\Accién de extracto de Acaena
myriophylla sobre componentes celulares y
tisulares en heridas cutaneas en ratones”*

Resumen: Acaena myriophylla (cadillo) es una
rosacea que desarrolla en la regién pampeana.
Se analiz6 la accién de los extractos de sus
partes aéreas sobre componentes celulares y
tisulares en heridas netas provocadas en rato-
nes. Las lesiones provocadas fueron tratadas
tépicamente durante 10 dias con extractos di-
luidos de la especie nombrada obteniéndose
muestras diarias para realizar estudios histo-
l6gicos. En forma paralela, y para poder com-
parar la evolucién de las heridas, se procedid
en forma similar con ratones que no fueron
tratados. Los ratones del grupo tratado mos-
traron en la zona de aplicacién una importante
edematizaciéon que determind, posiblemente,
el retardo en el proceso de curacién de la he-
rida. Al microscopio se evidencié una mayor
permanencia de los neutréfilos, el retraso en la
aparicion y permanencia de los fibroblastos en
la zona lesionada, y congestién en las etapas
iniciales. El ordenamiento de fibras coldgenas
también sufri6 demora con respecto al grupo
control. La prueba estadistica “t” mostré dife-
rencias significativas (P<0.01) con respecto al
numero de neutréfilos y fibroblastos entre los
ratones tratados y los no tratados.
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Acaena myriophylla extract action over
cellular and tissue components on skin
wounds in mice

Abstract: Acaena myriophylla (cadillo) is a ro-
sacea family plant that naturally grows in the
pampas area. The Acaena myriophylla extract
action over cellular and tissue components on
skin wounds in white mice was analyzed. Skin
wounds in mice were treated topically with
diluted extracts of Acaena myriophylla for 10
days and samples were taken every day for
histological analysis. In order to compare the
evolution of the wounds the same procedure
was applied to a non-treated group of animals.
(Control group) Mice from the treated group
showed an important local edema and sig-
nificant delay in the healing wound process
evidenced by an increase in neutrophil and fi-
broblast remain in the injured tissue, (P<0,05)
as well as in the collagen fiber arrangement in
relation to the control group. The statistic test
showed significant differences (P<0.01) in the
number of neutrophil and fibroblast between
the treated and untreated mice.
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A\ Introduccién \

| producirse una herida en la piel se desarrollan acciones de muchos

tipos celulares y componentes intercelulares cuyo fin es la reparacién o
cicatrizacién de la misma (Kumar ez 2/, 2005). La utilizacién de sustancias
naturales en el tratamiento de diferentes alteraciones, como es el caso de las
heridas cutdneas, data de miles de anos (Canigueral ez 4/, 2003; Boelter,
2008) constituyendo en la actualidad un desafio la exploracién de nuevas
fuentes. El reino vegetal ofrece numerosas sustancias potencialmente ttiles
para la medicina. Acaena myriophyllaestd citada entre las especies adaptadas
al suelo pampeano, (Cabrera y Zardini, 1993; Alonso, 2004, Ladio, 2005 y
Steibel ez al., 2007, 2008) que tiene, entre otros, supuestos efectos cicatri-
zantes aunque no estd especificada su forma de uso (Toursarkissian, 1980;
Font Quer, 1995; Nufiez y Cantero, 2000). Conocida con el nombre de
“abrojo” o “cadillo” es una Rosacea, perenne, rizomatosa, de 10 a 40 cm
de altura. Presenta hojas alternas, y flores dispuestas en espigas densas en el
extremo del tallo. Es frecuente en suelos arenosos y sierras (Nufiez y Cantero,
2000; Cabrera y Zardini, 1993).

Se trabajé en un modelo histolégico que permitié valorar la accién de
principios activos de Acaena myriophyllapresentes en distintos componentes
celulares y tisulares luego de producida una herida (Arroyo ez al., 1999;
Gonzdlez Escobar, 2002, Lacolla ez 4/., 2011). Se tuvieron en cuenta, para
evaluar la actividad bioldgica, el arribo y permanencia de neutréfilos, ca-
racteristicos de las etapas iniciales de los procesos de reparacién y el arribo
y permanencia de fibroblastos y ordenamiento de fibras coldgenas, como
elementos que se producen en una segunda instancia (Genneser, 2000;
Ross y Pawlina, 2004).

\ Materiales y Métodos \

Se recolectaron partes aéreas de Acaena myriophylladentro del drea de
la provincia de La Pampa y fueron secados en estufa a una temperatura de
35° durante 3 dfas. Se obtuvo el extracto macerando 20 g de partes aéreas
desecadas y trituradas en una solucién etanol - agua (1:1, v/v) cambiando el
solvente de extraccién cada 48 h (3x). Los extractos obtenidos se juntaron
y llevaron a sequedad en rotavapor, conservdndose a -20°C. Al momento
de realizar los ensayos se diluy6 en 30 ml de agua destilada estéril.

Se utilizaron 40 ratones de 25 — 28 g de peso provistos por el Bioterio
de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLPam. Estos fueron aneste-

Lacolla, Daniel V.; Garcia, Monica G.; Toribio, Mirta S.; Sosa, Andrés R.
78 Revista Ciencias Veterinarias, Vol. 15, N° 1, 2013 (ISSN 1515-1883)



siados y depilados en el drea dorsal, realizdndoles una herida neta de 0.5
cm. Se separaron en dos grupos de 20 ratones cada uno: Grupo Tratado
(GT) y Grupo Control (GC). Al grupo GT le fue administrado en forma
topica, el extracto de Acaena myriophylla sobre cada herida y alrededor
de ella. La aplicacién de la sustancia de prueba se realizé 2 veces al dia, a
razén de 0.1 ml por vez, observdndose diariamente y durante 10 dias la
evolucién de las heridas. Se sacrificaron 2 ratones por dia obteniéndose
muestras de la zona de la herida para realizar los correspondientes estudios
histoldgicos. Las mismas se fijaron en formol, se incluyeron en parafinay se
colorearon segtn técnicas de Hematoxilina—Eosina y P.A.S., (Luna, 1968)
para su posterior observacién al microscopio éptico. Igual procedimiento
se realizé con el grupo GC, el cual no recibié el tratamiento tépico. Los
andlisis estadisticos se hicieron mediante el test de Student, con un nivel
de significancia P<0.01.

\ Resultados \

En los ratones del grupo GC se observd, visualmente, la recuperacién
de la integridad epidérmica de la herida a partir del dia 8. El nimero de
neutrdfilos en la zona periférica a la herida en este grupo fue superior a los
45 por campo microscépico en el dia 2, disminuyendo paulatinamente hasta
estabilizar su nimero en 1 6 2 por campo a partir del dia 7. Los fibroblastos
incrementaron su nimero a partir del dia 3 llegando el dia 7 a un mdximo
de 40 por campo, para luego ir disminuyendo (Tablas 1 y 2). Las fibras
coldgenas se fueron ordenando en forma paralela a la superficie a partir
del dia 6. La epidermis permanecié engrosada hasta el dia 5, para luego ir
en disminucién. En el grupo GT, al dia 8 la observacidn visualde la herida
no evidencié integridad epidérmica completa. El aumento de neutréfilos
se produjo también a partir del dia 2, y su niimero llegé a 90 por campo,
para luego disminuir en forma paulatina. Los fibroblastos aumentaron a
partir del dia 3 y permanecieron en la zona, en un niimero elevado, hasta
el dia 9, pero a partir del dia 7 se observé una mayor permanencia de estas
células en la herida, con respecto a los mismos dias en el grupo control
(Tablas N° 1y 2). El ordenamiento de las fibras coldgenas se evidencié a
partir del dia 7 (Microfotografia N° 1). La prueba estadistica “t” mostr6
diferencias significativas con respecto al niimero de neutréfilos y fibroblastos
respectivamente en los Grupos GT y GC en cada uno de los dias en los
que se realizé la observacién.
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\ Conclusiones \

Los ratones del grupo tratado mostraron retardo en el proceso de cura-
cién de la herida evidenciado por la mayor permanencia de los neutréfilos,
fundamentalmente durante las primeras 72 horas de realizada la incisién.
Los fibroblastos aparecieron en un mayor niimero a partir del dia 7 lo que
indica que el proceso de curacién ain estd en actividad.

Se concluye que a la dosis utilizada y en las condiciones experimentales
de este ensayo, Acaena myriophylla no presenta actividad cicatrizante.
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Tabla Nel. Ntéimero de neutréfilos por campo microscépico observados en
losdias 1, 3,4,7y9en GCy GT.

Dia Grupo control Grupo tratado
(X+DE) (XxDE)
1 42+4,30 90 +7,90*
3 12+3,16 30+6,67*
4 8+1,58 14+1,58*
7 2+1,58 5+0,70*
9 1+0,54 3+0,70*

Ref: * (P<0.01) Test “t” de Student, X: media, DE: desvio standard

Tabla Ne 2. Ntimero de fibroblastos por campo microscépico observados
en los dias 3,4, 7,9y 10 en GCy GT.

Dia Grupo control Grupo tratado
(X+DE) (X+DE)
3 16+1,63 6,75+0,95*
4 27,5+0,58 20,25+0,96*
7 40+0,82 46+0,82*
9 34+0,96 39+0,5*

Ref: * (P<0.01) Test “t” de Student, X: media, DE: desvio standard
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Microfotografia No 1 (a,b,c y d). Microfotografias de las heridas en dife-
rentes estadios de evolucién cicatrizal.

1b

1c - 1d

la: Microfotografia que muestra la herida en la piel de los ratones a la 24 horas de practi-
cada. Hematoxilina-cosina, 40 aumentos. 1b: Microfotografia que muestra la herida en la piel
de un ratén del grupo GT los 3 dias de realizada la misma. Se observan abundantes neutréfilos.
Hematoxilina-eosina 100, aumentos. 1c: Microfotografia que muestra la herida en la piel de un
ratén del grupo GT a los 9 dias de realizada la misma. Se observan abundantes fibroblastos,
gran vascularizacién y no se aprecian neutréfilos.. Hematoxilina-cosina, 400 aumentos. 1d:
Microfotografia que muestra la herida en la piel de un ratén del grupo GT a los 9 dias de rea-
lizada la misma. Se observa un ordenamiento de tejido conectivo de la dermis. Permanece atin
la epidermis engrosada y no se han preestablecido los anexos cutdneos zonales. Hematoxilina-
eosina, 100 aumentos.
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