en cada herida se
aplico uno de los cuatro tratamientos (propoleos 30%, 10%, sangre de drago y solucion
fisiologica) en un intervalo de 24 horas por 5 dias por medio de un rociador con tres

atomizaciones (total 2,4 ml).

Desde la induccion de la herida se realizaron mediciones diarias de las diferentes

variables hasta los 21 dias especificados a continuacion.
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3.2.4. Medida del Tamano de la Cicatriz

La cicatriz se midio por medio del paquimetro digital, con dos medidas (vertical y

horizontal) se obtuvo el promedio de los dos didmetros (mm).

3.2.5. Medida del Area de la Cicatriz

Se utilizé6 una cédmara digital para la obtencion de iméagenes fotograficas a una
distancia de 15 cm de la herida con una base para inmovilizar al animal con condiciones
controladas de iluminacion. Las imagenes se obtuvieron los dias 0, 3,5, 7,10, 14y 21y
fueron evaluadas por medio del programa digital ® AutoCAD para determinar los pixeles y
caracterizar el &rea de la cicatriz por medio de técnicas de procesamiento digital de imagenes

(DIP).
Se obtuvo el porcentaje del area de la herida de la fase mas evidente de cicatrizacion:

Area dia 14 X 100

. — on — ]
Area total cicatrizada (%) 100 Frea dia 10

3.2.6. Medida de la Temperatura Local

La temperatura (° C) de la cicatriz se midié apuntado con el termémetro digital a una

altura de 10 cm de cada herida, durante los dias 0, 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8, 14, 21

3.2.7. Medida del Tiempo de Cicatrizacion

Las heridas de los respectivos tratamientos fueron examinadas cada 24 horas durante

21 dias, para determinar el tiempo de cicatrizacion (dias).
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3.2.8. Evaluacioén del Efecto Antibacterial

Se realiz6 la tricotomia en el dorso de tres conejos al azar, se tomé la muestra de piel
por medio de un raspado con una hoja de bisturi en la epidermis (raspado superficial), se
obtuvo la muestra con el hisopo estéril y fue traslado al laboratorio (BioLab Riobamba,

Ecuador) en medio de cultivo Stuart ® Amies.

Se utilizaron medios de cultivo Agar HiCrome™ UTI , Agar MacConkey y Agar

BHI para organismos Gram positivos, negativos, levaduras y hongos

3.2.8.1. Preparacion de Cultivos

Se preparé el cultivo Agar HiCrome™ UTI, Agar MacConkey , Agar BHI en tres
matraces Erlenmeyer se coloc6 5,16 gr, 2,88 gr y 3,12 gr de agar respectivamente, y se
adiciono 60 ml de agua destilada en cada uno, y se colocaron en el agitador hasta que se

mezclen. Posteriormente se auto clavaron por 15 minutos a 121 °C a 15 libras de presion.

86 gr+60ml

: ™ _
HiCrome ™ UTI Agar T000mIN20 5,16gr
49,53gr gx60ml
MacConkey Agar ~ooomiizo 2,88 gr
52gr g«60ml __
BHI Agar TooomInzo — 3,12 gr

Se coloco el agar preparado en la caja Petri de tres divisiones ( 20 ml de cada agar ) se

sembré la muestra de piel de conejo y se introdujo en la incubadora a 37 ° C por 24 horas.
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3.2.8.2. Identificacién macroscopica
Pasadas las 24 horas se observo si hubo presencia o no en el medio de alguna bacteria.

Se observé la coloracion del medio de cultivo y la forma de la colonia, no se

realizaron pruebas bioquimicas ya que se utilizaron agares especificos cromdgenos.

3.2.8.3. Identificacién microscopica

Se utilizé un medio de cultivo Infusion cerebro - corazén para aislar las bacterias
crecidas en los agares y realizar los antibiogramas. Con un hisopo esterilizado se recolectaron
las bacterias, se realizd un estriado en la caja Petri y se coloco en la incubadora por 37 °C

por 10 min.

Se colocaron discos de sensibilidad Ampicilina (10 mcg), Cefuroxime (30 mcg),
Trimetropin sulfa (25 mcg), Ciprofloxacina (5 mcg), Amikasina (30 mcg ) y discos
elaborados con papel filtro con productos naturales a base de propoleos al 30, 10% y sangre
de drago en volumenes de 10 ul y 20 ul. con pinzas estériles se presion6 los discos
ligeramente sobre el agar para asegurar un contacto uniforme y se analizaron los resultados

en el transcurso de 48h.
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3.3. Variables de Estudio

Tabla 3. Caracterizacion de las variables

Cultivo y antibiograma

Antibiograma método in
vitro para determinar la
susceptibilidad a agentes
antimicrobianos, en
condiciones de laboratorio

VARIABLES
Variable Definicion Unidades Instrumentos
Proceso de formacion de
~ coldgeno lo cual hay un
Tamario de la g Ay ]
S aumento de la resistencia a mm Paquimetro
cicatriz - -
la separacion de los bordes digital
de una herida
Proceso de formacion de
colageno lo cual hay un . i
" _— g _hay. 2 Camara digital
Area de la cicatriz aumento de la resistencia a mm .
- (pixeles)
la separacion de los bordes
de una herida
Medida de la capacidad del ,
. 0 Termometro
Temperatura local organismo de generar y C diital
eliminar calor. g
Proceso natural durante el
cual se recupera el tejido
Tiempo de corporal lesionado de una . Calendarios
NI . . Dias .
cicatrizacion herida mediante la (dias)
formacion de un nuevo
tejido
Cultivo proceso de Medios de
identificacion de cultivo, discos
microorganismos en sensibilidad
crecimiento con sustancias mm (halo de
alimenticias artificiales inhibicidn)

3.3.1. Andlisis de Informacién

Para realizar los analisis estadisticos se empled hojas de calculo Excel 2010 vy el

programa estadistico R” version 3.6.2 de libre acceso.
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Se utiliz6 ANOVA de un factor para el analisis de las variables tiempo de

cicatrizacion, temperatura, &rea de la cicatriz y tamafio de la cicatriz.

La probabilidad de p < 0,05 indica que hubo diferencia significativa, y la probabilidad

de 0,05 <p <0,1 indica que la diferencia se aproximo6 de ser significativa (hubo tendencia).

Los resultados obtenidos fueron analizados a través de pruebas no paramétricas para

K muestras independientes ( Kruskal-Wallis).
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4. RESULTADOS

4.1. TAMANO DE LA CICATRIZ

Los valores de tamafio de la cicatriz del dia 0, 3, 5, 7, 10, 14 y 21 se representan en la Figura

2.

No se observo efecto del tratamiento sobre el tamafio de la cicatriz (p>0.05), es decir, las

medias del tamafio de la herida no son diferentes entre los tratamientos.
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Figura 2. Media + desvio estandar, minimo y maximo del tamafio de la cicatriz (mm) de la herida entre los
grupos experimentales T1 = Tratamiento propéleos 30%, T2= Tratamiento propéleos 10%, T3=
Tratamiento Sangre de drago, T4= Solucion fisioldgica, del dia 0, 3, 5, 7, 10, 14 y 21.

*No hubo efecto del tratamiento (p>0.05).

32



4.2. AREADE LA CICATRIZ

Al no observar diferencia en el area de la cicatriz entre los dias 0 a 10 de los diferentes
grupos, fueron utilizados los valores del area de la cicatriz del dia 10 y 14 post quirdrgico,
ya que fue la fase de cicatrizacién méas evidente, siendo representado por porcentaje (Figura

3).

No se encontr6 diferencia estadistica (p>0.05) en el &rea de la cicatriz de los cuatro grupos
experimentales, el propoleos 10% obtuvo el mayor porcentaje 98,6% Yy la sangre de drago

obtuvo menor valor 96,6%.
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Figura 3. Media * desvio estdndar, minimo y maximo del area de la cicatriz (mm) entre
los grupos experimentales T1 = Tratamiento propéleos 30%, T2= Tratamiento propéleos 10%,
T3= Tratamiento Sangre de drago, T4= Solucion fisiol6gica, observados del dia 10 al 14
posquirurgico.

*No hubo efecto del tratamiento (p>0.05)
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4.3. TEMPERATURA LOCAL DE LA HERIDA

Los valores de temperatura (° C) local de la herida del dia 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,14y 21 se

representan en la Figura 4.

No se observo efecto del tratamiento sobre el valor de la temperatura (p>0.05). La
temperatura fue similar entre los grupos y sin variacion entre los dias evaluados,

manteniéndose en promedio entre 36,3 y 36,5 ° C.
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Figura 4. Media + desvio estandar, minimo y maximo temperatura ° C local de la herida entre los grupos
experimentales T1 = Tratamiento propéleos 30%, T2= Tratamiento propéleos 10%, T3= Tratamiento Sangre
de drago, T4= Solucidn fisioldgica, del dia 1,2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 14 y 21 posquirurgico.

TEMPERATURA,

f n
TRATAMIENTO

*No hubo efecto del tratamiento (p>0.05)
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4.4. TIEMPO DE CICATRIZACION

Los valores de tiempo de cicatrizacion en heridas del dia 1 al 21 se representan en la Figura
5. Al realizar la comparacién entre grupos experimentales se observé diferencia estadistica
(p=0.05246). De este modo, existe un efecto del tratamiento sobre el tiempo de cicatrizacion,
en el cual propdleos al 30 % (15,27+ 2,4) tuvo un menor tiempo de cicatrizacion en dias que
la Solucién fisiolégica (19,0 + 3,8). Por otro lado, no hubo diferencia con respecto a los

demaés tratamientos, propéleos al 10 % (16,7 +2,41) y Sangre de drago (16,9 £ 3,5).
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0.013
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Figura 5. Media + desvio estandar, minimo y maximo tiempo de cicatrizacién en dias entre los
grupos experimentales T1 = Tratamiento prop6leos 30%, T2= Tratamiento propoleos 10%, T3=
Tratamiento Sangre de drago, T4= Solucion fisiologica ( NaCl 0,9%), del dia 1 al 21
posquirdrgico.

4P |etras sobre escritas mintsculas diferentes difieren estadisticamente (p<0.05)
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45. CULTIVO Y ANTIBIOGRAMA

Los antibidticos y productos naturales utilizados en el antibiograma se representan en la tabla
4. Los microorganismos encontrados en los medios de cultivo fueron Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis, y Escherichia coli. La bacteria Staphylococcus
epidermidis presentd resistencia a los antibidticos Trimetropin sulfa (25 mcg) con un halo de
inhibicion de 5mm y Ciprofloxacina (5 mcg) con un halo de 4 mm. Escherichia coli

generd resistencia al antibiotico Trimetropin sulfa (25 mcg) con un halo de 6mm.

Entre los productos naturales en estudio, la sangre de drago present6 mayor efecto
antimicrobiano en comparacion con propoleos 30 y 10%; al utilizar un volumen de 20 ul el
halo de inhibicién para Staphylococcus epidermidis fue de 16 mm, Enterococcus faecalis de
22 mm y Escherichia coli de 24 mm, en comparacion con 10 ul todas las bacterias obtuvieron

un halo de inhibicién menor de 19 mm.

Prop6leos al 30 % con volumen de 20 pl el halo de inhibicion para Staphylococcus
epidermidis fue de 11 mm, Enterococcus faecalis de 16 mm y Escherichia coli de 15mm, en

comparacion con 10 ul todas las bacterias obtuvieron un halo de inhibicion menor de 12 mm.

Prop6leos al 10 % con volumen de 20 ul el halo de inhibicion para Staphylococcus
epidermidis fue de 9 mm, Enterococcus faecalis de 9 mm y Escherichia coli de 7mm, en

comparacion con 10 pul todas las bacterias obtuvieron un halo de inhibicion menor de 8 mm.
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HALO DE INHIBICION

Sangre de Propoleos Propoleos al  Ampicilina Cefuroxime Trimetropin Ciprofloxacina Amikasina
drago 10 % 30 % (10 mcg) (30 mcg) sulfa (5 mceg) (30 mcg)
100pl 20pl 10pl 20pl 10pl 20 p (25 mcg)
Staphylococcus 26 mm 28mm Smm 4mm 26mm
I5Smm 16mm 6mm 9mm 8mm 1lmm ) ) ) ) )
epidermidis Sensible Sensible Resistente Resistente Sensible
Enterococcus 20mm 26mm 20mm 24mm 19mm
I9mm 22mm 8mm 9mm 12Zmm 16mm ] ] ) ) )
faecalis Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
Escherichia 26 mm 24mm 6mm 28mm 20 mm
I9mm 24mm 6mm 7mm 10mm 15mm ] ] ) ) )
coli Sensible Sensible Resistente Sensible Sensible

Tabla 4. Evaluacion del halo de inhibicion del raspado de piel epidermis (raspado superficial) de tres conejos al azar, con antibi6ticos Ampicilina (10 mcg), Cefuroxime (30 mcg), Trimetropin

sulfa, Ciprofloxacina (5 mcg), Amikasina (30 mcg) y productos naturales prop6leos 30, 10%, y Sangre de drago.
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5. DISCUSION

La composicién de propdleos de colmenas provenientes de cada region, tiene
caracteristicas agroecoldgicas diferentes (Lopez, et. al., 2012) las mismas que influyen en el
proceso de cicatrizacion debido a sus propiedades. Un estudio realizado en Guatemala, en
heridas de conejos la cicatrizacion fue de un promedio de 262 horas (aproximadamente 10,92
dias) (Alvarez, E, 2001). El presente estudio se realizo en Ecuador, y el tiempo de cicatrizacion
fue de 15 dias con propdleos al 30% y 17 dias con prop6leos al 10%. Demostrando que los

propoleos de cada region si tienen influencia en el proceso de cicatrizacion.

En investigaciones, Veldsquez (2018) usé propdleos a una concentraciéon del 5 % en
cobayos donde el tiempo de cicatrizacion fue de 27,2 dias, asi mismo Ysaura, M. (2011) verifico
que las heridas de 1,3 cm con propdéleos al 50 % cicatrizaron en 13 dias en cobayos. Por otro
lado Wolmers & Hernandez (2016) usaron propoleos al 50 y 30 % en cabras tuvieron un tiempo
de cicatrizacién de 28 dias, ambos trabajos en heridas abiertas. Moposita (2015) aplicé dos
tratamientos de propdleos al 30, 20 y 10% en caninos Yy el tiempo de cicatrizacion vario entre
5,25 - 5,62 dias con heridas suturadas. En el presente estudio se emplearon propéleos al 10 y 30
% en conejos, teniendo un tiempo de cicatrizacién menor que los estudios antes mencionados
con heridas abiertas observandose resultados diferentes dependiendo de la especie, y
concentraciones de propdleos y al tipo de herida. Pudiendo observar que los propéleos con

mayor concentracion son mas eficaces en el proceso de cicatrizacion.

Asis, M. (2007), menciona que el 30% a 60% de propoleos estdn constituidas por
aldehidos fendlicos y polifendlicos, &cidos, sus ésteres, cumarinas y flavonoides, los flavonoides
estimulan la sintesis de coldgeno disminuyendo la fragilidad y permeabilidad de los vasos
sanguineos causando vasoconstriccion de los capilares entre otros. Fiordalisi, S. et. Al., (2016),

en su investigacion determinaron que los componentes bioactivos del propéleos ayudan a inhibir
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la division celular de agentes bacterianos. En el presente trabajo no hubo infecciones en las
heridas y gracias a sus componentes tienen una cicatrizacion mas rapida como mencionan los

autores.

Allaica, N. (2015) efectu6 investigaciones con sangre de drago en heridas de ratones de
2 cm aproximadamente que cicatrizaron en 14 dias. Agapito T,(2005) evidenci6 que la sangre de
drago ayuda a la creacion de la costra y regeneracion de la piel, ya que sus componentes
quimicos como la taspina, la 3'-4-O-dimetilcedrusina y los polifenoles contribuyen en el proceso
de cicatrizacion. En esta investigacion la sangre de drago obtuvo un tiempo de cicatrizacion de

17 dias siendo mayor que el autor antes mencionado.

Considerando el tipo de herida, Tito, V; Trujillo, F. (2018) manifiestan que la
cicatrizaciéon por segunda intension ocurre de forma lenta y a expensas de un tejido de
granulacién, cuando hay dificultad para afrontar los bordes de una herida. Lo que se comprob6
en esta investigacion ya que las heridas se mantuvieron abiertas y la cicatrizacion progreso

desde el interior hacia la superficie en todos los tratamientos.

La temperatura promedio de la herida en esta investigacion varié de 36,3 - 36,5 ° C.
Paredes, et., al. (2010) recalcan que la temperatura corporal de los conejos es de 38 a 38,5 ° C.
En condiciones normales la temperatura central es de a 2 a 4 ° C mayor que la temperatura de la
piel y la temperatura corporal durante los procesos anestésicos es capaz de descender 1 a 1,5°C
(Diaz M, Becker DE. 2010) Lo mencionado por los autores se pudo evidenciar ya que la
temperatura vario desde el dia cero hasta la finalizacion de la cicatrizacion. La temperatura
durante la fase inicial de la anestesia causa pérdida directa de calor en un ambiente frio de
quirofano y termorregulacion deficientes; asi mismo a la exposicion de grandes zonas de la piel
por tiempo prolongado ( Horosz B, Malec-Milewska 2013), la administracion de soluciones frias
y la cantidad de tejido adiposo marron pueden generar variacion de temperatura local como se
observo en el dia 1 post quirurgico 34,6 -35,2.
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En el cultivo y antibiograma del presente estudio la bacteria Staphylococcus epidermidis
presentd resistencia a los antibidticos Trimetropin sulfa (25 mcg) con un halo de inhibicion de 5
mm y Ciprofloxacina (5 mcg) con un halo de 4 mm. Escherichia coli generd resistencia al
antibiotico Trimetropin sulfa (25 mcg) con un halo de 6mm. El Comité Nacional para la
Normatizacion de Laboratorios Clinicos (NCCLS) menciona que los antibioticos como la
Ampicilina son resistentes al presentar un halo menor de 12 mm, Cefuroxime 13mm,
Trimetropin sulfa 18mm, Ciprofloxacina 12 mm, Amikasina 12 m. de acuerdo al autor antes
mencionado el halo generado por los antibidticos es de 13 mm, con los resultados de los
productos naturales sangre de drago form6 un halo de inhibicién de 15 mm en una concentracién
de 10 ul y de 20 pl generd un halo de 16 mm, con lo cual concuerda con (Gélvez et. al., 2006)
ya que mencionan que la sangre de drago es una antimicrobiano tanto para bacterias Gram

negativas como positivas.

En este estudio con propdleos a una concentracion de 30 % presenté mejor tiempo de
cicatrizacion comparado con sangre de drago. Jarvis, (1996) menciona que los propoleos
disminuyen la fragilidad y permeabilidad de los vasos sanguineos, y través de los vasos linfaticos
y sanguineos dérmicos, se absorben sustancias que atraviesan la epidermis (Montalvo, C. 2018).
Durante el proceso de cicatrizacion, las células epiteliales comienzan a migrar desde los bordes
hacia el centro de la herida por debajo del coagulo formado posterior a la lesion (Jaksch, W.;
Glawischnig, E. 1978; Trigo Taveras, FJ.; Mateos Poumian, A. 1993). La sangre de drago en la
presente investigacion formé una costra gruesa en comparacion con prop6leos 30 %. Debido a
que la velocidad de migracion varia segun el grado de deshidratacion del coagulo, se considera
que la costra obstaculiza el proceso de epitelizacion retardando la cicatrizacion (Jaksch, W.;

Glawischnig, E. 1978; Trigo Taveras, FJ.; Mateos Poumian, A. 1993)
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6. CONCLUSIONES

Los productos de origen natural, a base de propdleos en una concentracion de 30 %
disminuyen el tiempo de cicatrizacion comparado con propdleos al 10 % y la sangre de
drago.

La evaluacion macroscopica del area de la cicatriz entre los dias 10 y 14 post quirurgica
no demuestra informacion concluyente entre los tratamientos.

La utilizacion de sangre de drago tiene mayor efecto antimicrobiano comparado con

propéleos al 30 y 10 %.
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7. RECOMENDACIONES

Elaborar propoleos a escala industrial, garantizar pardmetros de calidad y obtener

productos estériles.

Realizar estudios con concentraciones de propdleos superiores al 30%, y porcentajes

ideales en procesos de cicatriciales de diferentes especies.

Investigar mezclas de los productos de sangre de drago y propoleos con diferentes

concentraciones y evaluar el proceso de cicatrizacion.
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9. ANEXOS

Figura 6. Materiales pos quirurgico

Figura 8. Anestesia IM (Xilacina, Acepromaxina, ketamina)
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Figura 9. Antisepsia (Clorhexidina)
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Figura 11. Incisiones a nivel dorsal
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Figura 14. Productos colocados los dias 1, 2, 3, 4,5 y proceso de cicatrizacion del conejo 1

hasta el dia 21.
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Figura 15. Finalizaciones de las cicatrizaciones

65



LABORATORIO CLINICO AUTOMATIZADO Lcda. Karla Luna

BI o0 ln B Dr. Santiago Tixi Lcda. Alicia Sashqui
V BIOQUIMICO FARMACEUTICO LABORATORIO CLINICO
. BIOQUIMICO CLINICO E HISTOPATOLOGICO
Cuidamos su salud

EQUIPOS CON TECNOLOGIA ALEMANA

CULTIVOS Y ANTIBIOGRAMAS DE CONEJO

CULTIVOS DE LA PIEL DE CONEJO
En cultivos de las muestras de piel de conejo se encontraron 3 bacterias

1. Estafilococo epidermidis
2. Escherichia coli

3. Enterococo fecalis

1. Germen encontrado: Estafilococo epiermidis

Crecimiento: Escaso

Guayaquil y Av. Eloy Alfaro casi esquina.
EMERGENCIA 24 HORAS Frente a las canchas de La Dolorosa - Riobamba

RESULTADOS EN 1 HORA Telf. (03) 2628 667 - 099 992 0954 / e-mail: santiago0580@yahoo.com




LABORATORIO CLINICO AUTOMATIZADO Lcda. Karla Luna

B I o o0 ln B Dr. Santiago Tixi Lcda. Alicia Sashqui
v BIOQU!MICO FARMACEUTICO LABORATORIO CLINICO
. BIOQUIMICO CLINICO E HISTOPATOLOGICO
Cuidamos su salud

EQUIPOS CON TECNOLOGIA ALEMANA
2. Germen encontrado: Escheriachia coli

Crecimiento: Abundante

3. Germen encontrado: Enterococo fecalis

Crecimiento: Escasa

Guayaquil y Av. Eloy Alfaro casi esquina.
EMERGENCIA 24 HORAS Frente a las canchas de La Dolorosa - Riobamba

RESULTADOS EN 1 HORA Telf. (03) 2628 667 - 099 992 0954 / e-mail: santiago0580@yahoo.com




LABORATORIO CLINICO AUTOMATIZADO

BIO _ AB

Cuidamos su salud
EQUIPOS CON TECNOLOGIA ALEMANA

Dr. Santiago Tixi

BIOQUIMICO FARMACEUTICO
BIOQUIMICO CLINICO

Lcda. Karla Luna
Lcda. Alicia Sashqui

LABORATORIO CLINICO
E HISTOPATOLOGICO

MUESTRAS DE CONEJO

Bacteria

Halo de Inhibicion

Estafilococo epidermidis

e Sangre de Drago

Concentracion 10 ul

Concentracion 20 ul

15mm 16mm
e Propoleo al 30% 8mm 11mm
e Propdleo al 10% 6mm 9mm
Ampicilina (10 mcg) 26 mm Sensible
Cefuroxime (30 mcg) 28 mm Sensible
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Telf. (03) 2628 667 - 099 992 0954 / e-mail: santiago0580@yahoo.com
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BIOQUIMICO CLINICO E HISTOPATOLOGICO
Cuidamos su salud
EQUIPOS CON TECNOLOGIA ALEMANA
MUESTRAS DE CONEJO
Bacteria Halo de Inhibicion
Enterococcus Faecalis | Concentracion 10 ul Concentracion 20 ul

¢ Sangre de Drago 19 mm 22 mm
e Propoleo al 30% 12 mm 16mm

¢ Propdleo al 10% 8§ mm 9mm

e Ampicilina (10 meg) 20 mm Sensible
e Cefuroxime (30 mcg) 26 mm Sensible
¢ Trimetropin sulfa (25 mcg) 20 mm Sensible
e Ciprofloxacina (5 mcg) 24 mm Sensible
e Amikacina (30 mcg) 19 mm Sensible

Guayaquil y Av. Eloy Alfaro casi esquina.
EMERGENCIA 24 HORAS Frente a las canchas de La Dolorosa - Riobamba

RESULTADOS EN 1 HORA Telf. (03)2628 667 - 099 992 0954 / e-mail: santiago0580@yahoo.com
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BIOQUIMICO CLINICO E HISTOPATOLOGICO

Cuidamos su salud
EQUIPOS CON TECNOLOGIA ALEMANA

MUESTRAS DE CONEJO
Bacteria Halo de Inhibicion
Escherichia Coli Concentracion 10 ul Concentracion 20 ul

e Sangre de Drago 19 mm 24mm

e Propéleo al 30% 10 mm 15mm

e Propdleo al 10% 6 mm 7mm

e Ampicilina (10 mcg) 26 mm Sensible
e Cefuroxime (30 mcg) 24 mm Sensible
e Trimetropin sulfa (25 mcg) 6 mm Resistente
e Ciprofloxacina (5 mcg) 28 mm Sensible
e Amikacina (30 mcg) 20 mm Sensible

Guayaquil y Av. Eloy Alfaro casi esquina.
EMERGENCIA 24 HORAS Frente a las canchas de La Dolorosa - Riobamba

RESULTADOS EN 1 HORA Telf. (03) 2628 667 - 099 992 0954 / e-mail: santiago0580@yahoo.com

Figura 16 Resultados del laboratorio del cultivo y antibiograma ( BIOLAB — Riobamba)
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