UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

Evaluacion de la actividad cicatrizante de un extracto acuoso de

Helietta parvifolia en lesiones expuestas de ratones CD1.

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL
TITULO DE:

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
PRESENTA:
MARTINEZ RIOS JACOBO

Director de tesis: Dr. Rubén Marroquin Segura

Asesor de tesis: MC. Maurilio Flores Pimentel

MEXICO, D. F. 2011

Agradecimiento al proyecto PE-200310 PAPIME, DGAPA UNAM




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






Martinez Rios Jacobo

AGRADECIMIENTOS

A mi familia que siempre ha estado ahi para apoyarme a pesar de las adversidades, y sin quienes
nada de esto seria posible.

A la UNAM por ser mi segunda casa, y en ocasiones la primera, por extender los horizontes de mi
pensamiento y de mi persona.

A mi director de tesis Dr. Rubén Marroquin Segura por transmitirme sus conocimientos y por ser
tan paciente para con mi persona.

A mis sinodales Mtra. Yolanda Flores Cabrera, MC Maurilio Flores Pimentel , Dr. Arturo Valle
Mendiola y M. en C. Juana Rosado Pérez por su paciencia y colaboracion sin las cuales este trabajo
no hubiese sido posible.

A mis amigos, Areli por tu siempre agradable compaiiia y por ser mas que una compafiera, como
una hermana, Martha por tus atinados consejos y mostrarme que hay todo un mundo mas alla del
raciocinio, y por ultimo y no por eso menos importante gracias a Alejandro Aguilera, Gerardo,
Jessica, Esteban Espinoza, Claudia, Andrés, Jennifer, Victoria y Alicia por hacer de mi estancia en la
FES algo muy agradable con su invaluable amistad y agradable compaiiia.



Martinez Rios Jacobo

"Es preciso saber lo que se quiere; hay que tener el valor de decirlo
y cuando se dice, es menester tener el coraje de hacerlo"

George Clemenceau



Martinez Rios Jacobo

CONTENIDO

I RESUIMEN ...ttt ettt sttt et e s bt e s b e sat e st e sabe e b e e b e e beesbeesmteeneeenteenneens 3
Il INTRODUCCION ........ooouitiiitiiiectcte ettt bbbt et s b s s a b b s s e s senes 4
. FUNDAMENTACION TEORICA ........cooouiiiiieieniiiineseesensessessese ettt s essessessessessens 5
HLL. Helietta parvifoli....................cooucueiiiiiiiiiiiieeiiiee ettt e s stae e e s s saaaeeeessraeeaessssnsneeeean 5
L2, CICAtIIZACION ...ttt ettt e b e s bt et e st e st st e e b e e s bt e s bt e sateeaseenbeenbeens 6
111.3. Eventos moleculares durante la migracion de los queratocitos.............ccccccceeevieeiieescieesneens 8
l1l.4. Las integrinas y la matriz extracelular (MEC) ...........c.coooiieiiiii it 8
111.5. La migracion de 10s queratinOCItos...............coivciiiiiiiiiiiiciie et e e e saaee s 9
11l.6. Factores de crecimiento y receptores asociados .............c.cceeeeciieiieiiiieecciiee e e 10
lll.7. Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)...........ccccccovveieiiieeecciiee e e 11
111.8. Factor de crecimiento epidérmico (Epidermic Grow Factor-EGF)..............c..cccoeecvieeiiiinnnnennns 12
111.9. El factor de crecimiento transformante beta (Transforming Grow Factor-TGF B)................ 12
111.10. Proteina estimuladora de macréfagos ( Macrophage Stimulating Protein MSP.............. 13
HIL11. ElSinergismo IMISP/TGEDL ..........c.oooviiiiiiiceecetecetee ettt ettt et eaeeeteeeteesreesaeeenee e 14
11.12. Metaloproteinas de la Matriz (IMIMIPS) .........ccovviiiiiiiiieiieec ettt et 14
111.13. Proliferacion de los queratinocitos en el sitiode lalesion .............cccovveeeiiiiiiiiiiiiienecinenn, 15
111.14. Punto final de la reepitelizacion ................coooiiiiiiiiiii e 16
11.15. Uso de las plantas para mejorar la cicatrizacion .................ccccoeeeiiiii e, 17
V. FUNDAMENTO DE LAS TECNICAS EMPLEADAS .........coovovevieeeeeeeereeereteeeieeessesesassssesesesenas 18
IV.1. Importancia de los estudios de cicatrizacion en animales............cccccovveeeiiiiiiiiiiiieeeeeeinnnnn, 18
IV.2. TEcNicas RiStOIOGICAS ............oeiieiiiiiciiie e e e e e et e e e e eabae e e e anees 19
V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ..........ccoooiiiiiiiiieieeitenee ettt ettt 20
VI. OBJETIVIOS......tttie ettt e ettt et e e e e ettt e e e e e e e s e anbe e teeeee e s ansbaeeeeeeeesaannranaeeaeaens 21
VIL  HIPOTESIS. .....couciiiiiiieiieeieise ettt bbb 22
VIII.  DISENO DE INVESTIGACION ........coououieiiiiieicieietete ettt sess s s s s esessse s ssseens 23
IX. REACTIVOS, EQUIPO Y MATERIAL..........coi ettt ettt e e et ee e sre s e e e e ee 24
Ko IMIETODOS........omeiniriniitireissi ittt 25
X.1. Preparacion del extracto acuoso de Helietta parvifolia ......................cccovvivivveeiiicieeeeicnnnnnn 25
X.2. Preparacion de la crema 1% de Helietta parvifolia.....................ccccoouveeiiviiiiiiiieeeiiieee e 25




Martinez Rios Jacobo

X.3. ANIMAIES dE @StUTIO ....c...vooocevoeeeeeereeeseeseeseseseessseseesssesseessssseessssseessssseesssoseenssnrees 25
X.4. Elaboracion de 1as @XCISIONES.............cc.eoiuiiiiiiieniiiieeeee ettt 25
X.5. Modelo de CICatrizacion ..............ccooiiiiiiiiiiiiiee et 26
X.6. Sacrificio de 10S @aniMal@s ...........cc.oouiiiiiiiiiii et 26
X.7. Cortes hiStOIOGICOS ..........cueeiiuiieiiiieiie ettt e st e e st e s te e s sre e e s beeesaeesnteessaeesareeans 27
X.8. ANAlisis @SEAdISTICO ........coouiiiiiiiiiii ettt sttt 27
XI.  DIAGRAMA DE FLUJO.........ocuiuiiiiieisusstststee ettt ettt st s i et ebe et sts et ses s seb e es bttt semsesesene s 28
XIl. RESULTADOS ...ttt ettt ettt e e e e e sttt et e e e e e e s bt bteeeeeesesansbebaeaeesssasaunnsraaeeesssanannns 29
Xll.1. Apariencia de las lesiones durante el estudio.................ccccuerreciiiiiiiiec e, 311
b (| B oo Y o =X ¢ 113 o] [T -4 ol o L3S 334
XIIL.  ANALISIS DE RESULTADOS...........c.cooiuiuereriiaeesaetetesesesesasaesesesssssssesesesesssssssesesesssssssesesessans 40
XIV. CONCLUSIONES..........cocootriiteueietetrietetsise et st ses e et et ee b bt ees e s aste b bt sessreses e sesese st abssesesssesen e seseae s 43
XV. PERSPECTIVAS. ... e 444
XVI. REFERENCIAS ... e e e e e e 455



Martinez Rios Jacobo

I RESUMEN

Antecedentes: Se estima que alrededor de 6 millones personas en el mundo sufren anualmente
de lesiones con mala cicatrizacidn, el costo para subsanar los tratamientos ascienden a billones de
délares, la investigacion de agentes cicatrizantes es una de las dreas que mas desarrollo ha tenido
en los Ultimos anos, la curacién de heridas de forma tradicional a través del uso de plantas se lleva
a cabo en todo el mundo principalmente en paises como India y China, algunas de las plantas
utilizadas son evaluadas en diferentes modelos animales y en lesiones humanas, pero el gran
potencial de las plantas esta aln inexplorado.

En Tamaulipas la corteza de Helietta parvifolia es administrada a los caballos de forma empirica
como un antiinflamatorio y como adyuvante en el tratamiento de lesiones; la actividad
antiinflamatoria se ha comprobado experimentalmente pero no se ha evaluado su actividad
cicatrizante.

Objetivo:  Evaluar la actividad cicatrizante de un extracto acuoso de Helietta parvifolia en
lesiones expuestas de ratones CD 1.

Metodologia: Se evalud el efecto cicatrizante de un extracto acuoso de Helietta parvifolia,
induciendo lesiones expuestas con un sacabocado de un centimetro de didmetro en el area
interescapular de ratones CD 1, de un mes de edad de entre 25y 30 g de peso, divididos en tres
grupos de seis ratones cada uno; se evalud la actividad cicatrizante causada por administracién
tépica de una crema al 1% de Helietta parvifolia (planta de estudio), Madecassol (Centella
asidtica como control positivo) y Vaselina (control negativo), por un periodo de 13 dias.

Se determinaron los diametros de las lesiones al final del estudio, y se realizaron cortes

histoldgicos para su posterior analisis histopatoldgico.

Resultados: La cicatrizacidon de las lesiones se vio significativamente acelerada al administrar la
crema al 1% de extracto de Helietta parvifolia por un periodo de 13 dias. En el didmetro de
cicatrizacion se encontré diferencia significativa en el grupo tratado con Helietta parvifolia a partir
de la interpretacion del estudio estadistico ANCOVA con una significancia de 90%, que demuestra
que el extracto mejora notablemente el proceso de cicatrizacién, los cortes histoldgicos indican
qgue hubo una reepitelizacidon mds efectiva en el grupo tratado, comparado con el grupo control
negativo y el grupo control positivo (a los que se les administré vaselina y Madecassol
respectivamente por un periodo de 13 dias), mediante la observacién macroscépica se detectd
gue en los ratones tratados con el extracto hubo mayor formacion de tejido de granulacion.

Conclusién: Los datos experimentales obtenidos demuestran que Helietta parvifolia mejora
notablemente el proceso de cicatrizacidon apoyandose asi nuestra hipotesis.
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Il INTRODUCCION

El uso de plantas para el tratamiento de diferentes patologias estd ampliamente difundido
alrededor de todo el mundo, debido a que es una alternativa barata, efectiva y de facil acceso,
ademas de que las reacciones alérgicas son poco frecuentes y no presenta los efectos adversos
gue el uso de farmacos conlleva. Pero el poder curativo de las plantas no siempre es corroborado,
la mayoria de las ocasiones se les atribuye cierta actividad sélo por testimonios, cuando puede no
tener ningun efecto e incluso poner en riesgo la salud de las personas, lo que hace necesario un
estudio de valoracidn de actividad farmacoldgica.

Diferentes extractos han demostrado ser utiles en el tratamiento de lesiones, con fines

cicatrizantes como es el caso del Aloe veray la Centella asidtica, aunque el poder curativo de las
L . 1

plantas en su mayoria sigue inexplorado.

La corteza de Helietta parvifolia es administrada a los caballos sobre lesiones abiertas como un
antiinflamatorio y para mejorar el proceso de cicatrizacidon, ya se ha estudiado la actividad
antiinflamatoria en un modelo de inflamacién en ratones CD1 en cojinete plantar con resultados
positivos, pero su actividad cicatrizante no ha quedado evidenciada, lo que hace necesario un
estudio para evaluar dicha actividad. 2

Con el objetivo de evaluar la capacidad cicatrizante de la Helietta parvifolia se utilizé un modelo en
ratdn CD 1. De esta forma al inducir las lesiones expuestas se logré monitorear el efecto
cicatrizante sobre las mismas por un periodo de 13 dias, al cabo del cual se sacrificaron los
animales conforme a los lineamientos de la NOM-062-Z00-199. Se determiné la calidad del tejido
recién formado mediante la observacion de la morfologia microscépica (cantidad de infiltrado,
formacién de fibras de coldgeno y reordenamiento de tejido recién formado), mostrada en los
cortes histoldgicos. 23

Es importante considerar que para que una nueva alternativa terapéutica sea llevada a su
aplicacion clinica se deben de descartar reacciones alérgicas y efectos adversos que pueda
ocasionar a la salud.
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1. FUNDAMENTACION TEORICA

Muchas de las plantas medicinales fueron descubiertas por la gente de tiempos ancestrales, las
civilizaciones antiguas dejaron variados escritos donde dejaron manifiesto del poder curativo de
muchas plantas, en Egipto se han encontrado escritos de esta naturaleza que datan del 300 a. ct

Las plantas pueden ser usadas para muy variadas funciones, pueden remover toxinas del cuerpo,
tienen poder antiséptico. El mecanismo de accién de las plantas varia con la sustancia que tenga
la actividad farmacolégica, debido a que una planta contiene numerosos compuestos es dificil
dilucidar que compuesto es el responsable del efecto deseado. 2

Las plantas contienen variadas sustancia quimicas, estas sustancias son almacenadas en varias
partes de la planta, en las hojas, en los frutos, en la corteza, etc. El potencial curativo de las
plantas es muy amplio y por ende deben ser consideradas para el tratamiento de enfermedades.

En la antigliedad el hombre usaba las plantas para el tratamiento de diferentes patologias, y
experimentaba con algunas otras para observar su efecto en la salud humana, esto mediante
ensayo y error, muchas de las plantas descubiertas en la antigliedad con actividad medicinal
siguen siendo usadas hasta la fecha, las civilizaciones antiguas dejaron testimonio de esto en
diferentes escritos.

lll.1. Helietta parvifolia

El uso de la medicina tradicional estd muy difundido en la poblacién mexicana. Helietta parvifolia
es una planta que se encuentra distribuida en el norte del pais, principalmente en los estados de
Tamaulipas, Coahuila, Nuevo Ledn, San Luis Potosi e Hidalgo, es una planta xerdfila que crece a
1500-1700 m del nivel del mar principalmente en los lomerios de la Sierra Madre Oriental, es un
arbol pequefio sin espinas conocido cominmente como “barreta”, alcanza ocho metros de altura,
la corteza es lisa de coloracién café. Las hojas son opuestas, trifoliadas, de 35-55 mm de largo, en
su mayoria glabras, las flores son pequeiias de 2 mm de ancho, con tres o cuatro pétalos
ovalados, a ampliamente elipticos de hasta 3 mm de largo, los frutos son de 10-15 mm de largo,
con semillas solitarias, la especie florece y fructifica de mayo a septiembre, en base a la presencia
de lluvias. *

En Tamaulipas, la corteza de Helietta parvifolia es administrada a los caballos de forma empirica
como un antiinflamatorio y como adyuvante en el tratamiento de lesiones; la actividad
antiinflamatoria se ha comprobado experimentalmente como lo muestra un estudio realizado en
cojinete plantar de ratones CD1 con resultados positivos, debido a que se administra sobre
lesiones expuestas se hace necesaria la evaluacién de su actividad cicatrizante. !

Helietta parvifolia tiene constituyentes como la kokusaginina, heliparvifolina, flindersiamina y

isoflindersiamina (principalmente en las hojas y en corteza), eugenol, O-metileugenol, isosafrol y
. . . 4,5

safrol en el aceite esencial de hojas y ramas.
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111.2. Cicatrizacion

La cicatrizacion se define como un proceso complejo, altamente coordinado, encaminado a la
reparacion y recuperacién de la integridad de tejido, que requiere de la colaboracién de diferentes
tejidos, linajes celulares, fases de proliferacion, factores de crecimiento, y demas condiciones que
actuando de manera conjunta devuelven la inocuidad al tejido lesionado. 67

La reepitelizacién es crucial en la cicatrizacidon de heridas, incluye la migracién y proliferacion de
gueratinocitos, para cubrir las superficies cutdneas desnudas. Mediante el estudio de este proceso
se han aclarado las vias moleculares que regulan la reepitelizacién, que abre una nueva
perspectiva para el desarrollo de mejores dianas terapéuticas.

La piel se compone de dos capas de tejido bien definidas: una capa llamada epidermis
estratificada queratinizada y una capa gruesa subyacente rica en colageno (dermis) como apoyo
del tejido conjuntivo que ademas proporciona nutrientes. Debido a que la piel sirve como una
barrera contra el mundo exterior, una ruptura en ella debe ser reparada de manera rapida y
eficiente. Una reparacién temporal se logra en la forma de un coagulo que tapa el defecto, y dias
después se toman las medidas necesarias para la reparacidon permanente del tejido.

En la fase inicial de éste proceso células de la inflamacién y fibroblastos invaden el coagulo para
formar una granulaciéon contractil, que intentard mantener los margenes de la herida juntos
(Figural). A partir de éste momento se activaran diferentes linajes celulares encaminados a
reconstituir una nueva matriz dentro del hueco de la herida; en esta etapa se pondran en
funcionamiento multiples sefiales de activacion e inactivacidn de actividades celulares
encaminadas al saneamiento de la herida. %%

Epiderimils
Vago sanguineo—_ [

|-

Exposicion de tejido—__ | -

Fibroblasto Dermis

Morocito |
residente

Plagueta—| -

Eritrocito—" ||

Hipodarmis

Figura lll.2.1. Inmediatamente después de la lesién, se estimula la homeostasis via degranulacion
de plaguetas y exposicion de componentes tromboplasticos del tejido. ’
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1
La mayoria de las heridas se curan normalmente entre una y dos semanas, pero a veces el tejido
no es enteramente funcional, lo cual justifica realizar estudios para averiguar cdmo se puede
inducir una reparacion del daino de una manera mas perfecta y funcional.

La mayoria de las heridas causan fuga de sangre a través de los vasos sanguineos dafiados, la
formacidn del coagulo sirve entonces como escudo provisional y como una matriz por la cual las
células podran migrar durante el proceso de reparaciéon, el codgulo se compone principalmente
por plaquetas incrustadas en una malla de fibrina. Las plaquetas al degranularse liberaran
citoquinas que iniciaran la llamada respuesta angiogénica, la migracion de células circulantes al
sitio de la lesidn, inicidndose asi la reepitelizacidon. Durante éste proceso se expresan selectinas de
adhesién en la luz de los vasos sanguineos, que facilitan la adherencia y diapédesis de leucocitos

circulantes a través del espacio endotelial (Figura 2). ’

Costra

Flbroblasto

MNeutrofio

Macrafago

Figura lll.2.2. Después de 2 o 3 dias las células predominantes en el sitio de la lesién son los
macréfagos, que limpian el sitio de la lesién y regulan el proceso de reparacion mediante la
., .. 7
secrecion de factores de crecimiento.

Los neutréfilos normalmente empiezan a llegar al sitio de la lesién en cuestion de minutos, se
consideraba que su papel se limitaba sélo a limpiar el sitio afectado de bacterias contaminantes,
aunque estudios recientes demuestran que los neutréfilos son también una fuente de citoquinas
pro-inflamatorias que probablemente son algunas de las primeras sefales para activar los
fibroblastos locales y los queratinocitos (Figura3). A menos que una herida este gravemente
infectada el infiltrado de neutrdfilos se agota después de unos dias, ocasionando asi un
acumulamiento de macréfagos vy reclutamiento de monocitos, lo cual es esencial para una
eficiente cicatrizacién ya que secretan una serie de factores de crecimiento y citocinas que

o o . 6,9
amplifican todas las sefiales anteriores.
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Costra

Queratinocito en
NGracion

Flhroblasto

Meutrofiio

Macrofago

Figura l1l.2.3. Los fibroblastos se activan y se presentan en la herida 3 o 5 dias después de la
lesion, secretan factores que continuaran con el proceso de reparacion. La migracién de los
queratinocitos (epibolia) inicia desde los bordes de la herida, en foliculos y en glandulas

. 7
sudoriparas.
111.3. Eventos moleculares durante la migracién de los queratinocitos

Los queratinocitos forman parte del tejido sin dafo, adheridos a la lamina basal, unidos por
desmosomas (uniones célula-célula), y hemidesmosomas (HD’s) (célula- substratos celulares);
los desmosomas son el tipo de unidn célula-célula mas abundantes en la epidermis, en los
queratinocitos los desmosomas son Ca dependientes, en condiciones normales expresan cierto
tipo de receptores, pero en caso de una lesidon se expresan receptores distintos que inducen su
proliferacién, siendo éste un proceso controlado, limitdndose la diferenciacién de éstos
queratinocitos en la piel sin heridas.

Los HD' s estabilizan la unién de las células epiteliales a la membrana basal, su papel fundamental
radica en su capacidad para formar estructuras estables y rigidas, mediante la vinculacién con
filamentos de queratina del citoesqueleto con la membrana basal. La importancia de los
hemidesmosomas para la integridad de la piel queda demostrada en la epidermélisis ampollosa o
., . , . 10
bullosa, donde hay mutacidn en los genes que codifican proteinas de los hemidesmosomas.

lll.4. Las integrinas y la matriz extracelular (MEC)

Las integrinas son un grupo de proteinas heterodiméricas, cada una constituida por polipéptidos
de cadena alfa y de cadena beta, hay mds de 15 alfa y 7 cadenas beta integrinas, se pueden
vincular en diversas combinaciones para producir dimeros con propiedades de fijacidn distintivas
que se expresan en tipos celulares distintos; las integrinas se fijan a una diversidad de proteinas de
la matriz extracelular (MEC), asi como a las moléculas de adhesién no integrina. El contacto de una
integrina con su ligando también transmite una sefial al interior de la célula, esta sefial puede
estimular su crecimiento u otras actividades. *

Para que los epitelios sanen es necesario que los HD's se disocien para liberar la membrana basal y
los substratos tengan contacto con las células y pueda ocurrir la reorganizacion celular, que
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posteriormente permitira la migracion, receptores transmembranales en las células se unen a
través de la MEC, que interactlan con el citoesqueleto. 10

Muchas integrinas tienen una superposicion de funciones de unién al ligando y algunos tipos
celulares pueden expresar mas de una de las integrinas, con la misma especificidad de unién al
ligando, aunque su funcion de sefializacion parecen ser diferentes (por ejemplo, los queratinocitos
pueden expresar por lo menos tres receptores diferentes fibronectina, avBfl, avpf6 y a5B1).
Ademas, la diversidad funcional puede ser el resultado de splicing alternativo de las isoformas de
subunidades alfa y beta. 1

La interaccion de las integrinas con sus ligandos MEC ocasiona el agrupamiento de los receptores y
desencadenan multiples senales intracelulares, interaccion con Cas p130, paxillina, vinculina, y
proteinas quinasas, tales como la cinasa de adhesidn focal (FAK) o a integrinas vinculadas quinasa
(CIC), que produce sefiales que promueven la formacion de lamelopodios, formacion de
filopodios, y fibras de actina.

Este proceso es de gran importancia en la cicatrizacion de las heridas debido a que los
queratinocitos migran mediante proyecciones citoplasmaticas, ademds utilizan filamentos de
actina para tirar de cada uno de los extremos de la herida. En la curacién de las heridas la
membrana basal intacta es degradada, lo cual sirve como una matriz provisional a los
queratinocitos, rica en fibrina, fibronectina, vitronectina y laminina 5, durante la reepitelizacién
también tienen contacto con el coldgeno cutdneo. 12

Unos de los pasos obligatorios antes de la migracion de los queratinocitos es el desmontaje de los

HD’s de la matriz provisional, las integrinas se separan de la laminina 5 a través de una sefal de
. , . . 14

separacién, después se unen a la queratina del citoesqueleto.

Los queratinocitos en migracion expresan varios receptores de MEC en los sitios de lesidon, a581
(fibronectina unida a integrina), a3B1 y a6B4 integrinas que se unen a laminina 5, el receptor al
coldgeno a2pB1, el receptor de fibronectina avpl, integrinas avp5 y avB6 que se vinculan a
vitronectina y el receptor atenascina C la a9p31. 14

l1l.5. La migracién de los queratinocitos

Las lamininas son moléculas heterotriméricas que componen la membrana basal, la laminina 5 se
sintetiza en cuestion de pocas horas en el sitio de la lesidn por los queratinocitos de la piel, se
secreta como una proteina precursora heterotrimétrica (a3, B3, y2), para su posterior
procesamiento de subunidades a3y y2, los precursores de la laminina 5 se pueden detectar en el
sitio de la lesidn. La expresion de la laminina 5 es sostenida por GF-B e INF y presentes en el

liquido de la herida. 1,16

Cuando los queratinocitos inician la migracion se da el cambio de integrinas de a6pf4 a a3p1
vinculante a laminina 5 en el lugar de la herida, de manera paralela se da la fosforilacion de
06B4 que promueve el desmontaje de las HD’s, se traslada la integrina a6B4 a de los HD’s y se
forman los lamelopodios (prolongaciones transitorias de la membrana celular de microfilamentos
de actina que otorgan movimiento). De la misma manera la fraccion a3B1 pasa a su forma activa
que pasa a los receptores que coordinan los procesos actina-miosina, que son necesarios para la

difusién y migracion celular (Figura 4)10
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Figura lll.5.1. Corte histolégico de piel de ratén tefiido con hematoxilina-eosina durante el proceso
NRTE . 10
de reepitelizacion, indicando las zonas correspondientes.

El cambio de a6B4 a a3B1 con el depdsito de precursores de laminina-5 es necesario, pero no
suficiente para estimular la motilidad a través de integrina o3B1 y cierre de la herida. Otros
factores solubles, principalmente factores de crecimiento, se presentan en los sitios de la herida
para promover la reepitelizacién completa por queratinocitos.

Las integrinas se asocian a proteinas de transmembranales como los IAP’s, tetraspan,

proteoglicanos y sindecanos, que regulan la funcién de las integrinas especialmente durante el
a7

proceso de cicatrizacidn.

El acido hialurénico es un glicosaminoglucano presente en la mayoria de las matrices
extracelulares, forma una matriz muy hidratada que contribuye al mantenimiento del espacio
extracelular y facilita la difusidn de nutrientes, también interactua con receptores como el CD 44y
el receptor asociado al acido hialurénico para la motilidad que activa sefales intracelulares, esta
involucrado en la migracion y proliferacion de los queratinocitos, produciendo un entorno
favorable y estimulando la locomocién celular.

En el espacio extracelular, en la epidermis entre los queratinocitos existe una elevada

concentracién de acido hialurdnico, las altas concentraciones se han registrado durante el
L , L, . 10
crecimiento de los drganos y en la cicatrizacion de heridas.

IIl.6. Factores de crecimiento y receptores asociados

La lesién es el primer estimulo que inicia la migracidn de las células del epitelio al sitio de la lesidn
(Figura 5).

Durante la fase inflamatoria, la liberacion local de plasma, fibroblastos y la produccidn de citocinas

por parte de neutrdfilos parece ser muy importante para la activacion de los queratinocitos en los
margenes de la herida.

10
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Figura Il1.6.1. Durante la reparacion todos los tipos celulares del tejido son sometidos a un rapido
aumento en el nimero que finalmente debe caer a niveles insignificantes en el
tiempo que la herida llega a la maduracion. Una herida madura termina muy acelular y avascular.

lll.7. Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)

Se ha reconocido que la presencia de PDGF en el proceso de cicatrizacion es de vital importancia,
al parecer relacionado con la reepitelizacidn, la formacion del tejido de granulacién, y la
contraccion de la herida. La concentracion en nanomoles de PDGF basta para acelerar la
formacioén del tejido de granulacién tanto en vivo como en vitro. Ademas el PDGF sirve como
factor quimiotdctico para Neutrofilos monocitos y fibroblastos, mejora la proliferaciéon de los
fibroblastos y la producciéon de la matriz extracelular, ademas induce la formacion de
miofibroblastos.

La expresidén de PDGF y de los receptores al mismo, sugiere un mecanismo de accién paracrino, ya
que el ligando se expresa en la epidermis, mientras que los receptores en el tejido de granulacidn
y en los fibroblastos de la dermis. Al parecer el PDGF esta asociado con anomalias en la
cicatrizacion. En algunos individuos la cicatrizacion de heridas puede conducir a cicatrices
hipertroficas o la formacidn de cicatrices queloides, que se caracterizan por la sobreabundancia
de la matriz extracelular y consistentes diferencias en la concentracién de factores de crecimiento,
tanto en epidermis como en dermis.

Estudios inmunocitoquimicos han demostrado que un aumento en la produccion de PDGF
conduce a mayor produccién de la matriz dérmica en las cicatrices hipertréficas. Por otra parte en
individuos genéticamente impedidos o enfermos, la expresién de PDGF y de sus receptores puede
verse mermada significativamente como es el caso de los ratones diabéticos db/db, indicando la
importancia de la administracion de PDGF exdgeno en los tratamientos de cicatrizacién. También
se ha observado que el injerto de queratinocitos humanos genéticamente modificados para
sobreexpresar PDGF-A a ratones atimicos mejora noblemente el rendimiento de los injertos. 10,18
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111.8. Factor de crecimiento epidérmico (Epidermic Grow Factor-EGF)

Se ha demostrado con trabajos experimentales que el EGF, TGF-a (Factor de crecimiento
transformante alfa), y HB-EGF son de vital importancia en la reparacion de lesiones, se
consideran como reguladores de la proliferacién de los queratinocitos, los queratinocitos de los
bordes de la herida han sido identificados como fuente productora de TGF a.

Se ha demostrado que la HB-EGF actuia de manera sinérgica con el factor de crecimiento parecido
a la insulina (IGF)-1, otro de los factores de crecimiento presentes en el fluido de la herida, para la
estimulacidn del crecimiento de los queratinocitos in vitro. 19

EGF, TGF-a, y HB-EFG ejercen su funcidon mediante la unién al EGFR, una proteina
transmembranal tirosina quinasa que se expresa en muchas células diferentes, consistente con la
expresion de ligandos para reepitelizacién. Al menos se asocian otros dos factores en éste proceso

el TGF-By MsP. %°
111.9. El factor de crecimiento transformante beta (Transforming Grow Factor-TGF B)

La superfamila de TGF B abarca una amplia gama de proteinas que se relacionan estructuralmente.
Sus efectos bioldgicos estan mediados por complejos receptores heteroméricos. EIl TGB 3 da una
sefial de inicio mediante una unidn de tipo | o de tipo Il con sus respectivos receptores de
serina/treonina quinasas ubicadas en las superficies celulares y con una elevada afinidad a un
receptor de tipo Il y mediante una cascada de fosforilaciones de proteinas Smad, de las cuales
existen ocho tipos diferentes que forman complejos heterométricos.

Los complejos activos Smad se translocan hacia el nucleo, y al relacionarse con otros cofactores
nucleares, se regula la transcripcion de sus genes blanco, unas Smad regulan positivamente el
proceso mientras que otras en su contraparte lo regulan negativamente.

El TGF B es el ligando mas importante para comenzar la migracién de las células epiteliales durante
el proceso de la reepitelizacidn, puede inhibir la proliferacién celular e inducir a la migracidn, ya
que es un potente estimulador de la expresion de genes, en particular de los componentes de
MEC (matriz extracelular), MMP’s e integrinas de células diana diferentes.

Inmediatamente después de haberse llevado a cabo la lesién las plaquetas ademas de formar
parte del tapédn homeostatico liberan grandes cantidades de TGF B-1. Este factor de crecimiento
tiene principalmente como objetivo dos células diana: los macréfagos y los queratinocitos. El TGF
B-1 activo promueve la migracion y activacion de los monocitos-macrdéfago al sitio de la lesién para
limpiar de microorganismos dicho sitio ademas de que eliminan remanentes de MEC. Asimismo el
TGF B-1 es producido y secuestrado por la matriz de la lesidn, permitiendo una liberacion
prolongada por las enzimas proteoliticas.

Esta combinacion de diferentes fuentes celulares de TGB B-1 garantiza un suministro continuo
durante el proceso de reparacion, mas tarde el TGB B-1 estimula la expresidon de algunas
subunidades de integrinas que promoveran la migracion de queratinocitos en la matriz
extracelular provisional de la lesién. También se ha demostrado que el TGB B-1 estimula la
angiogénesis, la diferenciacion de miofibroblastos y de la matriz extracelular, fundamental para

12
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e
una eficiente reepitelizacion. Todo esto ha sido demostrado mediante el uso de modelos animales
y la administracion de TGB B-1 exdgeno para mejorar la curacidn de las heridas.

El TGB B-1 es captado gracias a la integrina avp6, representa una parte importante ya que regula
la reepitelizacidon de las heridas, suprime la inflamaciéon, promueve la regeneracién del tejido
conectivo y la formacién de cicatrices. A falta de integrina av36, parece que hay una deficiencia de
TGB B-1lo que ocasiona una inflamacién exagerada en respuesta a lesiones o infecciones. 21

111.10. Proteina estimuladora de macréfagos ( Macrophage Stimulating Protein MSP)

Pertenece a una familia de proteinas que incluye al plasminégeno, es una molécula caracterizada
por tener triples enlaces de puentes disulfuro que favorecen la formacién de loops o bucles, es
liberado por los hepatocitos a la circulaciéon sanguinea en su forma inactiva (pro-MSP), la cual es
activada por serin proteasas especificas con accidn proteolitica en sitios extravasculares (proteasas
como la tripsina, enzimas de la cascada de la coagulacidn y convertasas especificos localizados en
la membrana plasmatica de los macrdéfagos). La MSP lleva a cabo su accion mediante la unién a
receptores tirosina quinasa Ron de sus células diana.

La unién al receptor Ron causa sus dimerizacién y autofosforilacién en los sitios con residuos de
tirosina y en la cola C- terminal. Esta unidon activa una variedad de vias de sefializacion
intracelulares, incluyendo Ras/ Erk, PI3K/Akt, INK, FAK y NF-kB. Ahora se sabe que estas vias son
esenciales en el crecimiento, desarrollo y migracién de las células. El receptor para MSP es
expresado normalmente por células epiteliales incluyendo a los queratinocitos y en especifico a las
células hematopoyéticas. 22

Reportes indican que la MSP podria tener un papel preponderante en el proceso de la
cicatrizacion, esta hipotesis se ve sustentada por varias evidencias experimentales (Figura 6), esto
debido a que en fluidos de las heridas humanas se han encontrado pro-MSP, MSP y una
convertasa para MSP; ademds se ha encontrado la activacién de Ron por MSP, se sabe ademads
que regula la migracion de los queratinocitos (en el borde de las heridas) y la de los macréfagos
(en la dermis), el tratamiento con MSP exdgeno mejora la reepitelizacién en ratones, el Ron
promueve la reepitelizacidn primaria de queratinocitos, y activa los mecanismos necesarios de
expresion genética para el cierre de la herida. Los queratinocitos basales normalmente expresan el
Ron, la MSP es activada por las proteasas correspondientes (protein quinasas PKC). 23
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control MSP

Figura lll.10.1. La MSP promueve la cicatrizacién en vivo. Los ratones tratados muestran mejoria
al cuarto dia de tratamiento (A y B), cortes histolégicos tefiidos con hematoxilina —eosina después
de 10 dias de tratamiento (C y D). 10

lll.11. El sinergismo MSP/TGFb1

Estudios demuestran que la activacion de Ron resulta en un aumento de la produccién de
proteinas Smad 2 y directamente causa su forforilacion. Smad 2 es una molécula sefial inducida
por la funcién de TGF B. El hecho es que la activacién de Ron media la expresidn Smad 2 y la
fosforilacidn de las células epiteliales, lo que sugiere una via de sefializacion TGF B/Smad.

La estimulacién en vitro con MSP y TGF B aumenta la migracién queratinocitos, dado que la MSP

y el TGF B estan implicados en la cicatrizacion de heridas, la sinergia mejora la sefalizacidn entre
. , . L . L L2425

Smad’s y Ron, lo cual podria ser esencial en la regulacién de la migracidn de los queratinocitos.

lll.L12. Metaloproteinas de la matriz (MMPs)

Las MMPs son una familia de enzimas dependientes de zinc, cuya actividad catalitica estd
estrechamente regulada: son secretadas como proenzimas inactivas (zimégenos) y la activacion
ocurre de manera extracelular.

Durante la cicatrizacidon de heridas, la degradacién de los componentes de MEC por las MMP se
requiere para quitar y reorganizar las matrices provisionales y permitir la migracién de células, la
principal fuente de MMP son los queratinocitos que inician la migracién durante Ia
reepitelizacidn. Los queratinocitos humanos sintetizan y secretan principalmente MMP-1, MMP-2,
MMP-9 y MMP-10, y esta expresidon es necesaria para regenerar el tejido lesionado. 26

Tras la lesion, es expresado de manera sostenida el MMP-1 por los queratinocitos en migracion
que bordean las heridas, pero no es expresado por los queratinocitos en proliferacion. La
concentracién mas elevada de MMP-1 se encuentra en el margen de la herida y va decreciendo
paulatinamente al alejarse de este. Se ha demostrado que tanto TNF-a y TGF- 8 -1 inducen in vitro
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la expresién de MMP-1 en los queratinocitos a través de una via dependiente de p38, también
puede ser inducida por el contacto del coldgeno tipo 1 mediado por la integrina a2 B1.

En el proceso de reepitelizacién, los queratinocitos migran sobre tejido conectivo dérmico,
compuesto principalmente por coldgeno tipo |, y pierden los contactos con BM, debido a que la
lesidn ocasiona una interrupcién de la BM. La pérdida de contacto con la BM y el contacto con el
colageno tipo 1 de la dermis ocasiona la expresion de la integrina a2 f1 (mediada por MMP-1) por
parte de los queratinocitos en migracién. A su vez la MMP-1 mantiene la migracién sobre el
colageno tipol y también su asociacidn con la integrina.

Esta interaccién proporciona un mecanismo molecular para mantener junta la matriz, integrina y
la proteasa. Esto resulta en una protedlisis controlada y localizada en el sitio de la lesidn
facilitdndose la migracién celular. La laminina 1 parece ser capaz de regular negativamente la
expresion de MMP-1 en los queratinocitos.

La expresion de MMP-2 es modulada por TGF B-1, su concentracién se mantiene estable en la
cicatrizacion de heridas, lo que sugiere un papel prolongado en la fase de remodelacién, por
protedlisis de laminina-5 que modula la migracion de los queratinocitos, la lisis de esta proteina
ocasiona la produccion de EGF (factor de crecimiento epidérmico), como un fragmento que
promueve la migracién de células epidérmicas. La MMP-9 es expresada en los sitios de la lesidon
debido a la migracion de los queratinocitos y macréfagos. En los queratinocitos puede ser regulada
su expresion por TGF- B, TNFa y estimulacion por IL-1.

La MMP-9 puede activar ligandos inactivos de TGF- B, generando un loop positivo que mantiene
sostenida la migracion de queratinocitos. Finalmente, MMP-10 se expresa por queratinocitos en
migracion y son localizados con los MMP-1 del epitelio, parece que la MMP-1 asiste a los
queratinocitos durante su migracidn y contribuye a la remodelacién y formacién de la nueva
matriz. También puede activar la MMP-9.

En resumen la actividad de las MMP’s tiene el potencial para inducir la migracion, revierte la

funcién de moléculas de la matriz y factores de crecimiento. Por lo tanto un desequilibrio en las
, - e . . 10,27

MMP’s puede contribuir a una mala cicatrizacién y al desencadenamiento de una patogenia.

111.13. Proliferacion de los queratinocitos en el sitio de la lesidn

Los queratinocitos migran al sitio de la lesion, se establecen y proliferan hasta formar una capa
densa de epitelio para cubrir la herida. Para la reconstruccion total del tejido en su espesor e
integridad es necesaria una fuente sostenida de factores del crecimiento, también asistida por
. . . 10

integrinas y MMP (metaloproteinasas).

Hay tres factores de crecimiento bien establecidos, el FEAG (Factor de crecimiento epidérmico), el
TGF o (Factor de crecimiento transformante alfa), y KGF (factor de crecimiento de los
queratinocitos), principales factores en el proceso de reepitelizacién. ’

Ambos, el FEAG y TGFa, pertenecen a la superfamilia de EGF’s, se encuentran en abundancia en
incisiones, como reguladores clave de la proliferacion de los queratinocitos. Los eosinofilos,
——————————————————————————————————————————]
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macréfagos y queratinocitos epidérmicos en el borde de la herida se han identificado como
fuentes de EGF y TGF a a niveles maximos durante la fase de proliferacién de los queratinocitos,
EGF y TGF a ejercen su funcién mediante la unién con el EGF presente en heridas en cicatrizacién.

Otro importante regulador de heridas epidérmicas es el KGF (o FGF7), que actua sobre los
gueratinocitos en la cicatrizacion de heridas. EI FGF7 aumenta hasta en 100 veces su
concentracién dentro de las primeras 24 hs después de una lesion. El KGF administrado de manera
exogena en heridas de la piel muestra actividad mitogénica en la epidermis.

La reepitelizacion también se ve favorecida si cuando se llevd a cabo la lesion quedaron foliculos
intactos, ya que a partir del foliculo se generaran islas de crecimiento. La capacidad de
proliferacién de una pequefia porcion es inmensa, como ha quedado demostrado con los injertos
autdlogos de queratinocitos cultivados para rescatar a pacientes con quemaduras de hasta el 98 %
de la superficie corporal. 7,10

Para que los queratinocitos lleguen a la zona de la lesion tienen que pasar a través de la barrera
de fibrina, por lo cual mediante la plasmina derivada del plasminégeno disuelven el coagulo,
abriéndose paso a través de éste, el activador tisular del plasmindgeno se activa mediante la
migracion de los queratinocitos. Por ésta razén en los ratones en los cuales el gen que codifica
para el plasmindgeno ha sido suprimido, la reepitelizacion ha sido casi totalmente eliminada.

111.14. Punto final de la reepitelizacion

Una vez llevada a cabo la lesion la herida se cubre por una capa de queratinocitos, la migracion
de los mismos cesa y una nueva epidermis estratificada con una nueva lamina basal se restablece
en los margenes de la herida, las células suprabasales dejan de expresar integrinas, se sabe poco
acerca de las sefiales que detienen el proceso de reparacién. Coincidiendo con la sintesis de la
[dmina basal la expresién de MMP se apaga y se empiezan a montar las nuevas uniones
hemidesmosomales (Figura 7). 6

Cicatriz
fcolageno)

Figura lll.14.1. La cicatriz se compone por densas fibras de colageno desorganizadas, la
L . . L 6
remodelacion de las mismas ocurre después de hasta 1 o 2 afios.
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ll.15. Uso de las plantas para mejorar la cicatrizacion

Las plantas contienen variadas sustancia quimicas, las cuales son reservadas en varias partes de la
misma, en las hojas, en los frutos, en la corteza, etc. Algunas plantas si son consumidas pueden
coadyuvar en el tratamiento de algunas patologias o causar la muerte si no se utilizan
racionalmente.

Las plantas y sus extractos tienen un potencial inmenso para la gestion y tratamiento de las
heridas. El uso de plantas en la curacidn de las heridas no sélo es barata y asequible, también se
sabe que rara vez ocasionan reacciones de hipersensibilidad. Estos agentes naturales inducen la
curacion y la regeneracion del tejido perdido por miultiples mecanismos, sin embargo, hay una
necesidad de validacién cientifica, normalizacién y evaluacidn de los derivados de plantas antes
de que estos puedan ser recomendados para la curacion de las heridas. 28

Las lesiones y sobre todo las lesiones créonicas son una de las principales preocupaciones de los
pacientes, afectan a muchas personas y reducen significativamente su calidad de vida.
Estimaciones recientes indican que actualmente cerca de 6 millones de personas en todo el
mundo se encuentran afectadas por este mal, la investigacion de agentes cicatrizantes vy el
desarrollo de modelos efectivos para la evaluacidn de la cicatrizacidén son de vital importancia.

Algunas plantas que mediante estudios han demostrado mejorar la cicatrizaciéon de heridas son el
Aloe vera, Lantana cdmara, Azardica indica, Hypericum spp., Tridax procumbens, Hydnocarpus
wightiana, Helianthus annus, Chromolaena odorata, Jasminum auriculatum, Curcuma longa,
Ginkgo biloba, Centella asidtica, Cedrus deodara, entre muchas otras. 3

El proceso de cicatrizaciéon puede ser promovido por varios constituyentes de las plantas, entre
estos compuestos se encuentran los flavonoides, triterpenos , corticosteroides, aceites esenciales
y alcaloides, de estos los alcaloides son un grupo inmenso que incluye a la morfina, la codeina, la
quinina, la cocaina, etc. Elementos traza como el Zinc y la Vitamina C tienen influencia en el
proceso de reparacidén, estos actian como cofactores o coenzimas en una serie de funciones

3 . . . 1
metabdlicas involucradas en la reparacién de tejidos.
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v. FUNDAMENTO DE LAS TECNICAS EMPLEADAS
IV.1. Importancia de los estudios de cicatrizacion en animales

Debido al uso indiscriminado de muchas substancias para el tratamiento de muchas patologias,
cuyos efectos a la salud no han sido comprobados por estudios serios, se hace necesaria la
experimentacién con uso de animales de investigacion para respaldar dichas propiedades
curativas o en su defecto desmentir las mismas.

La obtencidon de resultados estadisticamente significativos requiere de controlar la mayor cantidad
de variables posibles y de un estricto proceso de experimentacion.

La cicatrizacidon es un complicado proceso bioldgico que se inicia con el dafno de tejido y que
culmina con la reparacion del mismo. En los modelos convencionales se retira una pieza completa
de piel del animal de estudio, lo cual implica el retiro de dermis y epidermis, o bien dependiendo
del estudio se puede retirar sélo la epidermis, dejando intacta la ldmina basal y la dermis

subyacente. !

Los estudios donde se inducen dafios al tejido nos ayudan a comprender el proceso de reparacion,
de esta manera ahora se puede influir mediante diferentes tratamientos en el proceso de
reparacion, muchos investigadores han estudiado heridas haciéndolas sanar mas rdpido de lo
normal, ademas se ha podido estudiar como diferentes patologias afectan el proceso de
cicatrizacion, muchos de los tratamientos estudiados han demostrado experimentalmente ser
efectivos para mejorar la cicatrizacién, y han sido trasladados a su uso clinico con muy buenos
resultados.

Sin embargo el uso de animales puede crear problemas en la interpretacidon de los resultados,

debido a que cada organismo es distinto, ademas que puede que la sustancia empleada sea
. . 4
efectiva en el modelo animal pero no en las personas.
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IV.2. Técnicas histoldgicas

La técnica histoldgica es una serie secuencial de pasos a través de los cuales una muestra de tejido
. .29
llega a transformarse en delgados cortes coloreados capaces de ser observados al microscopio.

PASOS OBIJETIVOS MEDIOS USUALES
Obtencién -Proveer el material para su estudio al microscopio. -Biopsia
-Reseccidn quirurgica
-Necropsia
Fijacion - Preservar la morfologia y composiciéon quimica de -Formol 10%

Deshidratacion

Diafanizacion

Inclusién

Corte

Coloracion

Montaje

las células y tejidos.

- Evitar la autolisis, mediante la interrupcion de los
procesos celulares dinamicos que concluyen con la
muerte celular.

-Eliminar los microorganismos

-Facilitar la coloracion y aumentar la consistencia de
los tejidos.

-Eliminar el agua de los tejidos.

-Aclarar el tejido, debido a un cambio en el indice
de refraccién.

-Embeber el material en un medio facil de cortar en
fetas muy delgadas.

-Lograr ldminas muy delgadas que puedan ser
atravesadas por la luz.

-Posibilitar el estudio morfolégico o estructural, la
histoquimica permite identificar un determinado
tipo de molécula para hacer mas facil Ia
caracterizacion de células.

-Preservar el corte, manteniéndolo, aislado del aire y
deshidratado.

-Boulin
-Glutaraldehido

-Alcohol etilico
-Acetona

-Xilol

-Parafina
-Acrilicos
-Resinas Epoxi

-Micrétomo rotatorio
-M. de deslizamiento
-Ultramicrétomo

-Hematoxilina
-Eosina
-Tricromicos
-Histoquimica

-Balsamo de Canada
-Medios de plasticos
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las lesiones y sobre todo las crénicas son una de las principales preocupaciones de los pacientes,
afectan a muchas personas y reducen significativamente su calidad de vida. Estimaciones
recientes indican que actualmente cerca de seis millones de personas en todo el mundo se
encuentran afectadas por este mal, la investigacidn de agentes cicatrizantes y el desarrollo de
modelos efectivos para la evaluacidn de la cicatrizacién son de vital importancia.

Los elevados costos de los medicamentos para el tratamiento de las lesiones de la piel hace
necesaria la busqueda de alternativas mas accesibles que no comprometan la integridad de los
pacientes, con la misma efectividad que los tratamientos establecidos, por lo tanto los derivados
de plantas se han vuelto en una alternativa confiable de bajo costo y que ha demostrado ser muy
eficiente.

Es bien sabido que el uso de plantas para el tratamiento de diferentes patologias es una
alternativa que en ocasiones es muy benigna, muchos productos derivados de plantas han
mostrado tener un resultado favorable en el tratamiento de heridas, la curacidon de heridas con
plantas favorece la coagulacién, combate las infecciones y acelera la cicatrizacion de las heridas.

En el estado de Tamaulipas la corteza de Helietta parvifolia es administrada a los caballos como
un antiinflamatorio, se han realizado estudios en un modelo de ratones CD1 sobre cojinete
plantar para evaluar dicha actividad, pero no hay estudios serios sobre la actividad cicatrizante,
por lo tanto nos hemos planteado la siguiente pregunta de investigacion:

¢El extracto acuoso de Helietta parvifolia mostrara actividad cicatrizante?
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VI. OBJETIVOS.

Objetivo general

= Evaluar la actividad cicatrizante de un extracto acuoso de Helietta parvifolia, en lesiones
expuestas de ratones CD 1.

Objetivos particulares

= Evaluar la actividad cicatrizante de una crema al 1% de extracto acuoso de Helietta
parvifolia.

= Evaluar la actividad cicatrizante de la crema Madecassol (control positivo).

= Evaluar la actividad cicatrizante de la Vaselina (control negativo).

= Realizar estudio histopatoldgico mediante la observacién de cortes histolégicos de piel
regenerada.
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VII. HIPOTESIS

= Basados en la evidencia empirica que sugiere que el extracto de Helietta parvifolia
presenta actividad cicatrizante y debido a que ya ha sido demostrada su actividad
antiinflamatoria, suponemos que mejorard notablemente el proceso de cicatrizacion
sobre excisiones quirdrgicas practicadas en ratones CD1.
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VIIl. DISENO DE INVESTIGACION
Poblacion de estudio:

Ratones CD1 machos, de 1 mes de edad, de entre 25-30 gramos de peso, exentos de
enfermedades, mantenido en condiciones de bioterio, dividido en tres grupos de seis animales

cada uno.
Tipo de estudio: Experimental

Criterios de inclusidn: Ratones CD1 machos, de 1 mes de edad, de entre 25-30 gramos de peso

sanos.

Criterios de exclusion: Hembras, ratones con alguna enfermedad, que no cumplan con la edad y

el peso.

Criterios de eliminacién: Aquellos animales que durante el proceso de experimentacién se

infecten o desarrollen tumores.

Variable independiente:

-Tratamiento:

1.-Madecassol (control positivo).

2.-Vaselina (control negativo).

3.-Crema al 1% de extracto acuoso de Helietta parvifolia (planta de estudio).

Variable dependiente: Diametro promedio de las lesiones, observacidn de tejido de granulacion y
micromorfologia en cortes histolégicos.
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IX. REACTIVOS, EQUIPOS Y MATERIAL

MATERIALES EQUIPOS SUSTANCIAS
e Matraz bola de 10, 20, 50, e Rotavapor BUCHI. e Eter etilico
250 y 500 mL. e Sonicador SONICIS Monterrey.
e Recirculador e Bafio metabdlico e Madecassol
e Bomba de vacio PRECISION. Sanofi-synthelabo
e Sacabocados e Vaselina Uniliver

e Varilla de vidrio
e Frasco de rosca

e Jaulas
e Vernier
e  Bisturi

e Tijeras de diseccion
e Pinzas

e Cdmara de éter

e Soxhlet

Cuadro IX.1. Materiales, equipos y sustancias a emplear.

Material bioldgico:

-Ratones machos CD1 (25-30g)
-Extracto de Helietta parvifolia

La Helietta parvifolia (Barreta) se colecté en el mes de junio, en la comunidad de El tanque.
Xicotencatl, estado de Tamaulipas, una muestra de la planta fue depositada en el herbario del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), a la cual se le asigné un nimero de registro IMSSM
15235 y fue autentificada por la M. en C. Abigail Aguilar Contreras, jefa del herbario del IMMS. Los
extractos utilizados fueron obtenidos y proporcionados por el Quimico Carlos Salvador Valadez
Sanchez profesor de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza.
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X. METODOS

X.1. Preparacion del extracto acuoso de Helietta parvifolia

Se secaron al aire 4000 g de corteza del tallo de Helietta parvifolia a temperatura ambiente, la
extracciéon se llevd a cabo con agua en un aparato Soxhlet durante ocho horas. La solucidon
resultante (1000 mL) se concentrd a presion reducida a 40 °C, para producir un residuo sdlido de
color marrén rojizo (118.66 g, w/w con un rendimiento de 2,96%). El residuo se almacend en un
refrigerador a 4-5 °C, hasta su uso.

X.2. Preparacion de la crema 1% de Helietta parvifolia

En un vaso de precipitados de 100 mL se colocaron 29 gramos de vaselina, la cual se fundié con
ayuda de un bafio maria a 45 °C; en otro vaso de 10 mL fueron disueltos 0.3 gramos del extracto
acuoso de Helietta parvifolia en un mililitro de agua destilada, el extracto disuelto se vertié en la
vaselina fundida, y con un agitador de vidrio se incorpord perfectamente el extracto en la
vaselina, manteniendo la temperatura del bafio a 45 °C, la agitacion se mantuvo por
aproximadamente veinte minutos, se sacd la mezcla del bafo y se llevd a sonicacion por
aproximadamente un minuto para homogenizar la mezcla, se continud la agitacién con varilla de
vidrio hasta solidificacion de la mezcla.

X.3. Animales de estudio

Se emplearon 18 ratones machos de 25 g a 30 g de peso, de las cepa CD1, mantenidos en
condiciones de bioterio, con controles de ciclos luz-oscuridad, cambio semanal de viruta de
madera y con libre acceso a agua y alimento. La atencion de los animales y el proceso
experimental se llevd a cabo de acuerdo con la guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio, de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999). 30

Se formaron 3 grupos de 6 animales cada uno, un grupo para el control negativo, otro para el
control positivo (Madecassol), y otro para nuestra planta en estudio.

X.4. Elaboracion de las excisiones

Cada uno de los seis ratones de todos los grupos se anestesiaron en camara de éter, se les
practicd una excisidn circular en la regién dorsal interescapular, con un sacabocado estéril de
acero inoxidable de un cm de diametro.

Una vez elaborada la lesidn, se administré a cada raton con la preparacion correspondiente, la
crema con extracto para el grupo tratado, la crema de referencia (Madecassol Sanofi-synthelabo)
para los controles positivos, y la vaselina (Vaseline Uniliver) al grupo control negativo, se
administraron diariamente durante un periodo de trece dias. Los cambios en el diametro de las
lesiones se compararon al final del estudio, (midiendo en mm el didametro de las lesiones). Una
muestra de tejido en cicatrizacion de cada uno de los ratones en estudio se aislé para el posterior
estudio histopatoldgico.
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X.5. Modelo de cicatrizacion

Induccidn de lesiones abiertas.

Grupo tratado

1.-Se anestesidé a cada uno de los ratones, en camara de éter, posteriormente se realizd una
excision circular de un centimetro de didmetro en la regidon dorsal interescapular con un
sacabocado estéril de acero inoxidable de un cm de didmetro

2.-Se administrd diariamente a cada ratén la crema al 1% de Helietta parvifolia.

3.- Se observaron los ratones diariamente durante 13 dias para identificar efectos adversos
(muerte, diarrea, irritabilidad, pérdida de peso, ataxia, anestesia, infeccién de las lesiones, etc), al
terminar este periodo se sacrificaron los animales por medio de cdmara de éter y dislocacion

cervical.

4.-Posteriormente se tomd una muestra de tejido cicatrizado y parte de la periferia para su
posterior estudio histopatoldgico.

Grupo control negativo.

1) Se realizd una excision circular de un centimetro de diametro en la regidn dorsal interescapular
con un sacabocado estéril de acero inoxidable de un cm de didmetro

2) Se administré diariamente Vaselina sobre la lesion de cada ratén por un periodo de 13 dias y se
procedid de igual manera que el grupo tratado.

Grupo control positivo.

1) Se realizé una excision circular de un centimetro de diametro en la regién dorsal interescapular
con un sacabocado estéril de acero inoxidable de un cm de didmetro

2) Se administro diariamente Madecassol sobre la lesion de cada ratén por un periodo de 13 dias y
se procedié de igual manera que el grupo tratado.
X.6. Sacrificio de los animales

Los ratones se sacrificaron a los 13 dias de experimentacidn, en cdmara de éter con posterior
dislocacion cervical, se cortd la zona del tejido reparado y la periferia, cuidando de tomar la menor
cantidad de pelo posible, la muestra se conservé en una solucién de formalina al 10% para el
posterior analisis histopatoldgico.
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X.7. Cortes histoldgicos

Las muestras de tejido de piel fueron conservadas en Formalina 10%.

A continuacion se llevaron al laboratorio de Histologia de la FES Zaragoza, UNAM, para la
preparacion de los cortes histoldgicos para el posterior estudio histopatolégico.

X.8. Anadlisis estadistico

Los datos fueron analizados por ANCOVA ajustados a condiciones basales con el paquete

estadistico SPSS Versién 16.0. Como Pos hoc se realizd la prueba de Bonferrioni, se considerd
significancia estadistica al 90 % de confianza.
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Xl. DIAGRAMA DE FLUJO

Obtencidn de corteza de
la plantay elaboracion
del extracto acuoso de
Helietta parvifolia.

Elaboracion de

J excisiones a 6 ratones

A 4

Preparacion de crema
de Helietta parvifolia al CD1 con sacabocado de

1% un centimetro.

g

[Tratamiento de ratones Tratamiento de ratones

A 4

Tratamiento de ratones
con Madecassol. con Vaselina.

v
Seguimiento y aplicacion
de tratamiento por 13
dias

A 4

con Helietta parvifolia

. . Obtencidén de
Sacrificio de animales en
, i muestras de
camara de éter

tejido
Analisis estadistico de p v
datos e interpretacion < Elaboracién de cortes
histopatoldgica histolégicos
L

28



Martinez Rios Jacobo

Xil. RESULTADOS

En el cuadro XIl.1. se muestran los diametros de las lesiones por grupo. Se observa que el
didmetro de las lesiones del grupo tratado con Helietta parvifolia fue menor con respecto al
grupo control negativo como al grupo tratado con Madecassol (control positivo), la diferencia fue
estadisticamente significativa con una p<0.1.

En la Figura XIl.1.1. se observa la apariencia de la lesidn recién elaborada, caracterizada por un
color brillante y de bordes bien delimitados, con la total remocion de las tres capas de piel
(epidermis, dermis e hipodermis).

En las figuras de la XI1.1.2. a la XIl.1.4. se observa la apariencia de las lesiones al tercer dia de los
diferentes tratamientos, se observa el cambio de coloraciéon con respecto al primer dia de
tratamiento que sugiere un avance en la reepitelizacion, mientras mas oscura la lesion mas
efectiva es la cicatrizacién, por lo cual era de esperarse que la lesidn del grupo control negativo
(Figura XI1.1.3.) se viese mas clara que en los demas grupos.

En las figuras de la XII.1.5. a la XII.1.7. se observan las lesiones al sexto dia de tratamiento, para
la observacién de tejido de granulacidn, el cual es directamente proporcional al avance en la
reparacion de la lesion, se observa claramente el mayor avance en las lesiones del grupo tratado
con Madecassol y Helietta parvifolia con respecto al grupo tratado con Vaselina.

En las figuras de la XI1.1.8. ala X1l.1.11. se observan las lesiones en el décimo dia de tratamiento y
con la costra retirada para facilitar la observacién de tejido ya reparado, en el caso del ratén del
grupo control negativo (Figura XII.1.8.) se observa una escasa reparacién, en el caso del grupo
control positivo (Figura X11.1.9.) se observa una lesidn que ya es pequeia en comparacion con la
inicial y que muestra evidentes signos de reparacion, pero en el caso de los ratones tratados son
Helietta parvifolia (Figura X11.1.10. y Figura XI1.1.12.) se observan amplias zonas de reparacién
(zonas con escaso pelo) que indica una eficiente reparacién de tejido.

En la Figura XII.2.1. y Figura XIl.2.2. se observan los cortes realizados al grupo control negativo,
donde se observa abundante infiltrado leucocitario y la formacidon de fibras de colageno
desorganizadas que indican una lenta reparacién del tejido.

En las figuras de la XIl.2.3. a la XIl.2.6. se observan los cortes histoldgicos realizados al grupo
tratado con Madecassol (control positivo), en la figura a 10X (Figura XI1.2.3.) se observan las zonas
de reparacion, se puede observar la formacién muy abundante de fibras de coldageno
desorganizadas (Figura Xll.2.4.), se observa aun infiltrado leucocitario con fibras de colageno
adyacentes en este grupo de cortes histoldgicos.

En los cortes realizados de muestras del grupo tratado con Helietta parvifolia (Figura XI1.2.7. a la
Figura XI11.2.12), se observa incluso en la figuras a 10X (X11.2.7 y XI1.2.8.) la evidente formacion de
fibras de coldgeno y la ausencia de infiltrado leucocitario, ademas de la presencia de foliculos,
en la figuras (X11.2.9, XI1.2.10 y XIl.2.7) se observa la formacién de fibras de colageno alrededor de
foliculos, tal como se fundamenta en la base tedrica, lo cual indica una buena reepitelizacién, en
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e
la figura XI1.2.12. se observa una gran cantidad de fibras de colageno, pero ademads un intento de
reorganizacién de las mismas, lo cual es indicativo de una mas avanzada reparacidn con respecto a
los otros dos grupos.

Cuadro . XIl.1. Comparacion didmetros (mm) de las lesiones por grupo.

Parametros Vaselina (-) Madecassol (+) Helietta parvifolia
n=6 n=6 n=6
Didmetro final (mm) 3.326 + 0.276 3.456 + 0.352 1.302 + 0.350

Prueba ANCOVA con ajuste para comparaciones multiples Bonferroni.
Los valores corresponden a media * desviacion estandar.
La diferencia de medias es significativa a p<0.1 (90% confianza).
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Xll.1. Apariencia de las lesiones durante el estudio

Figura XI1.1.1. Apariencia de lesidn Figura XI1.1.2. Apariencia de
en el primer dia de tratamiento. lesién en ratdn tratado con la
planta en el tercer dia de

Figura XI1.1.3. Apariencia de
lesidn en ratén control Figura XIl.1.4. Apariencia de

negativo en el tercer dia de lesién en ratdn control positivo
en el tercer dia de tratamiento.
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Figura XI1.1.6. Granulacién planta
de estudio (sexto dia)

Figura XI1.1.5. Granulacién
control positivo (sexto dia)

Figura XI1.1.7. Escasa granulacion
en control negativo (sexto dia)

Figura XI1.1.8. Control
negativo sin costra en el
décimo dia de estudio.
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Figura XI1.1.9. Control
positivo sin costra en el
décimo dia de

Figura XI1.1.10. Ratdn tratado
con Helietta parvifolia en el
tratamiento. , . , .
décimo dia del tratamiento

(sin costra).

Figura XI1.1.11. Ratdn tratado
con Helietta parvifolia en el
décimo dia del tratamiento (sin
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XIl.2. Cortes Histoldgicos

Figura XI1.2.1. Abundante infiltrado leucocitario en un tejido de epitelio de ratéon del grupo control
negativo (10X).

Figura XII.2.2. Abundante infiltrado leucocitario en tejido de reparacién de ratén del grupo
control negativo con fibras de colageno visibles (100X).
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Figura XI1.2.3. Tejido en reparacidn de grupo control positivo (10X).

Figura XI1.2.4. Tejido en reparacidn de grupo control positivo con evidente formacidon de fibras de
coldgeno y escaso infiltrado (40X).
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Figura XI1.2.5. Tejido en reparacidn de grupo control positivo con evidente formacidn de fibras de
coldgeno y abundante infiltrado (100X).

Figura XI1.2.6. Tejido en reparacién, tejido conectivo normal e infiltrado en corte de grupo control
positivo (10X).
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Figura XI1.2.7. Tejido en reparacidn con evidente formacién de fibras de coldgeno en un corte del
grupo tratado con Helietta parvifolia (10X).

Figura XI1.2.8. Formacién de fibras de colageno alrededor de los foliculos en un corte del grupo
tratado con Helietta parvifolia (10X).
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Figura XI1.2.9. Formacion de fibras de colageno alrededor de un foliculo en un corte del grupo

tratado con Helietta parvifolia (40X).

Figura X11.2.10. Formacién de fibras de colageno alrededor de un foliculo en un corte del grupo
tratado con Helietta parvifolia (100X).
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Figura XI1.2.11. Formacion de fibras de colageno alrededor de un foliculo en un corte del grupo
tratado con Helietta parvifolia (100X).

Figura XI1.2.12. Tejido en reparacion, donde se observan fibras de coldgeno organizadas y
desorganizadas, en un corte del grupo tratado con Helietta parvifolia (100X).
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Xiil. ANALISIS DE RESULTADOS

Las plantas son almacenes de variadas sustancias, los investigadores han aislado muchos
compuestos y los han estudiado en muy variados campos, la medicina a base de plantas presenta
la ventaja de su bajo costo y facil accesibilidad, hay una serie de plantas de las cuales se ha
validado su actividad curativa pero la mayoria de los estudios se realizan al azar o bajo el
recabado de testimonios.

Muchos compuestos derivados de plantas han demostrado facilitar la curacién de heridas,
mediante el uso de modelos animales se ha comprendido mejor como se lleva a cabo el proceso
de reparacion. La cicatrizacidén es un proceso complejo por el cual un tejido dafiado es restaurado
hasta quedar lo mds parecido a su estado normal, este proceso depende de la capacidad
regeneradora del tejido, el tipo y la magnitud de los dafios, ademas del estado de salud del

individuo. >

El proceso de reparacion se da en cuatro procesos basicos tales como la inflamacion, contraccién
de la herida, reepitelizacion y formacién de tejido de granulacidn. La inflamacién ocurre
inmediatamente después de la interrupcién de la integridad del tejido, las plaquetas al
degranularse secretan mediadores de la coagulacion para culminar en la formacién de un tapdn
hemostatico (por el cual migraran células de la inflamacién) para detener la pérdida de sangre,
este tapdn es sustituido por tejido de granulacién que consiste en nuevos capilares y fibroblastos.
Los fibroblastos se diferenciaran a miofibroblastos (productores de colageno) que aunado a la
migracidn y proliferacion de queratinocitos devolveran la inocuidad al tejido dafado. 3

En el andlisis estadistico ANCOVA se observo diferencia estadisticamente significativa del grupo
tratado con Helietta parvifolia respecto a los demds, (p<0.1), lo cual indica que las lesiones en
este grupo presentan un comportamiento distinto a los demas, y que al ser la media menor indica
que las lesiones cerraron de manera mas eficaz en este grupo, lo cual apoya a nuestra hipodtesis.

Mediante la observacion macroscépica se detecté que el grupo control negativo desarrolld
escaso tejido de granulacion, que fue visible hasta el octavo dia y la coloracidn de las lesiones era
claro lo cual indica una lenta y deficiente reepitelizacién, mientras el grupo tratado con
Madecassol desarrollé tejido de granulacién desde el sexto dia con evidente oscurecimiento de la
lesién al igual que el grupo tratado con la planta, basados en esta observacién macroscdpica y
fundamentdndonos en la premisa de que la formacion de tejido de granulacidn indica una
reepitelizacion mas eficiente, se puede deducir que el grupo tratado con Madecassol y el tratado
con Helietta parvifolia presentan una cicatrizacion mas favorecida con respecto al control negativo

32
tomando en cuenta este aspecto.

La reepitelizacidon se ve favorecida si durante la lesion quedaron foliculos intactos, debido a que a
partir de estos se formaran fibras de colageno y migraran mas facilmente las células al sitio de la
lesién, ademds que a partir de estas zonas se intentard mantener los margenes de la lesion juntos,
se sabe que los miofibroblastos que generen fibras de coldgeno tendran afinidad por estos sitios,
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—————————————————————————————————————————
la aparicion de fibras de colageno es indicativo de reparacidn pero no suficiente para decir que
existe una buena cicatrizacién, debe de existir el reordenamiento de las fibras para que el tejido
pueda considerarse como reparado, ya que este ultimo nivel de organizacién es el que definira la
funcionalidad e inocuidad del tejido recién formado, ademas aunado a esto se encentra el hecho
de que mientras menos infiltrado exista en el tejido significa que la reparacién se estd llevando a

- 6,8,33
cabo de manera eficiente.

En los cortes histoldgicos se aprecia que en el grupo control negativo hay una marcada infiltracion
leucocitaria, ademads de un escaso desarrollo de tejido de reparacion (escasa formacion de fibras
de coldgeno), en los tejidos del grupo control positivo (tratados con Madecassol), se observa la
formacién de tejido de reparacién con abundantes fibras de coldgeno, con escaso infiltrado, y en
los tejidos del grupo tratado con la planta se puede observar facilmente la formacion de tejido de
reparacion con abundantes fibras de colageno, la reparacion de tejido alrededor de foliculos e
incluso se puede diferenciar en algunas muestras la reorganizacién de algunas porciones de tejido
recién formado, todo esto indica que la cicatrizacion inducida por parte del tratamiento con
Helietta parvifolia es mas eficaz que en los otros dos grupos.

Se sabe que la presencia de infiltrado leucocitario retrasa el cierre de las lesiones y promueve la
aparicion de cicatrices, lo cual esta respaldado en el corte histolégico del grupo control negativo

debido a su deficiente reepitelizaci()n.9

En los cortes histoldgicos del grupo control negativo y en el control positivo se observa infiltracién
leucocitaria abundante, lo cual no se observa en los cortes del grupo tratado con la planta, lo cual
sugiere que el extracto podria tener algin agente antimicrobiano que favorece el aceleramiento

. . .. 34
de la cicatrizacion.

Se sabe que en la cicatrizacion influyen variados factores como la edad, el estado de salud, hipoxia
en los tejidos, deficiencias vitaminica y mineral, si se esta expuesto a radiaciones, la contaminacién
por parte de microorganismos, por lo cual debe garantizarse que en un estudio de este tipo
ninguno de estos factores afecte las determinaciones, en este caso las lesiones fueron
monitoreadas constantemente para descartar probables infecciones, de ahi la importancia de
determinar la actividad antimicrobiana, ya que basados en esto si el extracto demostrase tener
actividad cicatrizante, podria considerarse una terapia conjunta con algun antimicrobiano. 33,3536
En las muestras de tejido del grupo tratado con Helietta parvifolia se observan fibras de colageno
alrededor de foliculos que indica una muy buena reepitelizacién, pero estas estructuras no se
observan en ninguno de los otros dos grupos, no sabemos porque mecanismo pero Helietta
parvifolia de alguna manera favorece este tipo de reparacién que es muy eficiente.

En ninguno de los grupos, excepto el tratado con el extracto, cerraron heridas completamente, lo
cual ocurrié en dos ratones del grupo tratado con la planta, lo cual evidencia el potencial
cicatrizante de la planta, queda por determinar ahora la calidad del tejido recién formado, es decir
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e
llevar a cabo pruebas para determinar la capacidad de soportar la tensidn del tejido cerrado, lo
37,38,39

cual se hace con equipo especializado con el que no se cuenta.
La vitamina C y el Zinc juegan un papel preponderante en el proceso de cicatrizacion,
principalmente a nivel de metaloproteinasas, por lo cual es importante determinar si en un
extracto vegetal estos elementos se encuentran presentes, aunque debe tomarse en cuenta que
debido al proceso por el cual se obtienen los extractos la vitamina C se ve mermada en su
concentraciéon debido a que es fotosensible, lo cual no pasa con el Zinc, pero para cuya
determinacién es necesaria la utilizacion de equipos mas especializados y por ende mas
costosos. 404142
Helietta parvifolia tiene constituyentes como la kokusaginina, heliparvifolina, flindersiamina y
isoflindersiamina (principalmente en las hojas y en corteza), eugenol, O-metileugenol, isosafrol y
safrol en el aceite esencial de hojas y ramas. No sabemos qué componente es el responsable de
la actividad cicatrizante, aunque basados en la composicion se puede deducir que la aplicacidon de
la planta disminuye la sensaciéon de dolor ya que el eugenol es un anestésico natural, la
kokusamina tiene actividad parecida a la de la morfina, el eugenol ademas tiene efecto
antiséptico, Helietta parvifolia tiene un gran potencial para aplicaciones terapéuticas mas alla de
antiinflamatorio o cicatrizante, por lo cual se deben de realizar mas estudios para buscar nuevas

. . 5
aplicaciones clinicas.
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HIPOTESIS

Basados en la evidencia empirica que sugiere que el extracto de Helietta parvifolia presenta
actividad cicatrizante y debido a que ya ha sido demostrada su actividad antiinflamatoria,
suponemos que mejorara notablemente el proceso de cicatrizacién sobre excisiones quirurgicas
practicadas en ratones CD1.

XIV.  CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos sugieren que la crema preparada con el extracto de Helietta parvifolia al
1% favorece el proceso de cicatrizacidn en las excisiones practicadas en ratones CD1.

La formacién de tejido de granulacion demuestra la eficiencia de la cicatrizacion, lo cual queda
evidenciado en el cierre de la herida, por lo tanto el tratamiento con Helietta parvifolia ha
demostrado favorecer la cicatrizacién ya que mostrdé la mds eficiente reepitelizacidon a nivel
macroscépico (observacion de tejido de granulacidn).

A nivel microscépico (mediante la observacion de los cortes histoldgicos), la organizacion
microscépica mostrada por el grupo tratado con la planta presenta un mayor grado de reparacion
y reorganizacién de tejido recién formado, por lo cual se concluye que el tratamiento con Helietta
parvifolia ha demostrado ser eficaz, mejorando notablemente el proceso de cicatrizacion.

43



Martinez Rios Jacobo

XV. PERSPECTIVAS

*Llevar a cabo un estudio de la actividad antimicrobiana del extracto.

*Llevar a cabo un estudio para determinar la presencia de Vitamina C y Zinc en el extracto de
estudio.

*Llevar estudios para descartar reacciones alérgicas y de hipersensibilidad del extracto.
*Dilucidar que componente es el responsable de la actividad cicatrizante.

*Una vez realizados todos los estudios pertinentes, llevar el estudio a su aplicacién clinica, es decir
ponerla al alcance de pacientes aquejados por lesiones y monitorear el tratamiento.

*Considero que el estudio de plantas utilizadas con fines terapéuticos debe tener mayor difusion
y llegar mas lejos que simplemente un fin didactico, para que la poblacién tenga acceso a los
beneficios que éstas alternativas terapéuticas ofrecen.
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