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RESUMEN: Debido al dafio de la piel producto de quemaduras, los microorganismos encuentran condiciones favorables para
su desarrollo, produciéndose desnaturalizacién, necrosis, exudado, congestion y edema. La miel posee actividad antioxidante,
antiinflamatoria y antibacteriana. A su vez, el a&cido ascérbico mejora la barrera epidérmica y reduce la contraccién éatheridas
otros. El objetivo de esta investigacion fue evaluar morfolégicamente la cicatrizacion de heridas con un tratamientoréel base a
ulmo (Eucryphia cordifolia suplementada con acido ascorbico, comparando su efecto con miel de ulmo no suplementada, en heridas
causadas por quemaduras de tipo B. La investigacion fue aprobada por el Comité Etico Cientifico de la Universidad de.L&eFronter
trabajé con 15 cobayo€é&via porcelluydistribuidos en tres grupos: MS (miel suplementada), M (miel), y Control+ (Hidrogel-Tull). Se
provoco una quemadura en seco en el dorso del térax de 1 cm de diametro, que abarco hasta el limite de la fascia peof@ndia. Al d
tratamiento, se extrajeron las biopsias y se depositaron en PBS. Posteriormente, fueron fijadas en formalina tamponadasy proces
para fines histoldgicos, realizandose las técnicas de VGE, VGC, PAS, y Sirius Red. El cobayo se utiliz6 como modelotenienal por
un metabolismo dependiente de acido ascorbico. El grupo MS mostré un rapido debridamiento en comparacion a los grugaos control,
cierre epidermal en el 60% de las muestras, observandose una fase proliferativa avanzada. El grupo M no regeneré laicapa epidér
present6 una fase proliferativa inicial. Los resultados de este estudio evidenciaron que al suplementar la miel de dioresconaco
se logra una cicatrizaciéon mas rapida, con respecto a la miel de ulmo no suplementada, en heridas causadas por quemaduras.

PALABRAS CLAVE: Cicatrizacién; Miel ulmo; Acido ascérbico; Quemaduras.

INTRODUCCION

El tratamiento de heridas por quemadura es un pr@atamiento, ya sea conservadora o quirtrgica local,
blema importante de la medicina clinica, donde lo@&utiérrez, 2002). Muchas son las propiedades que se en-
microorganismos encuentran condiciones extremadameotgntran en api-terapéuticos, productos recogidos ytratados
favorables para su desarrollo. El dafio a la piel, una barr@ir abejas. La miel, ademas de generar una disminucion de
protectora natural, conduce a la desnaturalizacion de la pi@inflamacion, y promover la granulacion, genera un con-
teina, necrosis y exudado, donde predomina la congestidiol de radicales libres debido a su efecto antioxidante, limi-
edema. Como consecuencia de ello, los mecanismos detd@do el dafio y disfunciéon multiorganica posterior, @ull
fensa, tanto humoral como celular, se deterioran. Por otih, 2008). Varios estudios han mostrado tasas
lado, la agresion térmica genera dafio oxidativo, con us@gnificativamente reducidas de infeccién de heridas causa-
mayor actividad de radicales libres, lo que resulta afas por quemaduras, lo que indica que la miel esteriliza y
peroxidacion lipidica, donde la correcta evaluacion de fmomueve la granulacion temprana. Aungque cada compo-
profundidad de la quemadura determina la decision sobrenehte de la miel tiene su accion especifica, la actividad
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antimicrobiana in vivo puede ocurrir debido a una reaccidrase a miel de ulmo suplementada con acido ascérbico y
sinérgica entre ellos (Seckam & Cooper, 2013; Molan, 2008omparo su efecto con miel de ulmo no suplementada, en
Gethinet al,, 2008). heridas causadas por quemaduras de tipo B.

Durante la cicatrizacion se destacan tres fases:
inflamatoria, proliferativa y de remodelacion, las que no SMATERIAL Y METODO
excluyentes entre si, (Ramirez, 2010). En la fase
proliferativa, el coagulo de fibrina, es reemplazado por teji-
do de granulacioén rico en colageno lll. Esto se debe a dastudio descriptivo experimental Se utilizaron 15
en las primeras etapas del proceso de cicatrizacién lmsbayos Cavia porcelluy adultos, sanos, con un peso
fibroblastos lo producen en forma activa, siendo reemplaproximado de 450 g promedio, mantenidos con pellet y
zado por colageno | para restaurar la composicion normedrduraad libitumen el Centro de Excelencia en Estu-
de la dermis. Algunos autores han evidenciado que la mékbs Morfoldgicos y Quirargicos (CEMyQ) de la Univer-
podria potenciar la produccion de fibras colagenas a niwtlad de La Frontera, Temuco, Chile. Los animales fue-
dérmico durante la cicatrizacién de heridas. Ozlem Nisbein divididos en 3 grupos de 5 ejemplares: MVC (miel
et al (2010) observaron que la miel acelerd la sintesis daplementada), M (miel) y Control+ (Hidrogel/Tull). La
colageno, lo que podria resultar en un aumento de la resisel de ulmo fue analizada en su pureza (90%) y esterili-
tencia a la traccién de la fuerza tensil. Por otra parte, laada por rayos gamma. La injurias, de 1 cm de diametro,
pruebas histopatoldgicos realizadas por Jastrzes bska-Stgkoprovocaron en el dorso de los cobayos, por contacto
et al. (2013), evidenciaron que el proceso de curacién y den calor seco, durante 3 segundos, abarcando hasta el
formacion de la cicatriz en heridas causadas por quematimite de la fascia profunda. Se trabajo bajo efectos
ras tratadas con miel con propéleo fue mas rapida, en caamestésicos intraperitoneales con una triada anestésica en
paracion con el control, aumentando el nivel dbase a atropina 40 mg/kg, ketamina 5 mg/g y de xilazina
hidroxiprolina y colageno en forma significativa. 0,05 mg/kg. Las curaciones se realizaron aplicando suero

fisiolégico tibio por jeringoterapia a 10 cm de distancia

En el caso de una lesion, el estrés asociado resultadenlia lesion, colocando una gasa impregnada con miel de
una mayor necesidad de vitamina C, siendo requerida patao suplementada con acido ascoérbico en el grupo MVC;
la sintesis de colageno y angiogénesis (Kahal, 2010), miel de ulmo no suplementada en el grupo M; e Hidrogel/
tema ampliamente estudiado en cobayo (Gould & WoessnEull en el grupo Control+. Se realiz6 escarotomia en cada
1956; Ross & Bendit, 1961; Abercrombé¢ al, 1956; lesion para facilitar la impregnacion de los tratamientos
Robertson & Schwartz, 1953). Por otro lado, las heridas poasta el desprendimiento del tejido necrético. Con este
guemadura pueden tener un efecto oxidativo que requignacedimiento se trataron y evaluaron diariamente las
de un tratamiento que actle en ese aspecto. Mucho séhbadas hasta la obtencion de las biopsias al dia 10 post-
estudiado sobre el efecto de las terapias antioxidantes camaria. La evaluacién diaria se realizé con el Protocolo
tratamiento en quemados, donde la vitamina C logra elinde Supervision Diaria de Animales, Guia de Aspectos
nar los radicales libres en el espacio extracelular, mientBm@éticos de la Experimentacion Animal, CONICYT,
la vitamina E limpia eficazmente los radicales libres dent2009.
de las células donde se producen metabolitos reactivos.
Ademas, la vitamina C puede eliminar los radicales libres Las biopsias fueron lavadas en solucién salina, de-
gue se unen a la vitamina E, logrando regenerar esta Ultimpasitadas en formalina tamponada al 10%, deshidratadas
Horton (2003) estudio los efectos de una terapia basadaeaencluidas en paraplast (Histotec-Merck®). Se realizaron
la administracion de vitaminas post-quemadura, demostramortes seriados de 10n hasta llegar a la injuria, zona
do su accioén en la sintesis de cardiomiocitos y secrecionaetada en seriados de 4 um de espesor. Para el analisis
citoquinas pro-inflamatorias. Horton indicé que el régimehistoldgico las secciones fueron teflidas con HE, Van
utilizado, que incluia una combinacion de antioxidantes (Viuiesson Colagena (VGC), Van Guiesson Elastica (VGE).
taminas C, E, y A) podria garantizar una adecuada acciBara el analisis histoquimico se utilizé acido peryddico de
de apoyo al efecto cicatrizante. Schiff (PAS) y Sirius Red. Las laminas fueron observadas

en un microscopio Optico Motic BA410 y fotografiadas

Dada la complejidad del tratamiento de quemadurasen camara Moticam 580. Las imagenes fueron proyecta-
y la necesidad de estudios experimentales que propordi@s en un monitor de pantalla plana marca LG®. El pre-
nen una mejor comprension de los mecanismos implicadsente estudio es parte del proyecto DIUFRO DI13-0044,
en la cicatrizacién de heridas, este estudio evalydfue aceptado por el Comité de Etica de la Universidad
morfolégicamente la cicatrizacion, con un tratamiento emhe La Frontera, Temuco, Chile.
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RESULTADOS Grupo M (miel no suplementada) El tejido necroético gene-

rado por la quemadura se desprendié espontaneamente entre

los dias 6-7 post-injuria, quedando expuesta una herida de 4 +

Se extrajeron biopsias de piel sana de distintos adi-nm de diametro, no sangrante, con tejido granulatorio sin

males para evaluar normalidad. Las biopsias presentamndencia macroscopica de epitelizacion. Su diametro se re-
epidermis delgada, conwggsa capa cérnea. La dermis papiladujo 50% aproximadamente, al dia 10 post injuria. Las biopsias
superficial estaba constituida por tejido conectivo laxo dopresentaron una fase proliferativa inicial al dia 10 post inju-
de se observaron foliculos pilosos y glandulas sebaceas yidaNohubo regeneracién epidermal. Se observé neoformacién
dermis profunda por abundantes haces de colageno distrilile- vasos sanguineos en toda la dermis cicatrizal,
dos al azar. La biopsia del animal de prueba, quemado emelyoritariamente en dermis superficial, con abundante
lomo por 3 segundos, evidencié dafio profundo de la piel goelularidad y fibroblastos activos (Fig. 1B). La dermis cicatrizal
comprometié hasta la hipodermis (quemadura tipo B).  se encontré en plena formacion, se logré diferenciar de la

hipodermis gracias a la tincion de Van Giesson Colagena (Fig.
Grupo MVC (miel suplementada) Al momento de lainju- 2B). No se observaron fibras elasticas en dermis cicatrizal; sin
ria se observo una escara necrotica inmediata por quemadarabargo, éstas fueron abundantes en los margenes de la heri-
la cual hace su desprendimiento espontaneo el dia 6 post igfa; en dermis superficial (Fig. 3B). Con la tincién de Sirius
ria, quedando expuesta una herida de 5 + 1 mm de didameRed se observaron finas fibras colagenas colorverde, rodeadas
no sangrante, con presencia tejido granulatorio. Su diameti® fibras color rojo en dermis cicatrizal superficial, color que
se redujo 50% aproximadamente al dia 10 post-injuria. Las torné mas intenso en la dermis profunda (Fig. 4B).
biopsias presentaron una fase proliferativa avanzada. La epi-
dermis se regener6 en un 60% de las biopsias. Estas no @espo Control+(Hidrogel/Tull). El tejido necrotico genera-
sentaron estrato corneo. El resto de las capas se encontratmapor la quemadura se desprendié espontaneamente entre los
diferenciadas: estrato basal bien desarrollado, espinoso didéas 8-9 post injuria, quedando expuesta una herida cruenta
renciado y eshozo de estrato granular. La tincion PAS tude aspecto granulatorio, sangrante al contacto, sin evidencia
una leve reaccién, evidenciando apenas la lamina basal. Emiacroscopica de epitelizacién. Present6 un diametrode 6 + 1
dermis cicatrizal se observo reaccion fibroblastica con abumm, con una reduccién del 15% al dia 10 de tratamiento. Las
dante proliferacion de fibras colagenas, ausencia de foliculmispsias presentaron una fase proliferativa avanzada con re-
pilosos y glandulas sebaceas, a nivel superficial se obseraaeion fibroblastica al dia 10 post injuria. La epidermis se
ron NnUMerosos vasos sanguineos y abundantes capilaresr@generd en un 40% de las biopsias, encontrandose en estado
quefios (Fig. 1A). Esta zona presento6 tejido conectivo densle, diferenciacién. Se observé neoformacion de vasos sangui-
con delgadas fibras colagenas. Con la tincion de Van Giesswos en la dermis superficial (Fig. 1C). En la zona cicatrizal
Colagena se logré diferenciar claramente la dermis supese observé un tejido conectivo abundante en fibras colagenas,
cial de la profunda. La dermis profunda presenté gruesasdide se encontraban regularmente dispuestas y diferenciadas
bras colagenas dispuestas en haces (Fig. 2A). No se obsedeala hipodermis, donde las fibras colagenas formaron grue-
ron fibras elasticas da dermis cicatrizal; sin embargo, és-sos haces (Fig. 2C). No se observaron fibras elasticas en la
tas fueron abundantes en los margenes de la herida (Figrmis cicatrizal; sin embargo, éstas fueron abundantes en los
3A). Con la tincion de Sirius Red se distinguieron fibramargenes de la herida, en dermis superficial (Fig. 3C). Con la
colagenas verdes en la dermis cicatrizal, poco intensas, ntimgion de Sirius Red se observé la dermis cicatrizal con fi-
finas, rodeadas de fibras colagenas color rojo, el cual se toras colagenas color verde, y fibras colagenas cglinme
ndé mas intenso haC|a la hlpodermls (Flg 4A). tenso a n|veI de Ia dermls profunda (Flg 4),

Flg 1. T|nC|on HE para cada grupo en estudlo A. Biopsia deI grupo MVC. Dermis mcatrizal con numerosos vasos sangunﬁms Abun
pequefios capilares. B. Grupo M. Se observa neoformacion de vasos sanguineos en toda la dermis cicatrizal, mayoritaridensrise en |
superficial, donde ain no hay desarrollo epidérmico. C. Grupo Control+. Neoformacion de vasos sanguineos solo en deialis superfi
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Fig. 2. Tincién VGC para cada grupo en estudio. A. Biopsia del grupo MVC. Presenta cierre epidermal. En dermis se oleserva el ar
cicatrizal con tejido conectivo denso, rico en fibras colagenas, diferenciado de la hipodermis que presenta gruesagdiitamslispldes-

tas en haces. B. Biopsia del grupo M. No presenta epidermis, la dermis cicatrizal se encuentra en plena formacion, diéetaditetan
dermis profunda. C. Biopsia del grupo Control+. Presenta epidermis, la dermis se observa en similares condiciones du¥@l grupo

& i

Fig. 3. Tincién VGE para cada grupo en estudio. A. Biopsia grupo MVC. A. Se observaron abundantes fibras elasticas en dermis
cicatrizal, superficial, de los margenes de la herida. B. Biopsia grupo M. Se observaron fibras elasticas en margeimas. dz la les
Biopsia grupo Control+. Presencia de fibras elasticas en margenes de la lesion, las que son muy abundantes.

DISCUSION

El cobayo Cavia porcellu¥ se utiliz6 como modelo Las condiciones basicas para la cicatrizacion del te-
animal por tener un metabolismo dependiente del acifido dafiado son: limpieza de la herida, activaciéon de
ascorbico (Krameet al, 1979) y estar indicado como animalmacraéfagos, proliferacién de fibroblastos, produccion de
de experimentacion para evaluar lesiones por quemadunaatriz extracelular, y la formacion de nuevos vasos sangui-
(Gonzalez, 2002; Sulliveet al, 2001). Segin Kaufmatal  neos (neoangiogénesis). El tratamiento de heridas debe te-
(1990) este animal mantiene una constante de espesor demégl una buena debridacion para permitir la formacion de
ideal para estudios experimentales de cicatrizacion. Por otejido granular y la subsecuente epitelizacién. La accion
lado, el estudio de heridas causadas por quemaduras egleinridante de la miel podria deberse a la activacion de
excelente modelo para el analisis de los componentes pringieteasas en el tejido a través del perdxido de hidrégeno.
pales del proceso de cicatrizacion: epitelizacion, contracci@os resultados de este estudio mostraron una excelente
y formacién de la cicatriz (Rodriguez-Bigetsal, 1988). debridacion de los tejidos dafados y tratados con miel su-

plementadarersusmiel no suplementada y control, redu-

Establecer el origen de la miel permite darle un val@iendo la formacién de edema tisular y estimulando tejido
agregado, ya que muchos atributos y caracteristicas depenglemular sin signos de infeccion.
de las especies vegetales de proveniencia (Montenegro &

Fredes, 2008). La miel de ulmo puede ser una alternativa te-  Segln lo observado en este estudio, la miel suple-
rapéutica para la cicatrizacion de heridas, ya que exhibe mentada con acido ascérbico promueve la formacion de te-
efecto perdxido como poder antimicrobiano, siendo mas efgigo epitelial con cierre epidermal, produccion de fibras

tiva que la miel de manuka en este aspecto (Sheetomk,  coldgenas y rapido proceso de cicatrizacion. En estudios pre-
2010). vios se analizo la accion del acido ascorbico administrado
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Fig. 4. Tincion Sirius Red para cada grupo en estudio. A1. Grupo MVC sin polarizacién. A2 Grupo MVC con polarizacion,sse observ
dermis cicatrizal con algunas fibras verdes, poco intensas, muy finas, rodeadas de fibras color rojo intenso. B2. Grugioditizzna

con fibras verdosas rodeado de fibras color rojo intenso. C2. Grupo Control+. Dermis cicatrizal confibras verdosas, dedaisgrof
fibras color rojo intenso.

oralmente en la cicatrizacion de heridas en cobayo, lo g2@13), evidenciando que las biopsias de los animales de prue-
potencio6 la formacion de fibras colagenas (Scheatké, ba tratados solo con suero fisiol6gico, no regeneraron la capa

141



SCHENCKE, C.; VASCONCELLOS A.; SALVO, J.; VEUTHEY, C. & DEL SOL, M. Efecto cicatrizante de la miel de Ulneucryphia cordifolig suplementada con &cido ascérbico como
tratamiento en quemadurast. J. Morphol., 33(1)137-143, 2015.

epidermahl dia 10 post injuria. Se observaron tejido de granu- SUMMARY: Skin damage from burns creates favora-
lacion y edema, presentando una fase mixta con predomikbie conditions for microorganism development, producing
agudo. Con el tratamiento propuesto, las biopsias se encongl@paturation, necrosis, discharge, congestion and edema. Honey
ron en un estado proliferativo avanzado al dia 10 post-lesig@ntains antioxidant, anti-inflammatory and antibacterial
siendo mas rapida que en los grupos Miel y Control, Conc(ﬂ{operties.At the same timg ascorbic acid reduces the.epiqlermal
dando con los resultados de Kraraeal, quienes observaron barrier and wound contraction, among others. The objective of

una gran produccion de colageno cicatrizal en los cobayos d[Ji§ 'éSearch was to morphologically evaluate wound healing

LS . o with treatment based on Ulmo hone¥. (cordifolia)
recibieron un suplemento oral de acido ascérbico frente a l0s : . : A .

. . . supplemented with ascorbic acid, comparing its effect with
gue no lo recibieron, pero tuvieron una dieta normal.

unsupplemented Ulmo honey, in wounds caused by type B

3 ) ) ) burns. The research was approved by the Scientific Ethics
El colageno cicatrizal se presenté como haces paralgsmmittee of the Universidad de La Frontera. We worked with

los al tejido epitelial en las biopsias del grupo tratado cors guinea pigsGavia porcellu divided into three groups:
miel suplementada y controles, logrando una alta densid&@H (supplemented honey), H (honey), and Control + (Hydrogel-
van Zuijlenet al (2003), describieron el coldgeno cicatrizalTulle). A 1 cm diameter dry burn was caused on the back of
el cual difiere significativamente de la piel normal. Los hacdbe chest and covered the extent of the deep fascia. At day 10
de colageno se orientaron paralelos entre si, organizacion gligeatment, biopsies were removed and placed in PBS. They
se volvié gradualmente mas desordenada en las capas prow@re subsequently fixed in buffered formalin and processed
das, siendo esta forma de organizacion una caracteristicd@fehistological purposes, with VGE, VGC, PAS, and Sirius

la cicatriz normotrotrofica, mientras que en la piel normal $8€d techniques. The guinea pig was used as an animal model
observé una red tridimensional (Verhaeggral, 2009). for having a metabolism dependent on ascorbic acid. The SH
' group showed a rapid debridement compared to control groups,

i i i 0,
Barnes & Morton, (1976) demostraron la presencia d/élth epidermal closure in 60% of the samples, and advanced

15 tino Il la cicatriz d b b q rE)roliferative phase was observed. The H group did not
colageno tipo 1l en la cicatriz de cobayo, observando u ggenerate epidermal layer and showed an initial proliferative

mayor concentracion de este colageno en la dermis que ffiase The results of this study showed that supplementing
deaba la cicatriz, gracias al analisis densitométrico de g&limo honey with ascorbic acid achieves faster healing when
electroforesis. Seguin Benavides (2008), este colageno sefinpared to unsupplemented Ulmo honey in wounds caused
creta sélo en estadios tempranos de la reparacion, aparecignburns.

do entre las 48 a 72 horas, siendo maximo entre los cinco a

siete dias. Después de un afio o mas, la dermis retorna gra- KEY WORDS: Healing; Ulmo honey; Ascorbic
dualmente al fenotipo existente previo a la lesién, con predasid; Burns.

minio de colageno tipo I. En el trabajo realizado, todos los

grupos presentaron fibras colagenas tipo Ill en dermis

cicatrizal, las que fueron observadas con la técnica de Sirius )
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