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l. Introduccion

Unas de las afectaciones mas comunes a la salud de las personas han sido y seran
las heridas expuestas en tejidos, estas heridas que en ocasiones se producen
dentro de las actividades cotidianas y practicamente es normal sufrir varias a lo
largo de la vida. Cuando existe una herida es de interés atenderla para recuperar
principalmente las capacidades motoras que pudieron haber quedado
comprometidas, por tal motivo es que existen ya distintos productos que coadyuvan
en la cicatrizacion de una herida, entre éstos, los remedios naturales son también
utilizados popularmente, sin embargo no se puede confiar del todo en su actividad
benéfica ya que en algunos casos no existen estudios que evallen sus
propiedades. Es por esto que se genera el interés de evaluar el efecto cicatrizante
de Malva parviflora en base a su extracto acuoso obtenido, ya que esta planta es
utilizada en México para el tratamiento de heridas en la piel de manera empirica,
pues se cree que optimiza el proceso de cicatrizacién en una herida.

La cicatrizacion de los tejidos es un proceso complejo que involucra varios
mecanismos dentro de un organismo y tiene como objetivo restituir tejido destruido
por tejido vivo. A través de estudios se han identificado fases de la cicatrizacion
como inflamatoria, proliferativa y de remodelacion tisular, las cuales comiunmente
son separadas con fines académicos pero en realidad funcionan simultaneamente
para la reparacion del defecto.

El presente disefio experimental, que tiene objetivo evaluar la actividad cicatrizante
de Malva parviflora, se basé en un modelo in vivo de 4 grupos de seis ratones cada
uno. Se comparo la eficiencia de cicatrizacion entre un grupo blanco negativo, un
grupo blanco positivo, otro con concentracion al 2% de extracto de malva y otro con
4% del extracto. Ademas, se practicaron pruebas inmunoldgicas de cuantificacion
de nitritos, ceruloplasmina y peroxidacion lipidica, y se observaron al microscopio
cortes histolégicos de las heridas.

De esta manera el presente estudio permitié obtener informacion necesaria para
atribuir o no, el efecto cicatrizante a Malva parviflora.



Il. Marco teodrico

2.1. Utilizacion de Malva parviflora

El tratamiento médico para sanar heridas incluye administracion tanto topica como
sistétmica de medicamentos dirigidos a coadyuvar la reparacion celular. Los
antibidticos, antisépticos y promotores de cicatrizacibn son agentes topicos
utilizados cominmente para la reparaciéon del tejido dafiado!. Es comuln que se
utilicen medicamentos comerciales para este tipo de tratamientos pero también se
llegan a administrar productos naturales o hasta remedios populares basados en la
utilizacion de plantas.

Los productos naturales han sido un recurso importante para el mantenimiento de
la vida desde hace tiempo, éstos se han convertido en elementos primordiales para
la medicina alternativa ya que son usados como tratamientos a base de plantas
para enfermedades cronicas o como materia prima de donde son aislados
complejos compuesto quimicos con particular actividad bioldgica, por tanto hay una
gran creencia en la eficiencia de las plantas medicinales y productos naturales. Sin
embargo, existe una necesidad de aseguramiento y evaluacion cientifica para la
medicina tradicional antes de que estos puedan ser recomendados para el
tratamiento de heridas?!, es por esto que el interés inicial sobre la utilizacién
empirica de las plantas y su efecto, debe ser el de definir si le pertenece o no el
presunto efecto a través de la investigacion cientifica®.

Las plantas se han convertido en una parte importante para el tratamiento de
heridas pues los remedios generados a partir de éstas, por lo general ademas de
ser econémicos, son de facil acceso también; sin embargo se han dado casos
atipicos de hipersensibilidad con el uso de estos agentes. Algunos de estos
remedios naturales pueden inducir por multiples mecanismos la recuperacion y
regeneracion de tejido perdido. Los extractos vegetales que se obtienen de plantas
medicinales contienen diversos compuestos quimicos con peso molecular tanto alto
como bajo, dentro de los cuales se encuentran polisacaridos que pueden llegar a
ser parcialmente responsables de la actividad cicatrizante en heridas?®.

Para el tratamiento de una herida no se debe de pasar por alto que la presencia de
un cuerpo extrafio puede llegar a retrasar la cicatrizacion como resultado de sus
propiedades irritantes directas o fomentando una infeccion. El uso constante de
soluciones antisépticas irritantes y antibioticos puede causar gran dafio y retrasar la
cicatrizacion; asi mismo, el cambio frecuente de apdsitos sobre una herida, llega a
perjudicar mas que beneficiar®, en ocasiones se desarrolla hipersensibilidad a las
sustancias quimicas aplicadas y puede conducir a una inflamacion extensa.
Ademas, las partes lesionadas deben dejarse en reposo, pues el movimiento
retrasa la cicatrizacion porque rompe los bordes de la herida y dafa el delicado
tejido de granulacion originando una lesién repetida y posteriormente inflamacion°.
Por otra parte, las alteraciones patolégicas que afectan los vasos sanguineos
tienen gran influencia en el proceso de cicatrizacion de una herida. Los pacientes
cuyas piernas tienen venas varicosas, obstrucciones arteriales o inflamacion
cronica muestran una cicatrizacion lenta; lesiones triviales en estos enfermos
pueden originar ulceraciones que tardan muchos meses en cicatrizar*.



En México, donde la poblacién tiene un alto indice de diabetes que ocasiona
problemas dentro del proceso de cicatrizacion, se ha utilizado popularmente la
Malva parviflora para tratar heridas en pie diabético®. Se administra topicamente
con una cataplasma acuosa o por administracion oral continua de su infusion
durante el tiempo de cicatrizacion.

A pesar de que esta planta es originaria de Europa y gracias a su adaptable
crecimiento y multiplicacion, ha llegado a convertirse en una hierba cosmopolita
terapéutica pues también se han aprovechado sus propiedades en el continente
africano y en América’. La hoja de esta planta es utilizada como tratamiento en
pustulas y heridas infectadas e inflamadas, por el pueblo Xhosa de Sudafrica; en
Lesotho la planta se utiliza con alcohol para el tratamiento de contusiones y
fracturas, ademas el polvo seco o una infusion de hojas y raices son empleados
por herbolarios para limpiar heridas y Ulceras. En Etiopia, las raices de malva son
usadas en el tratamiento de asma y heridas’, y en México de manera empirica se
utiliza para limpiar lesiones y para coadyuvar en la cicatrizacion.

En el afio de 1999 Grierson y Afolayan mostraron que M. parviflora poseia un
efecto inhibitorio sobre algunos hongos pero fue inefectivo contra algunas especies
de bacterias®. En contraste, ese mismo afio se reportd, por medio del método
Kirby-Bauer (difusion de disco en agar), la actividad antibacterial de los extractos a
base de hexano y metanol de las raices, sin embargo el extracto metandlico de las
hojas mostré una actividad deficiente®.

Recientemente se han realizado estudios de M. parviflora donde se le atribuye
actividad hipoglucemiante a su extracto en hexano', y actividad antibacteriana al
extracto acuoso junto con una pobre actividad antiinflamatoria®, pero a la malva
silvestre, una especie diferente, se le atribuye una buena actividad antiinflamatoria
utilizada principalmente para el aparato respiratorio y digestivo debida a su gran
contenido de mucilagos (componentes que suavizan mucosas)!!. Sin embargo, en
el presente estudio se evalud principalmente el efecto cicatrizante de M. parviflora
ademas de realizar otras pruebas para detectar actividad inflamatoria y oxidante.

2.2. Caracteristicas de Malva parviflora

Imagen 01. Malva parviflora?.

Malva parviflora de la familia: Malvaceae,
que es también llamada simplemente malva
0 malva de los quesitos por los botones de
semillas que deja la flor, tal como se observa
en la imagen 01, tiende a un crecimiento de
aproximadamente 0.5 metros, y no es
sensible a climas frios, las flores son
hermafroditas y al igual que como muchas
plantas son polinizadas por insectos, y ya
gue produce un fuerte y profundo sistema de
raiz, logra retofiar después de haber sido
cortada.




Las hojas y semillas son también aprovechadas culinariamente y pueden ingerirse
siendo simplemente cocidas con agua. A pesar de que no parece verse afectado
en gran medida su crecimiento y multiplicacion por su consumo, si puede verse
afectada por infestacion de la roya particular de las malvas (Puccinia
malvacearum), un hongo que crece en pequefias formas circulares de alrededor de
1 mm de didametro por debajo de las hojas de la malva'® 14, se puede observar
como se presenta la infestacion de este hongo en la siguiente imagen.

Imagen 02. Malva parviflora
infestada por roya'*. Cuando se
encuentra afectada por este
hongo no se utiliza
culinariamente  ni con fines
terapéuticos.

2.3. Definicién de herida y fases de la cicatrizacion

Una herida se define como una pérdida o rotura de la continuidad celular anatémica
o funcional de los tejidos vivos; es un proceso que inicia por un trauma y con
frecuencia termina con la formacion de cicatrices?, las cuales se generan a partir de
la reparacion del tejido dafiado y son el resultado de procesos complejos que
implican una serie de reacciones bioquimicas y celulares que a partir de la fase de
inflamacion, seguida por la reparacion y remodelacion del tejido lesionado, logran
contraerlo y lograr una reduccion evidente del tamafio de la cicatriz para concluir
este proceso®®. A continuaciéon, en la imagen 03 se presentan las fases de la
cicatrizacion que a pesar de que didacticamente se explican de manera separada,
en realidad ocurren de manera simultdnea hasta la remodelacion.
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Imagen 03. Proceso general de cicatrizacion. Aunque es claro que la inflamacion es la
primera etapa que responde hacia una herida, no tardan en presentarse practicamente de
manera simultanea las fases de reparacién, contraccion y remodelacion para concluir la
cicatrizacion de una lesion.

2.3.1. Inflamacion

Esta fase inicia inmediatamente después de la lesion tisular, puede ser dividida en
dos eventos, uno vascular y otro avascular o también llamado celular. El vascular
incluye el mecanismo de hemostasis y el celular implica la llegada y participacion
de leucocitos (globulos blancos) al area lesionada, sin embargo practicamente los
dos mecanismos dependen entre si pues la proliferacion de los globulos blancos
requiere de los vasos sanguineos y a su vez, los vasos sanguineos requieren de la
selectividad que generan los globulos blancos dentro de la zona afectada para
poder entrar a un ambiente estable de la herida'®. Para el mecanismo de
hemostasis los mediadores mas importantes son la fibrina, las plaguetas y los
vasos sanguineos, con un correcto funcionamiento de estos mediadores se
producird la formacién de un coagulo y se activara la cascada de coagulacion,
ademas de la vasoconstriccion local que ayuda a la acumulacion de plaguetas y
gue puede perdurar de 10 a 15 minutos después de la lesiéon'’. En la siguiente
imagen se muestran las etapas generales para la formacion de un coagulo,
recordando que es una parte fundamental del proceso de cicatrizacion.



1. Lesion del vaso
sanguineo

3. Formacion de tapon de 4. Coagulacion. La malla de
plaquetas. fibrina estabiliza el coagulo

Imagen 04. Formacion de coagulo®.

Una herida en la piel causara pérdida de sangre de los vasos sanguineos dafiados,
cuando la lesion alcanza la dermis, las células de tejido muerto liberan sus enzimas
autoliticas®® (lo que produce la lisis de las demas células cercanas a la zona de la
herida?), la destrucciéon de estos vasos capilares conlleva a la formaciéon de un
coagulo?®® que es originado a partir de la acumulacién de plaquetas en el sitio
lesionado, donde éstas a su vez liberan gran cantidad de mediadores que inician la
cascada de coagulacion. El coagulo esta formado por plaquetas incrustadas en una
malla de enlaces entrecruzados de fibrina junto con pequefias cantidades de
fibronectina y vitronectina plasmaticas (glicoproteinas adhesivas???). Esta malla
rica en fibrina es obtenida a partir de la actividad enzimatica de la trombina sobre el
fibrindgeno, dividiéndolo para producir hilos de fibrina necesarios para estabilizar el
coagulo conformado por esta malla. Es entonces donde el coagulo sirve como una
barrera temporal para proteger el tejido desnudo y delicado, y también sirve para
proporcionar una matriz provisional a través de la cual las células pueden migrar
durante el proceso de cicatrizacion?.

El fibroblasto, una célula indiferenciada del tejido conectivo que se puede observar
junto con otras células sanguineas en la imagen 05, es de gran importancia en el
proceso de cicatrizacion y da lugar a diversas células precursoras que forman los
tejidos fibrosos, de soporte y de unién, ademas se encarga de la sintesis de la
matriz extracelular y produce proteoglicanos, glicosaminoglicanos, y principalmente
colageno fibrilar?®, lo que ayuda a la interaccion de la matriz extracelular con la
membrana celular. Los fibroblastos dérmicos, que normalmente se encuentran en
una matriz rica en colageno, deben disminuir sus receptores de colageno y
aumentar los niveles de integrina que se unen a fibrina, vitronectina y
principalmente fibronectina, pues con el fin de introducirse al coagulo, los
fibroblastos utilizan un conducto de fibronectina para guiar su migracién a esta
matriz temporal'®. Es importante destacar que el codgulo también sirve como un
reservorio de citocinas y factores de crecimiento que son liberados por la
degranulacion plaquetaria, lo que ayuda a la comunicacion y proliferacion celular,
pues desde el punto en que se comienza a formar el coagulo, se comienza a
generar una temprana sefial para convocar a esta proliferacion. Esta mezcla
temprana de factores de crecimiento imparte sefiales quimiotaxicas para reclutar
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células inflamatorias en circulacion al sitio de la herida, y también estimula la
formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los existentes, es decir que
estimula la respuesta angiogénica?*. Asi es como se inicia en el proceso de cierre
de la herida junto con la produccion de tejido de reepitelizacion, y la contraccion del
tejido conectivo?.

Células Sanguineas

P &

Monocito Linfocito Neutrofilo Eosindfilo Basofilo

® .
Macréfago Eritrocito Plaquetas

Imagen 05. Células sanguineas. La sangre contiene muchos tipos de células: glébulos
blancos (monocitos, linfocitos, neutrdéfilos, eosindfilos, basoéfilos), macréfagos, glébulos
rojos (eritrocitos) y plaquetas?. Estas células juegan papeles fundamentales y especificos
en la reparacion de una herida.

Los neutrofilos se agregan al sitio de la herida para destruir microorganismos
invasores por medio de fagocitosis o enzimas hidroliticas?®, después los monocitos
llegan reemplazando de alguna manera a los neutréfilos y ya en el sitio de la herida
se convierten en macréfagos para continuar con la fagocitosis de particulas
extrafias y células muertas?® 27, Los macréfagos ademas contribuyen para finalizar
la inflamacion, pues regulan la llegada de mas monocitos y fibroblastos al sitio de la
herida. Tanto los neutréfilos como los macrofagos liberan una variedad de factores
de crecimiento y citocinas importantes para la migracion y proliferacion celular y
ayudan a la formacion de la matriz extracelular, lo que amplifica la sefial temprana
de la lesién que ya ha sido liberada por la degranulaciénplaquetarial®'®. Es por
esto que los monocitos son considerados como las células claves de la transicion
entre la fase inflamatoria y la fase de proliferaciéon’ pues si cesa la acumulacion de
macréfagos al sitio de la herida, el proceso es gravemente afectado’®.

2.3.2. Proliferacion

Como una respuesta temprana a la lesion, los fibroblastos locales dérmicos
comienzan a proliferarse en los bordes de la zona lesionada, posteriormente los
fibroblastos comienzan a migrar hacia la matriz provisional colocada por debajo del
coagulo, y es donde los fibroblastos establecen su propia matriz rica en colageno®®,
la cual tiene el objetivo de reemplazar la dermis dafiada?®. Tal parece que el tiempo



gue tarda la fase preemigratoria se debe en gran medida al tiempo requerido para
gue los fibroblastos adquieran movilidad, porque si la herida se volviera a lesionar y
al producirse una nueva matriz provisional, esta fase preemigratoria ya no se
presenta por segunda vez y las células proliferan en la herida rapidamente!®. Este
proceso de proliferacion se presenta dentro de la imagen 06, donde se muestra de
manera general un desarrollo normal de una herida hasta la fase de reepitelizacion.
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Imagen 06. Proliferacion. Después de alrededor de 5 dias de haberse producido la herida
y de que se ha conformado el coagulo y una matriz provisional, comienza una proliferacién
celular en los bordes de la herida para posteriormente migrar hacia esa matriz,
reemplazarla por otra rica en colageno, contraer y reepitelizar la pérdida tisular?.

Algunas horas después del inicio de la migracion, las células epidérmicas del borde
de la herida, se someten a una proliferacion exponencial que es estrictamente
necesaria para la siguiente fase que es la de reepitelizacion, y ofrece gran cantidad
de células adicionales para reemplazar aquellas pérdidas durante la lesion'®.
Histolégicamente se observa degradacion de la membrana basal, proliferacion
celular, formacion de estructuras vasculares, y reconstrucciéon de la membrana
basal, es decir, el reemplazamiento de tejido dafiado por tejido nuevo?l’.

Aproximadamente cinco dias después de la lesion, la matriz extracelular provisional
comenzara a ser reemplazada por tejido de granulacion. Este cambio morfologico
se le atribuye a la invasion de capilares que sirven de base a la aparicion del tejido
de granulacion y a la llegada de células que permaneceran en la dermis reparada.



Los eventos principales siguientes son la reepitelizacion, la angiogénesis y la
fibroplasia o cicatrizacion®’.

2.3.3. Formacién de tejido de granulacion

La formacion de tejido de granulacion puede considerarse como un proceso de
organizacion que incluye el crecimiento de miofibroblastos y células endoteliales
vasculares hacia dentro de la herida. El resultado de esta organizacion es el
remplazo del tejido necrotico, la fibrina y el coagulo de sangre por tejido de
granulacion vivo*.

Durante la fibroplasia (formacién de tejido fibroso) hay migracion, proliferacion y
produccion de colageno nuevo y otras proteinas de matriz por accién de los
fibroblastos. Los fibroblastos que proliferaron a partir del borde de la herida tienen
un papel trascendental pues producen colagenas, proteoglicanos (que actian como
moduladores de sefiales entre la célula y su entorno), glicosaminoglicanos (GAG,
gue son el medio de unién entre proteoglicanos) y factores de crecimiento.
Después de haber sintetizado estas moléculas, los fibroblastos cambian
fenotipicamente a miofibroblastos, cambio que es de vital importancia para la
reparacion de la herida pues gracias a ello, tienen la nueva capacidad de una alta
contractibilidad que a diferencia del fenotipo previo fibroblasto, ayuda
posteriormente a la contraccion de la herida®®. Por otra parte, la fibronectina
plasmatica (glicoproteina adhesiva?!) brinda un andamio para las fibras de
coldgenas sintetizadas por los fibroblastos y ademas ayuda a regular la contraccion
de la herida generada por miofibroblastos?!’.

Ya que existen dos posibles sitios de migracién: los bordes libres de la herida y los
remanentes de células madre del foliculo piloso en el area afectadal’, y si una
herida deja intactos los foliculos pilosos, a continuaciéon una gran contribucion a la
reparacion de la epidermis se deriva de estos foliculos, pues los foliculos pilosos
intactos actian como un borde natural de la herida'®. Por lo tanto si una herida en
piel madura es méas profunda que el nivel de los foliculos pilosos en la dermis a
manera de que no permanezcan restos de ellos, naturalmente la reparacion
epitelial no los regenera, ni a los foliculos pilosos ni a las glandulas. Esto no se
debe a que la dermis sea incapaz de responder a las sefiales inductoras de pelo,
sino que ya no recibe tales sefiales de la dermis subyacente herida?®, es decir que
de alguna manera las lesiones en tejidos llegan a afectar la comunicacién celular.

2.3.4. Reepitelizacion

La reepitelizacion involucra proliferacion y migracion de queratinocitos (célula
principal de la epidermis) desde los bordes de la herida, restauracién de la
membrana basal conectada con la dermis subyacente y la formacién de nuevos
vasos sanguineos durante la angiogénesis. A su vez, los nuevos vasos sanguineos
participan en la formacion del tejido de granulacion pues proveen nutricion y
oxigeno al tejido en crecimiento. Durante la angiogénesis las células endoteliales
también producen citocinas que ayudan contribuyendo con la comunicacion celular
y mediando su proliferacion. A medida que los vasos sanguineos crecen hacia el
coagulo, se multiplican los miofibroblastos en el borde la herida que acomparian la
invasion vascular, convirtiendo asi el coagulo en tejido de granulacién vascular® 17,



Las células endoteliales de los vasos sanguineos comienzan a migrar a lo largo de
la matriz provisional de manera similar a los fibroblastos, y comienzan a formar
capilares nuevos de los vasos sanguineos, proceso que se muestra en la imagen
07. Ya establecido un tejido de granulaciébn vascular son necesarios ciertos
elementos para la migracion de los queratinocitos y consumar asi la reepitelizacion,
estos elementos son la matriz extracelular temporal, los receptores de integrinas,
los factores de crecimiento y las metaloproteinasas de matriz (MMP)*’.

A las 24 hoas

Alos 3 a7 dias

Semanas dospuds

Imagen 07. De manera gréafica se muestra la angiogénesis y la formacion de tejido de
granulacion para convertirse en tejido fibroso, entendiendo que para la reepitelizacion son
fundamentales células sanguineas, endoteliales, vasos sanguineos y obviamente la
formacion previa del coagulo®.

Los factores de crecimiento juegan un papel critico en el proceso de reparacion, el
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) es quimiotactico para
monocitos, macrofagos y neutréfilos, ademas in vitro funciona como mitogénico
para fibroblastos y células de musculo liso, es decir que estimula la division celular
en el ciclo de vida de unacélula®’.
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Es asi como se llega al punto en que los queratinocitos utilizan las integrinas de
superficie para interactuar con la matriz provisional y direccionar la migracién, pues
estas integrinas que normalmente anclan las células a la membrana basal, ahora
funcionan como pseudopodos para migrar y posteriormente sujetarse de la matriz
extracelular. Las metaloproteinasas de matriz producidas por los queratinocitos
juegan un papel importante en la disociacion de la matriz provisional, pues en la
membrana basal degradan el colageno y la laminina, que es una glicoproteina que
se asocia a éste, permitiendo asi la migracion hacia la herida, y también rompen las
uniones de colageno fibrilar facilitando la migraciéon continua®?.

2.3.4.1 Consumacion de la reepitelizacion

Cuando la migracién finaliza, los queratinocitos que cubrieron la superficie de la
herida restablecen el substrato fundamental, reconstituyendo la membrana basal
subyacente y reasumiendo el proceso de diferenciacion terminal para generar una
epidermis estratificada que se restablece de los bordes de la herida hacia adentro,
por lo que hacia el centro de la lesibn se puede encontrar una sola capa de
gueratinocitos mientras que en los bordes de la herida hay mdultiples capas de
estos. Es asi que el proceso consumado de la fase de reepitelizacion contribuye
también a facilitar la contraccién del tejido conectivo subyacente, a manera de que
se encoge la herida llevando los bordes unos hacia otros!® 7,

En el proceso de diferenciacion se restablece la union dermoepidérmica, es decir,
se restablece la dermis, membrana basal y estrato basal, que se presenta
graficamente en la imagen 08. Para la regeneracion de la unién dermoepidérmica
se producen tipos especificos de laminina y coldgenas, razén por la cual estan en
mayor cantidad en los margenes de la herida, entendiendo asi que los grupos de
colagenas y la laminina son los constituyentes principales para el restablecimiento
de la membrana basal entre dermis y epidermis, siendo esta ultima esencial para la
integridad y funcion de la piel. Esta membrana basal se restablece como estructura
de anclaje de los queratinocitos a la dermis gracias a las uniones intercelulares y
las fibras de anclaje como lo son las integrinas. La reconstitucién de la dermis inicia
con la formacion de tejido de granulacion que incluye nuevos vasos sanguineos,
fibroblastos y una matriz extracelular permanente?’.

Estrato
basal

Membrana
basal

Demmis

Imagen 08. Dermis, membrana basal y estrato basal, son capas de la piel que al
consumarse la reepitelizacion son restauradas®:.
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2.3.5. Contraccion de la herida

Para la formacion de cicatrices asi como para la contraccién del tamafio de una
herida, la fase de proliferacion celular junto con la recuperacion de la poblacion de
fibroblastos, son elementos trascendentales para la contraccion de la herida,
logrando que en condiciones Optimas el tejido de reparacion tenga las mismas
caracteristicas que el tejido antes de haber sido dafiado. La razon por la que la
recuperacion de la poblacion de fibroblastos es trascendental es porque
principalmente los fibroblastos junto con otros componentes de la matriz
extracelular producen fibras de colagenas, prosiguiendo con la remodelacion de
estas proteinas por los mismos fibroblastos y formar finalmente tejido cicatrizado
maduro’®. Ya que se ha reemplazado la dermis dafiada, los queratinocitos migran a
través de este nuevo tejido para efectuar el cierre, el cual se realiza mediante la
combinacién de esta migracion, y la contraccién de los miofibroblastos (fenotipo de
fibroblastos con miofibrillas, las cuales brindan propiedades de contraccion)
alrededor de la herida que ejercen una fuerza centripeta moviendo los bordes hacia
el centro de la herida mas cerca unos de otros y liberando colagenas y
proteoglicanos, asegurando asi un nuevo tejido en el lugar afectado?® 20, Aunque
los miofibroblastos se semejan a los fibroblastos, tienen caracteristicas especiales
que los diferencian de los fibroblastos usuales del tejido conjuntivo. En particular,
estas células tienen componentes fibrilares en su citoplasma que asemejan a los
de la célula del muasculo liso, contienen actina que brinda propiedades de
contraccion, ademas desarrollan una membrana basal que aportan una estructura
de base para tejidos epidérmicos y también generan desmosomas que funcionan
como estructuras de anclaje intercelular que contribuyen a la adhesién entre
células vecinas. Todo esto en conjunto, suman caracteristicas que nunca se
observan en los fibroblastos usuales y que al fenotipo miofibroblasto lo hace
especial para la contraccién de la herida®. En la siguiente imagen se presenta el
proceso de cicatrizacion de una herida sefialando elementos importantes dentro de
la recuperacion:

Codgulo sanguineo
en la herida

Epitefio
migrando a través
de la herida

Fibras colagenas
Monocitos
(macréfagos)

S Neutréfilos

~ Vaso sangufneo
’_;,f dilatado

Vaso sanguineo
dafiado

Extremo
del coagulo

Imagen 09. La reparacion del tejido dafiado tiene elementos importantes por los cuales

después de unos dias, recupera las capas fundamentales para el funcionamiento de la piel,
lo que deja una costra formada por el coagulo inicial®.

restavrado
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Por otra parte, la elastina que es un componente normal de la piel, no se sintetiza
durante la cicatrizacion, la ausencia de este constituyente dérmico puede ser
responsable de la pérdida de firmeza y flexibilidad observada en el tejido
cicatrizado'’, pues en ocasiones a pesar de haberse recuperado una herida en la
piel, el tejido formado es poco resistente al estiramiento.

El grado de contraccion depende también de la profundidad de la herida, ademas
los miofibroblastos deben de predominar en la zona afectada para disponerse
linealmente y contraer la herida. Esta contraccion, semejante a la muscular, es
mediada por diversas moléculas, angiotensina (efecto vasoconstrictor), vasopresina
(efecto vasoconstrictor y antidiurético), bradiquinina (vasodilatador), epinefrina y
norepinefrina (con efectos vasoconstrictores). Se requiere de la interaccion célula-
célula y célula-matriz, ademas de que los miofibroblastos extiendan pseudépodos
para que se liguen a la fibronectina extracelular unida al colageno fibrilar, y asi
arrastrar las fibras de coldgeno a la célula, lo que producen una contraccion
gradual de la heridal’. El desarrollo constante de uniones cruzadas entre fibras de
coldgenas origina el incremento constante de la fuerza tensil de una herida. El
estado equilibrado de sintesis y degradacion de colagenas lleva a cabo una
remodelacion de la cicatriz, de tal forma que alcanza un estado éptimo el tejido
recuperado®.

2.3.6. Remodelacion

La fase de remodelacion consiste en el depésito de matriz permanente y los
subsecuentes cambios con el tiempo. Ocurre durante todo el proceso de
reparacion, pues como se ha visto, una vez formado el coagulo de fibrina, se
remplaza por tejido de granulacién rico en colagenas, componente fundamental
para la remodelacién de la piel. Una caracteristica de la remodelacion tisular es el
cambio de la composicién de la matriz extracelular, el colageno tipo Il se secreta
tempranamente dentro de la reparacion y alrededor de los seis dias alcanza su
maxima concentracion, esta proteina abunda en las paredes de los vasos
sanguineos y en la dermis, y tiene como funcién principal el sostén de los 6rganos
expandibles’34y la remodelacion de cicatrices. Gradualmente la dermis retorna al
fenotipo con predominio existente previo a la lesién, es decir el colageno tipo |, el
cual le proporciona mayor rigidez y resistencia al estiramiento, ademas de que en
los huesos brinda resistencia contra carga y tension. Esto se da a partir de que la
herida se cierra, pues inicia la degradacion del colageno tipo Il y la sintesis de
colageno tipo I7.

Otro de los cambios observados ocurre con la vascularizacion. Una cicatriz reciente
se caracteriza por una relativa alta densidad de capilares sanguineos, sin embargo
una cicatriz antigua es menos vascular, lo que quiere decir que ha sufrido una
apoptosis de células endoteliales y que tiene entonces un color menos rojizo. A
medida que prosigue la maduracion, algunos vasos sanguineos se atrofian y
desaparecen, lo que provoca una cicatrizacion vascular palida, que a su vez
conlleva a una desvascularizacion que con frecuencia coincide con la cicatrizacion
de tejido, lo cual es acompafiado por una ligera deformacion de tejido local.
También se ha identificado la participacion de diversos mediadores
antiangiogénicos como lo es la trombospondinal’ 34,
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La ausencia de apéndices es otra caracteristica asociada a las cicatrices maduras,
el tejido cicatrizado carece de glandulas sudoriparas, sebaceas y foliculos pilosos,
pues las células madre responsables de los apéndices no proliferan en heridas
profundas para repoblar las cicatrices con foliculos pilosos y glandulas.

2.4. Caracteristicas de un unguento

Segun la FEUM 112 edicidn, un unglento se caracteriza por ser una preparacion de
consistencia blanda, con los aditivos incorporados a una base con un maximo de
20 % de agua que le da consistencia para que se adhiera y se aplique sobre piel o
mucosas®. Estas caracteristicas son adecuadas para ocupar esta forma
farmacéutica para el tratamiento de heridas, pues en zonas de un cuerpo donde se
tengan la herida expuesta, se puede administrar topicamente un ungiento para que
el agente terapéutico actue en la zona.

2.5. Pruebas para verificar la cicatrizacion

2.5.1. Cuantificacién de nitritos

El 6xido nitrico (NO) es un compuesto que es secretado no soélo por células
endoteliales sino también por macréfagos y neuronas. Se sintetiza a partir de L-
arginina, oxigeno molecular, NADPH (nicotinamida adenina dinucleotido fosfato),
por accion de la enzima sintetasa del éxido nitrico3®.

El NO reduce la agregacion plaquetaria y es citotoxico para ciertos
microorganismos y células tumorales. Puede oxidar grupos sulfhidrilo de las
proteinas con el consiguiente agotamiento del glutation citosolico, y puede
reaccionar con el anién superoxido para formar diéxido de nitrdgeno que es un
fuerte oxidante y un radical hidroxilo que es intensante reactivo. La produccion de
NO por parte de macréfagos activados de choque séptico puede producir
vasodilatacion periférica, a su vez, el NO también ha sido implicado en diversas
enfermedades y en procesos de estrés36:37,

Es entonces donde en una herida producida en ratones se puede determinar la
concentracion de nitritos como un marcador de oxidacion generada a partir del
estrés producido en las células de la herida por medio de su cuantificacion en suero
interpolando con una curva patron. Esta técnica junto con otras que miden
compuestos obtenidos a partir de la peroxidacién de lipidos, son utilizadas
frecuentemente para estos fines, ya que a pesar de que existen otros métodos de
medicién ya sean directos o indirectos, suelen ser muy especializados los equipos
necesarios o ser complejas las técnicas empleadas®® 3.

2.5.2. Cuantificacion de ceruloplasmina por inmunodifusion radial

La ceruloplasmina es una proteina con concentracibn abundante en plasma,
fundamentalmente se sintetiza en los hepatocitos, pero también se encuentra en
otros tipos celulares como monocitos, astrocitos y células de Sertoli. Es la principal
proteina transportadora de cobre en circulacion y gracias a esta relacion tan
estrecha que tiene con el cobre dentro del organismo, su concentracion sérica es
utilizada en el diagnodstico diferencial para enfermedad de Wilson, la cual genera
acumulacion de cobre en los tejidos y 6rganos*©.
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Ademas se ha encontrado que los niveles de ceruloplasmina sérica aumentan en
estados de estrés con dafio celular por lo que los niveles de ceruloplasmina en
suero se pueden determinar cuando existen dafios por factores quimicos,
biolégicos, fisioldgicos y fisicos*® como lo puede ser una herida expuesta. Es por tal
motivo que en el presente estudio se determinara la concentracion de
ceruloplasmina plasmatica, pues el nivel de ceruloplasmina disminuird en
organismos con heridas tratadas con un agente que posea un efecto benéfico para
la cicatrizacion de una herida, relacionandose hacia un efecto antiinflamatorio.

2.5.3. Cuantificacién de peroxidacion lipidica (MDA) por el método de TBA
(acido tiobarbiturico)

La peroxidacion lipidica es un proceso en cadena mediado por radicales libres,
éstos causan la degradacion de lipidos por lo que su accién es a nivel de la
membrana celular pues recordemos que es una membrana bilipidica. Este proceso
de peroxidacion es causado por diversas alteraciones patolégicas como lo puede
ser toxicidad hepatica, trastornos vasculares, estrés, envejecimiento e
inflamacion#?.

Ya que la peroxidacion lipidica representa un mecanismo importante que siempre
esta presente dentro de la inflamacién causada por una herida, y que el andlisis de
los productos de la peroxidacion en los liquidos corporales ha llegado a ser uno de
los criterios mas utilizados para su valoracién*?, la aplicacion de esta técnica dentro
de este estudio tiene como objetivo conocer el nivel de accidén de los radicales
libres generados a partir de la inflamacién de una herida en un organismo.
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[ll. Planteamiento del problema

Las heridas son una de las mas comunes afectaciones a la salud, en ocasiones
gracias a su profundidad o a alguna patologia, la recuperacion es lenta y conlleva a
gue el paciente no pueda desempefiarse éptimamente dentro de sus funciones. Es
para mejorar y acelerar la cicatrizacion en heridas que desde la antigiedad el
hombre ha utilizado remedios naturales para la curacién de éstas, tales remedios
se han descubierto a través de ensayo y error sobre la herida misma ya producida.
Uno de estos remedios naturales utilizados popularmente, es la plantaMalva
parviflora de la que se aprovechan sus infusiones acuosas para la cicatrizacion de
heridas, sin embargo hasta este momento no se cuentan con estudios cientificos
gue evallen esta caracteristica a un extracto acuoso de esta planta, pues es de
interés que los profesionales dedicados al area de la salud analicen la actividad de
estos remedios naturales.

Es por ello que el presente estudio tiene por objetivo conocer si el extracto acuoso
de Malva parviflora tiene un efecto cicatrizante, pues lo anterior, nos hemos
propuesto la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Tiene en realidad un efecto cicatrizante el extracto acuoso de Malva parviflora?
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IV. Hipoétesis

Con base a la informacién empirica de su uso terapéutico, el extracto acuoso de
Malva parviflora administrado en una base de ungiento, generard un efecto
cicatrizante en escisiones dorsales de ratones machos CD1 tratados, comparado
con un medicamento cicatrizante comercial.
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V. Objetivos

4.1. Objetivo general
Evaluar el efecto cicatrizante del extracto acuoso de Malva parviflora en ratones.

4.2. Objetivos particulares

e Obtener el extracto acuoso de Malva parviflora.

e Realizar dos formulaciones de extracto de Malva parviflora, al 2 % y 4 %.

e Preparar el unguento para el tratamiento.

e Realizar una herida en la zona dorsal de la piel en los ratones.

e Atender a los ratones para la evaluacion del efecto cicatrizante.

e Aplicar las técnicas para verificar el efecto cicatrizante, por medio de
cuantificacion de nitritos, peroxidacion lipidica y concentracion de
ceruloplasmina a los sueros de los organismos tratados.

e Generar y observar cortes histolégicos de las cicatrizaciones.

e Realizar un analisis estadistico con los resultados.
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VI. Disefio Experimental*44

e Disefio de Investigacion: Longitudinal
e Tipo de Estudio:
o Prospectivo (se registra la informacién segun van ocurriendo
los fendmenos posteriormente a la planeacion de la
investigacion)
o Comparativo (se comparan poblaciones)
o Experimental (s6lo se miden las variables, no se modifican)
e Poblacion de estudio: Ratones machos CD1 procedentes del bioterio de la
FES Zaragoza, capo Il, con peso aproximado a 25 g y un mes de edad.
e Criterios de inclusién: Ratones jovenes CD1, machos, de un mes de edad y
dentro de un rango de peso de 23a 27 g
e Criterios de exclusion: Ratones enfermos, edad
e Criterios de eliminacion: Pérdida o muerte de algun raton
e Variable independiente:
o Concentracion al 2% y 4% de extracto acuoso de Malva
parviflora.
o Madecassol®
o Vaselina
e Variable dependiente:

o Efecto cicatrizante (% cicatrizado)
Nitritos (ug/mL)
Ceruloplasmina (mg/dL)
Peroxidacion lipidica (umol/L)

o O O
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VII. Material y métodos

7.1. Obtencién de extracto acuoso de Malva parviflora

Se obtuvo Malva parviflora fresca colectada durante de la mafiana en la
congregacion de Santiaguillo, en el municipio de Acambaro, Guanajuato. Para la
extraccion acuosa se utilizaron las hojas frescas junto con sus pedunculos, ya que
ambos son los que se aprovechan popularmente en forma de cataplasmas o para
infusiones, y se introdujeron en un matraz balén de 1 L para después llenar hasta
tres cuartas partes del volumen con agua destilada y se acopldé a un sistema de
reflujo para mantenerlo en ebullicion durante 2 horas. Se enfrio a temperatura
ambiente para filtrar a través de tela de algodon toda la infusién obtenida a un
matraz balén de 500 mL*546,

Posteriormente se acoplé el matraz a un sistema de destilacion al vacio y
manteniendo una temperatura aproximadamente de 70°C, se elimin6 toda el agua
para obtener un extracto sélido. Se mantuvo en observacion continua este sistema
durante toda la destilacion pues la misma ebulliciébn del liquido era en ocasiones
muy vigorosa*®46,

Ya destilada toda el agua del extracto, se obtuvo un solido café adherido a las
paredes del matraz balén, con ayuda de una espatula de acero inoxidable se raspo
el interior para desprender y recolectar el contenido en la mejor medida posible. Se
guardo en refrigeracion en un recipiente de vidrio limpio y cerrado hasta su
utilizacion.

7.2. Preparacion del ungliento para el tratamiento

Se pesaron 0.2 g de extracto seco de Malva parviflora para disolverlo en su
mayoria en dos mililitros de agua con ayuda de un sonicador de lapiz Sonics,
modelo Vibracell, para después incorporarlo a 8 g de vaselina mezclando hasta
homogeneidad con una varilla de vidrio, haciendo uso también del calentamiento
en un microondas Sharp, modelo Carousel, por ciclos de 10 segundos. Esta
formulacién tiene una concentracion de 2% de extracto, se aplicé el mismo método
para obtener una preparacion al 4%, y posteriormente se evaluaron ambas?’.

7.3. Modelo experimental

Se utilizaron 24 ratones machos CD1, tomando como variable independiente la
concentracion y como dependiente, el efecto cicatrizante. Estos ratones se
dividieron con numeros aleatorios en 4 grupos de 6 organismos, para ser tratados
de la manera siguiente:

— Grupo 1: concentracion al 2% de extracto de Malva parviflora
— Grupo 2: concentracion al 4% de extracto de Malva parviflora
— Grupoa3: testigo positivo (administracion de Madecassol®)

— Grupo 4: testigo negativo (administracion de vaselina)

7.3.1. Método de evaluacion del efecto cicatrizante
Por medio de un sacabocados circular de acero inoxidable de aproximadamente 1
cm de diametro se realizd una escision circular en la piel de todos los ratones en la
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zona dorsal, se midieron los didmetros iniciales y posteriormente cada dos dias
para corroborar una cicatrizacion tipica en cuanto a una reduccion paulatina del
tamafio de la herida. Se administrd diariamente por via topica a cada grupo con su
respectivo tratamiento cubriendo la herida y se colocaron en jaulas con
separaciones individuales para evitar el dafio entre ratones, ademas se proporciono
comida y agua adecuadamente.

Se monitored a los ratones durante 10 dias, cuidando de su alimentacion, aseo y
tratamiento. Se midieron los diametros finales de las heridas y estadisticamente,
por medio de un estudio de ANDEVA, se analizaron los resultados del porcentaje
de cicatrizacion correspondiente a la diferencia de los didmetros finales con
respecto a los iniciales de la herida.

Al término del tratamiento, los ratones se anestesiaron en una camara de éter y por
medio de incisién axilar se sangraron para obtener el suero de cada ratdn,
concluyendo asi con la dislocacion cerebral para sacrificar a los grupos tratados.

Se utilizaron los sueros para las técnicas de:

- Cuantificacion de nitritos.
- Cuantificacion de ceruloplasmina por inmunodifusion radial.
- Cuantificacién de peroxidacion lipidica.

7.4. Pruebas para verificar la cicatrizacion
7.4.1. Cuantificaciéon de nitritos#’
La concentracion de nitritos es Gtil para conocer el impacto oxidativo en las células.

Este andlisis reduce el NOs a NO2 mediante cadmio metalico.

Plateado decadmio®’:

1. En tubos de ensayo de 13X100 se introdujeron 0.5 g de cadmio metélico
para agregar después 2 mL de sulfato de cobre al 5%, y se colocaron por 10
minutos en una plataforma de agitacion rocker.

2. Se lavo el cadmio 3 veces con agua destilada llenando tres cuartas partes
del tubo para después desechar el liquido eliminando el cobre.

3. En seguida se lavo con solucion de HCIO.1N para remover el hidroxido de
cadmio, llenando con este acido aproximadamente tres cuartas partes del
tubo, y desechando de nuevo la fase liquida.

4. Se realiz6 un ultimo lavado al cadmio con cloruro de amonio (solucion
acuosa) al 5% con pH 9, que fue ajustado con borato de sodio.

NOTA: El cadmio se guardoé en los tubos con solucion de NH4Cl hasta el ensayo, y
es posible reutilizarlo aplicando los lavados como se indican desde el paso 1 del
procedimiento anterior.

Preparacion de la muestra®’:
1. A 100 pL de suero se le adicionaron 300 puL de agua destilada, 20 uL de
solucion acuosa de ZnSOs4 al 30%, y se agitd vigorosamente con lo que se
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formd un precipitado de proteinas y a su vez un sobrenadante de nitritos,
posteriormente se centrifug6 a 10 000 rpm durante 5 minutos.

El sobrenadante de los tubos centrifugados se adicioné a los tubos con el
cadmio activado (provenientes del paso 4 del procedimiento anterior), del
cual previamente se desecho el NH4ClI.

Se taparon los tubos con papel parafilm, y se colocaron en una plataforma
de agitacion horizontal por 15 minutos.

Los tubos se centrifugaron a 3 500 rpm por 5 minutos y se tomaron 200uL
del sobrenadante para el ensayo.

Se realiz6 la curva estandar con el patrén (NaNOz) como se muestra en el
cuadrol.

Para obtener la concentracion de nitritos en los sueros se interpolaron los
resultados dentro de la curva estandar de nitrito de sodio.

Cuadro 1. Curva patrén, estandar de Nitrito de Sodio.

Estandar (NaNO2 ug) Agua destilada (uL)

0 900
100 800
200 700
300 600
400 500
500 400
Suero problema 200 Sobrenadante

Con los siguientes pasos se genera la formacion de color.

Se adicioné 50 yL de sulfanilamida (0.5 g disueltos en 150 mL de acido acético al
15 %) para dejar reposar los tubos 10 minutos a temperatura ambiente.

Se adicionaron 50 pL del reactivo de NED*, posteriormente se agitd y se dejé
reposar 30 minutos a temperatura ambiente.

Se tomaron las lecturas a 540nm en un espectrofotometro Thermo Scientific,
modelo Spectronic 20+.

*Reactivo de NED: 0.2 g de N-(1-naftil)-etilendiaminadiclorhidrato disueltos en 150 mL de

acido

acético al 15 %.

7.4.2. Cuantificacion de ceruloplasmina por inmunodifusién radial4’
La concentracion de ceruloplasmina sérica disminuye en organismos con heridas
tratadas con un agente que posee un efecto antiinflamatorio.

Preparacion de placas Falcon:

1.

2.

Se prepar6 agarosa al 1%, pesando 0.3 g de agarosa para mezclarlos en un
matraz Erlenmeyer de 125 mL con 30 mL de PBS (phosphate buffer saline).
El matraz se introdujo en un horno de microondas, y se le aplicaron ciclos de
10 segundos hasta disolver completamente el agar.

Se colocaron 6 tubos de ensayo vacios de 13X100 en un bafio Maria a
45°C.

Y se adicionaron 2 mL de agarosa al 1% en cada tubo.

Se vertio en cada tubo 150 pL de suero de conejo anti-ceruloplasmina de
ratén, y se agitaron con un Vortex por aproximadamente 10 segundos.

Cada uno de los tubos se vacio en los 6 pozos de 35 mm de la placa Falcon.
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7.4.3.

Las placas se dejaron solidificar a temperatura ambiente.

Después se realizaron en cuatro polos, perforaciones circulares de 3 mm de
diametro en cada uno de los 6 pozos de la placa Falcon.

Finalmente se colocaron 5 pL de muestra en las perforaciones circulares de
los pozos, y se dejaron en refrigeracion por 48 horas, para después medir
directamente los halos de precipitacion.

Cuantificacion de peroxidacion lipidica (MDA) por el método de TBA

(acido tiobarbittrico)*
Esta técnica tiene como objetivo determinar la peroxidacion lipidica para conocer la
accion de los radicales libres generados a partir de la inflamacion.

Preparacién de la muestra:

1. Se colocaron aprox. 300 pL de sangre heparinizada en un tubo
Eppendorf, para centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos y después se
separo el plasma.

2. Posteriormente se transfirieron 100 pL de plasma a tubos Eppendorf y se
agregaron 10 pyL de BHT (butiril-hidroxitolueno) 2 mM.

3. Se tomaron 100 pL de ese plasma y se diluyeron en otro tubo Eppendorf
con 400 pL de PBS (phosphate buffer saline) y se agit6 manualmente.

4. En un tubo de ensayo vacio de 13X100 se colocaron 400 pL del plasma
diluido, mas 50 uL de BHT 12.6 mM y 400 uL de &cido ortofosforico 0.2 M.

5. En seguida se mezcldé en vortex por 10 segundos, y después se
adicionaron 50 pyL de TBA 0.11 M para mezclar de nuevo con vortex.

Produccioén de color:

1.

La coloracion comenzé con el calentamiento de la muestra en un bafio de
agua a 90 °C por 15 minutos, tapando con papel aluminio los tubos y
agitando ligeramente.

Se enfrié en hielo, y se agregaron 1000 puL de n-butanol y 100uL de NacCl
solucién saturada para agitar vigorosamente por 30 segundos.

Después de centrifugar a 500 rpm por 1 minuto, se transfirio la fase
butandlica a una celda utilizando una pipeta Pasteur.

Se realizaron las lecturas a 535 nm en un espectrofotbmetro Thermo
Scientific, modelo Spectronic 20+, y finalmente se realizé la curva estandar
de malondialdehido (MDA) a partir de 1,1,3,3-tetrametroxipropano (TMP),
pues este Ultimo es uno de los precursores mas utilizados*?, para obtener
concentraciones de MDA directamente representativas a la peroxidacion
lipidica.

Cuadro 2. Curva patron, estandar de MDA para peroxidacion lipidica.

0 0 600 200 200
0.2 5 600 200 195
0.4 10 600 200 190
0.8 20 600 200 180
1.2 30 600 200 170
2.2 50 600 200 150
2.8 70 600 200 130
4.0 100 600 200 100
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VIIl. Resultados

Los datos de los estandares para cuantificacion de las pruebas inmunologicas,
cuantificacion de nitritos, cuantificacion de ceruloplasmina radial y cuantificacion de
peroxidacion lipidica, se ubican en la seccion de anexos al final de este documento.

A los resultados de las técnicas inmunolégicas que se interpolaron dentro de las
concentraciones estandar, y a los datos del porciento cicatrizado, con ayuda del
programa SPSS Statistics Processor, se les aplicoO un analisis de varianza con
pruebas Post-hoc de diferencia de medias y subconjuntos homogéneos HSD de
Tukey, ambas con una significancia de 0.05. Se utiliz6 la prueba de Post-hoc para
determinar qué medias de los grupos tratados difieren significativamente con
respecto al grupo Blanco; y la prueba de HSD (Diferencia Honestamente
Significativa) de Tukey, util para los analisis de varianza de un factor, nos ayudé a
separar en subconjuntos homogéneos los grupos tratados comparandolos entre si
segun sus medias*®.

8.1. Estadisticas de los resultados
Cuadro 3. Medias de las técnicas aplicadas para verificar el efecto cicatrizante.
Prueba Media Error

Tipico

NITRITOS Co 2% 6 98.3905 7.097
(ng/mL) Co 4% 6 93.6813 6.275
Madecassol 6 101.2768 3.733

Blanco 6 118.8988 13.232

CERULOPLASMINA Co 2% 6 31.5000 0.569
(mg/dL) Co 4% 6 32.8500 0.829
Madecassol 6 31.0500 0.603

Blanco 6 32.8500 1.083

PEROXIDACION Co 2% 6 1.5743 0.099
LIPIDICA Co 4% 6 2.0575 0.112
(umol/L) Madecassol 6 1.3035 0.080
Blanco 6 1.7300 0.121

En el anexo se muestran de manera gréfica, en barras, las medias para cada
técnica utilizada.
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Pruebas Post-hoc
Cuadro 4. Resultados con comparaciones contra el blanco a través de pruebas posthoc
para técnicas inmunoldgicas.

: . J) Diferencia de Sig.
Variable dependiente medias (1-J)

NITRITOS Blanco Co2% 20.5083(*) 0.001
Co4% 25.2175(*) 0.001
Madecassol 17.6220(*) 0.001
CERULOPLASMINA Blanco Co2% 1.3500 0.637
Co4% 0.0000 1.000
Madecassol 1.8000 0.404
PEROXIDACION Blanco Co2% 0.1557 0.723
LIPIDICA Co4% -0.3275 0.155
Madecassol 0.4265(*) 0.043

* La diferencia entre las medias es significativa a P>0.05.

Cuadro 5. Resultados de medias en subconjuntos homogéneos para las pruebas
inmunoldégicas de Nitritos.

\| Subconjunto para P>
0.05

1
Co4% 6 93.681
Co2% 6 98.390
Madecassol 6 101.276
Blanco 6 118.898
Sig. 0.917 1.000

Cuadro 6. Resultados de medias en subconjuntos homogéneos para las pruebas
inmunologicas de Peroxidacion lipidica.

Subconjunto para P> 0.05

1 2 3
Madecassol 6 1.304
Co2% 6 1.574 1.574
Blanco 6 1.730 1.730
Co4% 6 2.058
Sig. 0.291 0.723 0.155
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Por otro parte, los datos para cicatrizacion fueron operados dando lugar al por
ciento cicatrizado, generado a partir de la comparacion porcentual de la diferencia
del diametro inicial menos el final, con respecto al 100% que es el mismo diametro
inicial, es decir:

. . 100%
% Cicatrizado = (D; — Dy)

l

Donde:
Di= Diametro inicial
D= Diametro final

Cuadro 7. Medias porcentuales de cicatrizacion para la evaluacion del efecto cicatrizante.

Media Error
Tipico

Grupo

Co 2% 43.8637 3.31573
Co 4% 59.4997 3.40116
Madecassol 59.0362 2.08735
Blanco 45.0972 1.68958

En el anexo se muestran de manera grafica las medias para cicatrizacion.

Pruebas Post-hoc
Cuadro8. Resultados con comparaciones mdultiples a través de pruebas posthoc para
evaluacion del efecto cicatrizante.

Diferencia de
medias (I-J)

Co 2% 1.23

Co 4% -14.40(*)
Madecassol -13.94(%)

* | a diferencia entre las medias es significativa a P> 0.05.

Cuadro 9. Resultados de medias en subconjuntos homogéneos para evaluacion del efecto

cicatrizante.
Grupo N

Subconjunto para

P> 0.05
Co 2% 6 43.863
Blanco 6 45.097
Madecassol 6 59.036
Co 4% 6 59.499
Sig. 0.988 0.998

8.2. Cortes histolégicos
Las siguientes imagenes fueron observadas por medio de un microscopio Zeiss,

modelo Primo Star, y son representativas de los cortes histolégicos, éstos no
menos importantes que las pruebas inmunoldgicas, ayudan a la interpretacion final
de resultados.
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Se observa tejido fibroso rico
en coladgenas en todo el campo
a manera de estrias.

Imagen 10. [100x, 2% Malva]: Presencia de infiltrado caracteristico de una reparacion.

Foliculo piloso.

Se muestra en forma ovalada.

Imagen 11. [40x, 2% Malva]: Presencia de infiltrado respetando un foliculo piloso en un
corte longitudinal.

Con lineas curvas y sin
aparente direccion se observan
fibras de colagenas
desorganizadas.

Imagen 12. [100x, 2% Malva]: Tejido de reparacion con presencia de fibras de colageno
desorganizadas.
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Fibroblastos.

Se observan como pequenos
CUerpos oscuros.

Imagen 13. [40x, 4% Malva]: Aumento de fibroblastos y fibras de colagena en el tejido de
reparacion.

Foliculo piloso.

Glandulas sebaceas.

Imagen 14. [40x, 4% Malva]: Tejido de reparacion respetando glandulas sebaceas y
foliculos pilosos.

Foliculo piloso

Corte longitudinal de foliculo
piloso rodeado de un
infiltrado  importante  de
fibroblastos.

Imagen 15. [100x, 4% Malva]: Infiltrado importante alrededor de foliculo piloso.
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Foliculos pilosos

Glandula sebacea

Tejido en reparacidn sin
ordenamiento aparente,
respetando foliculos pilosos que
se observa como una zona
oscura.

Imagen 16. [40x, Madecassol®]: Tejido en reparacion con abundantes fibras de
colagenas respetando foliculos pilosos con tono oscuro.

Se observa una cantidad de
fibroblastos no tan abundante

e

Imagen 17. [100x, Madecassol®]: Presencia de fibroblastos en tejido de reparacion.
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IX. Analisis de resultados

En el cuadro 3 se muestran las medias obtenidas con las técnicas para verificar la
cicatrizacion, como primer punto se hablard de la prueba realizada para
cuantificacion de nitritos.

De acuerdo al cuadro 4 donde se plasman las diferencias de medias, resulta que
existe una diferencia significativa del grupo Blanco con respecto a los otros grupos
tratados, esta diferencia se reafirma con su exclusibn como subconjunto en el
cuadro 5, lo que permite notar que tanto el Madecassol® como la Malva parviflora
tienen un efecto antioxidante aplicandose en una herida, pues estos tratamiento
obtuvieron una cantidad menor de nitritos a nivel plasmético en comparacion con el
blanco. Esto puede deberse a los antioxidantes naturales que se encuentran en las
plantas, pues como lo mencionan Ulm y Jenkins,tienen la propiedad de participar
en el control de estrés oxidativo causado por la radiaciéon solar y el oxigeno®°,por lo
que pueden servir como fuente natural para la obtenciébn de compuestos
antioxidantes.

Por otra parte, observando las diferencias de medias para cuantificacion de
ceruloplasmina en el cuadro 4, se detecta que no hay una diferencia significativa
entre los grupos tratados, es decir, el tratamiento de una herida ya sea con
Madecassol® o con Malva parviflora no reduce la inflamacién pues los niveles de
ceruloplasmina estan asociados directamente a la actividad inflamatoria. Parece
ser que como se ha indicado en otros estudios, la actividad antiinflamatoria es
atribuible solamente a Malva sylvestris, y dependiendo del tipo de extracto Malva
parviflora puede llegar a tener una pobre o nula actividad antiinflamatoria® 1. 51,

En el cuadro 3, entre los resultados de la cuantificacion de peroxidacion lipidica, se
observa que el grupo Co4% es el Unico grupo que tiene los niveles de MDA por
encima del Blanco, atribuyéndose asi a esta concentracién de malva, una ligera
actividad oxidante ya que no es significativamente diferente frente al grupo Blanco,
pero si frente al tratamiento con Madecassol®, pues en el cuadro 6 no los
homologa dentro un mismo subconjunto y los diferencia significativamente, es
decir, el tratamiento con extracto acuoso de malva al 4% presenté actividad
oxidante frente al Madecassol® pero no frente al blanco.

El andlisis de los resultados para la evaluacion del efecto cicatrizante de Malva
parviflora es un poco evidente, pues en el cuadro 7 donde se expresan las medias
del porcentaje cicatrizado de los distintos grupos, se observa que tanto el grupo de
Madecassol® como el de concentracibn de malva al 4% poseen un mayor
porcentaje de cicatrizacion, lo que representa una diferencia significativa de estos
grupos frente al Blanco representada en el cuadro 8. Esta diferencia separa a estos
dos grupos del Blanco estableciendo dos subconjuntos en el cuadro 9, lo que
quiere decir que solo los grupos tratados con Madecassol® y extracto de malva al 4
% muestran una mejora distintamente significativa ante el Blanco.

Ya que de manera macroscopica se observo cicatrizacion y contraccion de la

herida en todos los grupos tratados, los cortes histolégicos realizados a las zonas
de reparacion tisular son importantes para concluir sobre la eficiencia entre los
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grupos con tratamiento, pues con ayuda de estas imadgenes se puede observar la
calidad del proceso de cicatrizacion.

De la imagen 10 a la 12 que son las correspondientes al grupo Co2% se observa
de manera general infiltrado de tejido de reparacion con fibroblastos no tan
abundantes, pero respetando un punto de interés para el proceso de cicatrizacion,
los foliculos pilosos.

El tejido reparado con administracion de Madecassol también se caracteriza por
haber respetado foliculos, la imagen 16 es prueba de ello, sin embargo en la
imagen 17, la presencia de fibroblastos que son piezas clave de la cicatrizacion, no
es tan abundante como lo muestra en las imagenes 13 y 15,el grupo tratado con
extracto de malva al 4 %, pues en la imagen 15 los fibroblastos son abundantes y
continuos, y se congregan estrechamente al foliculo piloso que el extracto de malva
al 4% también ha respetado. Otro aspecto importante caracteristico de este grupo
es la presencia de glandulas sebaceas presentes en la imagen 14, lo que indica
gue la reepitelizacion también define estructuralmente estas glandulas.

A pesar de que no se observa en el tratamiento con malva al 4% una organizacion
epitelial muy clara del tejido, en las imagenes 13 y 14 el aspecto de éste es menos
rugoso comparado con las imadgenes 16 y 17 del grupo tratado con Madecassol®,
esto sugiere pensar que después de que haya terminado el proceso de
cicatrizacion, de manera macroscopica el tratamiento con malva al 4% brindara una
mejor apariencia. Todo esto en conjunto indica que la cicatrizacion con el
tratamiento con extracto acuoso de Malva parviflora al 4% es mas répida frente al
de Madecassol® en ratones, aclarando también que ambos presentan la capacidad
de acelerar y contribuir en el proceso de cicatrizacion.
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X. Conclusiones

El extracto acuoso de Malva parviflora aplicado topicamente sobre heridas ayuda a
tener una cicatrizacion eficiente comparado con Madecassol®, un medicamento
cicatrizante comercial. Esta caracteristica se observo en una formulacion topica al
4% de extracto soOlido en vaselina, pero no al 2%.En el estudio histologico se
observa una restauraciéon adecuada del tejido respetando foliculos pilosos y
glandulas sebaceas pero con una pobre organizacion celular.

32



XI. Perspectivas

Se sugiere que para complementar el estudio, se evalle el efecto cicatrizante del
extracto acuoso de Malva parviflora en varias formulaciones con concentraciones
mas altas al 2 % para establecer una relacion dosis-respuesta y poder conocer la
concentracion donde se obtenga un efecto cicatrizante 6ptimo.
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XIll. Anexo

Cuadro 10. Datos de la curva estandar para cuantificacion de nitritos.

Tubo  NaNO,ug  Abs . rﬁg;‘i -
Blanco 0 0.028 0.0
1 100 0.130 0.102
200 0.245 0.217
300 0.358 0.330
400 0.462 0.434
500 0.574 0.546

Gréfica 1. Gréfica de la curva estandar para cuantificacion de nitritos.
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Cuadro 11. Dato estandar para cuantificacion de ceruloplasmina radial.
Diametro del halo de Ceruloplasmina,

inhibicién: mm mg/dL
4 21.6
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Cuadro 12. Datos de la curva estandar para cuantificacion de peroxidacion lipidica.

ULLoe pl\rfl[;'IA/\L A cor?g;ida
Blanco 0 0.030 0.000
1 0.2 0.053 0.023
0.4 0.062 0.032
0.8 0.104 0.074
1.2 0.135 0.105
2.2 0.214 0.184
2.8 0.273 0.243
4 0.338 0.308
0.079
0.007
0.994

Gréfica 2. Gréfica de la curva estandar para cuantificacion de peroxidacion lipidica.
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Grafica 3. Concentraciones medias de los £ grupas tratados para Mitritos.
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Grafica 4. Concentraciones medias de los € grupos fratados para Ceruloplasmina.
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Grafica 5. Concentraciones medias de los 4 grupos fratados para Peraxidacion.
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Grafica €. Medias porcentuales de los 4 grupos tratados para evaluacion del efecto
cicatnizanie.
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