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RESUMEN

La cicatrizaciéon es un evento fisiolégico importante que incluye diversas etapas
(hemostasia/inflamacion, proliferacion y remodelacion). Una cicatrizacién no
apropiada tiene consecuencias notables, desde heridas que no cierran, cicatrices
inmaduras, cicatrices patologicas (hipertréficas y queloides), asi como disminucion
de la sensibilidad y riego sanguineo que llevan a la necrosis del tejido,
principalmente en las regiones mas distantes del organismo.

La corteza de cuachalalate (Amphipterygium adstringens) ha sido utilizada
tradicionalmente para el tratamiento de lesiones gastricas, cutaneas, lesiones de
boca, afecciones renales, urinarias, ginecologicas, y como cicatrizante; sin embargo,
hasta el momento no existe sustento cientifico de la actividad cicatrizante del
extracto de esta planta o de sus metabolitos, por o que en este trabajo se estudiaron
dichas propiedades cicatrizantes, utilizando un modelo murino de heridas
excisionales de espesor total en el dorso de rata Wistar.

Los compuestos evaluados fueron el extracto hidroalcohdlico 70%, metabolitos
aislados y purificados de la corteza de cuachalalate, cada uno por separado y una
mezcla de los mismos, asi también la combinacion con otro producto natural (aceite
de ajo)administrados tépicamente sobre las heridas durante un periodo de 15 dias.
La evaluacion macroscopica de las heridas se llevo a cabo por medio de la
determinacion del porcentaje de cierre y microscopicamente por analisis
histomorfoldgico.

En los resultados obtenidos, se observd que las heridas tratadas con el acido 3a-
hidroximasticadiendnico y con pirfenidona, presentaron mayor porcentaje de cierre al
dia 3 con respecto a los grupos control y con los otros tratamientos del cuachalalate
(p<0.05). El acido 3a-hidroximasticadienonico presentd un aumento considerable de
colagena y un empaquetamiento celular con distribucién semejante a lo normal. Por
otra parte, al dia 7, la mezcla de los acidos anacardicos y la pirfenidona presentaron
un mayor porcentaje en el cierre (p<0.05), con variaciones temporales relacionadas
con el empaquetamiento de las fibras de colagena.

Los resultados obtenidos sugieren que algunos metabolitos del cuachalalate como el

acido 3a-hidroximasticadiendnico asi como la mezcla de acidos anacardicos, poseen
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un efecto importante sobre la zona de reparacion de la herida cuando se administran
tépicamente.

Mediante el método de CAM (membrana corioalantoidea de embrion de pollo), el
acido 3a-hidroximasticadienodnico, la mezcla de los acidos triterpénicos, asi como la
mezcla de acidos anacardicos presentan propiedades que favorecen la formacién de
vasos sanguineos (proangiogénicos). Adicionalmente, la mezcla de acidos
anacardicos presenta actividad antimicrobiana frente a patdogenos comunes en
heridas que pueden provocar infeccion y un tiempo de cicatrizacidon notablemente
elevado.

Con ello se puede concluir el uso potencial de los compuestos de cuachalalate para
el tratamiento de heridas, que actuan a través de diversos estados patoldgicos,
evitando asi tasas de infeccion, disminuyendo la respuesta inflamatoria, favoreciendo
la angiogénesis y proporcionando al paciente una cicatriz menos visible y mas

aceptable estéticamente.
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INTRODUCCION

Algunas plantas medicinales y los principios activos derivados de éstas, han
demostrado beneficios para tratar las heridas cutaneas en diferentes modelos
animales. No existen datos precisos para evaluar la extension de la aplicacion global
de las plantas medicinales, no obstante, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
ha estimado que mas del 80% de la poblacion mundial utiliza, rutinariamente, la
medicina tradicional para satisfacer sus necesidades de atencion primaria de salud y
que gran parte de los tratamientos tradicionales implica el uso de extractos de
plantas o sus principios activos (Akerele, 1993).

La piel humana es un 6rgano complejo que cumple la funcion de barrera contra
patdogenos externos, estimulos fisicos y quimicos, termorregulaciéon, sintesis de
vitamina D, etc., (Proksch et al., 2008; Summerfield et al., 2015). Al estar expuesta al
medio ambiente, representa una importante proteccién fisica e inmunoldgica contra
lesiones e infecciones (Summerfield et al., 2015). Por lo tanto, la interrupcion de la
integridad de la piel puede conducir a la pérdida de funciones esenciales (Zeng et
al., 2018).

Las heridas pequefas y superficiales van acompafadas de contraccion de la piel y
crecimiento de células, seguido del cierre y recuperacion de la herida. Mientras que
las heridas grandes generalmente tienen dificultad para cerrar, lo que puede
provocar una infeccion grave y un tiempo de cicatrizacion prolongado, o inclusive
pérdida de la funcionalidad, ya que implican el compromiso funcional de musculos y
organos, cuyo tratamiento mas comun son intervenciones quirurgicas, representando
una mayor problematica.

En los Estados Unidos de Norteamérica, el costo promedio para curar una herida es
de $ 3,927 ddlares. Los colgajos y los injertos son los tratamientos de heridas mas
costosos, con un valor promedio de mas de $ 9,000 ddlares por herida. En general,
las heridas en la piel condujeron a un costo estimado de $ 75 mil millones de délares
en atencion médica directa y un costo indirecto de $ 11 millones de ddlares en los
Estados Unidos en 2013 (Zeng et al., 2018).

El cuachalalate (Amphiptherygium adstringens), es una planta de la familia

Julianiaceae. Donde los arboles de esta especie son resinosos. Es un género

17



americano que se encuentra desde México hasta Peru, y la planta se conoce
comunmente como cuachalalate, quechalalatl o cuachalala. Es cultivada en México
en los estados de Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Morelos, Puebla, Jalisco,
Michoacan, Colima y Estado de México (Olivera et al., 1999)

Es una planta medicinal comunmente utilizada en México y su corteza se vende en
casi todos los mercados del pais, algunas personas le atribuyen propiedades
curativas como cicatrizante, antibidtico, para disolver calculos biliares y calculos
renales, para atenuar colicos y fiebre, agente hipocolesterolemiante, antimalarico,
antiinflamatorio, para tratamiento de cancer del tracto digestivo y para curar ulceras
gastricas (olivera et al., 1999). El efecto cicatrizante del cuachalalate se ha reportado
desde 1832, donde se hace mencion que causa una aceleracién del proceso de
cicatrizacion, ademas, se describe su uso tépico veterinario para lavar y curar las
llagas de los caballos (Navarrete et al., 2009)

Con la finalidad de obtener evidencia experimental que permita el desarrollo de una
alternativa terapéutica para el tratamiento de heridas al acelerar y/o mejorar el
proceso de cicatrizacion y obtener una cicatriz estéticamente satisfactoria, en el
presente trabajo se estudiaron las propiedades cicatrizantes del cuachalalate, tanto
del extracto hidroalcohdlico al 70% como de sus metabolitos puros, una mezcla de
ellos, asi como una mezcla de extracto de cuachalalate y aceite de ajo comercial,
utilizando un modelo murino de heridas por escision, analisis histomorfolédgico, el
modelo CAM de embridn de pollo y la determinacion de las concentraciones minimas
inhibitorias sobre diferentes bacterias, y de esta manera dar el sustento cientifico del

uso tradicional de esta planta.
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1. Marco Teérico

1.1 Anatomia y fisiologia de la piel

La piel es el 6rgano mas grande en el cuerpo humano, pesa aproximadamente 4 kg
con una superficie promedio de 2 m? en el adulto. Desempefia multiples funciones
como barrera, para termorregulacién y la transmision de estimulos (Marks et al.,
2019; Summerfield et al., 2015). La piel es multiestratificada, lisa, suave, resistente,
flexible, elastica, extensible, turgente y humeda. Tiene dos caras, la externa y la
interna, unida al organismo, de modo que se encuentra sujeta a interaccion tanto del
medio externo como del interno. La superficie presenta entrantes y salientes,
depresiones y orificios. El grosor y color es variable segun factores raciales vy
genéticos, las regiones y la nutricion del individuo. El color ademas depende de
varios factores, como la cantidad del pigmento melanico, la red vascular, la
transparencia de las células epidérmicas e inclusive otros pigmentos como los
carotenos y la hemosiderina. La piel y sus anexos proceden de dos capas

embrionarias distintas: ectodermo y mesodermo (Tabla 1) (Amado, 2001).

Tabla 1. Origen embrionario de las estructuras de la piel (Amado, 2001)

Ectodermo Epidermis
Foliculos pilosos
Glandulas sebaceas y sudoriparas
UnRas
Melanocitos
Nervios, células de Merkel
Queratinocitos

Mesodermo Tejido conjuntivo
Musculo erector del pelo
Vasos y células de la dermis (fibroblastos, mastocitos, histiocitos)
Células de Langerhans

Desde el punto de vista histologico la piel se puede dividir en: epidermis, dermis,

anexos y grasa subcutanea, la division se ejemplifica en la Figura 1 (Amado, 2001).
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Figura 1. Anatomia de la piel (Marks et al., 2019).

1.1.1 Epidermis

Es la capa externa de la piel. La célula mas abundante es el queratinocito (95% de
las células que la constituyen). Se divide en cuatro capas principales segun el estado
de diferenciacion de los queratinocitos: células basales, estrato espinoso, estrato

granuloso y estrato cérneo (en orden ascendente) (Figura 2) (Amado, 2001).

Estrato
corneo

Estrato
granuloso

Células de Langerhans

Estrato
Melanocito espinoso

% 0/0 M
Capa de N %

Q) 9
lc’elullas (YA vz o Papila
ki 9, ] dérmica

/ )
{2/0jo\®

Célula de Merkel

Crestas interpapilares

Figura 2. Epidermis (Marks et al., 2019).

1.1.1.1 Estrato basal o germinativo
El estrato basal esta constituido de células cilindricas basofilas, dispuestas
perpendicularmente a la dermis, con mitosis y en constante proliferacion. De trecho

en trecho se observan células claras con nucleo pequeio llamadas melanocitos o
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células claras de Masson. Las células basales reciben irrigacion e inervacion de los
vasos Yy nervios de las papilas dérmicas y su continua diferenciacion origina las otras
capas celulares de la epidermis. Cada 5 a 10 queratinocitos se intercalan células
dendriticas (células de Langerhans) y no dendriticas (células de Merkel). Las células
de Langerhans son células presentadoras de antigenos que provienen de la médula
Osea y pertenecen al sistema de macrofagos-mononucleares; contienen granulos o
cuerpos raquetoides (de Langerhans o Birbeck). Las células de Merkel funcionan
como mecanoreceptores y tienen relacion con terminaciones nerviosas sensitivas
(Amado, 2001; Marks et al., 2019).

1.1.1.2 Estrato espinoso o de Malpighi

El estrato espinoso esta compuesto por varias capas de células poliédricas,
dispuestas en mosaico que tienen como caracteristica llevar en su citoplasma unas
fibrillas de pared a pared llamadas tonofibrillas que a nivel de la membrana parecen
condensarse y formar un “puente” de célula a célula llamado desmosoma. Los
desmosomas dan cohesion a la epidermis, cuando se destruyen, las células se
separan y sufren importantes alteraciones (acantolisis). Las células espinosas
también se unen a las basales por desmosomas y éstas a su vez presentan hacia su
cara profunda, hemidesmosomas que se unen a la dermis. Las células espinosas
contienen estructuras ovales cubiertas por una membrana (cuerpos de Odland) con
grandes cantidades de lipidos y enzimas hidroliticas (Amado, 2001; Marks et al.,
2019).

1.1.1.3 Estrato granuloso

El estrato granuloso esta formado de células con granulaciones de queratohialina
(precursor de la queratina) que han ido migrando de los estratos basales (Amado,
2001; Marks et al., 2019).

1.1.1.4 Estrato lacido
El estrato lucido sélo estad presente en piel muy gruesa, como las palmas de las

manos y plantas de los pies, formado por eleidina (Amado, 2001; Marks et al., 2019).
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1.1.1.5 Estrato corneo

El estrato cérneo es variable en su espesor desde 0.02 mm hasta 0.5 mm en las
plantas de los pies, esta constituido por hileras de células muertas, aplanadas, sin
nucleo y llenas de tonofibrillas con alta concentracion de grupos disulfuro contenidos
en la queratina. Se distinguen dos partes, la parte mas profunda o compacta
conserva aun los desmosomas y la parte mas superficial donde se rompen los
desmosomas vy las células se desprenden (Amado, 2001; Marks et al., 2019).

La unidn de la epidermis y la dermis no es plana, sino que presenta ondulaciones
debido a las papilas dérmicas y las crestas inter-papilares epidérmicas. Entre la capa
basal y la dermis se encuentra la membrana basal epidérmica. Esta se divide en: a)
membrana celular de la célula basal, b) lamina lucida, contiene laminina y epiligrina,
c) lamina densa y sub-lamina densa. Puede ser atravesada por diversas células y es
muy importante, pues le da la cohesion necesaria a la piel y si se ve alterada se
presentan problemas graves de separacion de la dermis a la epidermis. En estas
capas estan presentes los antigenos que se involucran en dos enfermedades
ampollosas: el penfigoide y la epidermdlisis bulosa adquirida; entre otras (Amado,
2001; Marks et al., 2019).

1.1.2 Dermis

Se clasifica en superficial, media y profunda. Compuesta de tejido conjuntivo, vasos,
nervios y anexos cutaneos. Contiene tres clases de fibras proteinicas: colagenas que
aporta su fuerza de tension, reticulares y elasticas que proporcionan cohesion y
elasticidad, wunidas por una sustancia fundamental compuesta de
glicosaminoglicanos y acido hialurdnico, la matriz, que provee unién y es el medio
donde se realizan las funciones metabdlicas, la difusion de nutrientes y oxigeno, y
sirve como andamio para la migracion celular en la reparacion de heridas. Las fibras
colagenas estan formadas por una escleroproteina en cuya formacion invervienen la
hidroxiprolina y la hidroxilisina. La colagena esta formada por diferentes subtipos
genéticos del | al XXIX de acuerdo con su morfologia, composicion y propiedades.
La colagena tipo | se encuentra en la dermis, piel, huesos, tendones y ligamentos; la
Il en cartilago; la Il en piel fetal y la IV en membrana basal. Las células que la

componen son: 1) fibroblastos, con nucleo fusiforme y en sus ribosomas se
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producen las moléculas de colagena y otras proteinas reticulares, elasticas y
sustancia intersticial; tienen funciones de proliferacion y migracion en respuesta a
estimulos quimotacticos, mitdgenos y citocinas, 2) miofibroblastos, involucrados en
la contraccion de heridas y tejido de granulacién, 3) histiocitos, con gran movilidad,
4) mastocitos o células cebadas, productoras de histamina, heparina y otros
mediadores de inflamacion y células del torrente sanguineo (Amado, 2001; Marks et
al., 2019).

La dermis superficial se llama papilar, es mas laxa con fasciculos delgados,
orientados de manera perpendicular a la epidermis, la dermis media o reticular tiene
fibras largas y densas y la dermis profunda formada por fibras gruesas horizontales
(Amado, 2001; Marks et al., 2019).

En la dermis en ocasiones se encuentran lobulillos de grasa y fibras musculares,
como en la piel del escroto, asi como el musculo erector del pelo (Figura 3) (Amado,
2001; Marks et al., 2019).

Epidermis -[

Dermis

#
Hi :
ipodermis M

Foliculo

Tajpdo graso Glandula sabacea

Figura 3. Epidermis, dermis e hipodermis. Tomado y modificado de https://oushia.com/sabias-que-nuestra-
barrera-con-el-exterior-esta-formada-por-celulas-muertas-pero-biologicamente-activas/capas-de-la-piel-

humana/(“Capas de la piel,” 2018)

1.1.3 Hipodermis
Es el tejido celular subcutaneo formado por adipocitos o células grasas que forman
lobulillos separados por tabiques de tejido conjuntivo (Figura 3), su funcién es servir

como reserva energética, aislantes de calor, amortiguacion de traumatismos, funcion
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endocrina (liberacién de leptina), comunicacién neurolégica e incitador de células

madre pluripotenciales (Amado, 2001; Marks et al., 2019).

2. Herida

Es la regidn anatdomica donde queda interrumpida la continuidad celular, resultando
en la pérdida local de fluidos, dolor por estimulos neurales y liberacion de productos
celulares a la circulacion (Ramirez-Hernandez, 2010). Puede variar desde un simple
corte en la integridad del epitelio de la piel o puede ser mas profundo, extendiéndose
dentro del tejido subcutaneo con dafo en otras estructuras como los tendones,
musculos, vasos sanguineos, nervios, 6rganos parenquimatosos e incluso huesos
(Velnar et al., 2009).

3. Proceso de cicatrizacion

La cicatrizacion es un proceso biolégico complejo que incluye una amplia gama de
fases que involucran a la coagulacion, inflamacion, sintesis y depdsito de la matriz,
angiogénesis, fibroplasia, epitelializacion, contraccion y remodelacion (Ribeiro et al.,
2009). Es importante para mantener la integridad de la piel después de una lesion y
asi reducir infecciones, molestias y secuelas. Una aberracién en la cicatrizacion,
como la cicatrizacion excesiva de la herida (cicatriz hipertrofica y queloide), mala
calidad (cicatrices retractiles) o defectos en la cicatrizacion como una herida crénica
(ulcera) afectan la funcién fisica normal y traen consigo problemas estéticos. La
cicatrizacion es un proceso importante y complicado que se rige por fases
secuenciales pero superpuestas, que incluyen: fase de hemostasia/inflamacion, fase
de proliferacion y fase de remodelacion (Senet, 2008; Wang et al., 2018). En el
proceso de cicatrizacidon intervienen numerosos factores de crecimiento generados
por las células implicadas en el proceso, lo que conduce a la reparacién del tejido
lesionado, en la Tabla 2 se muestran los principales de ellos, asi como las células

productoras (Senet, 2008).
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Tabla 2. Principales actividades de los factores de crecimiento durante la cicatrizacion cutanea
(Senet, 2008):

Células productoras Actividad
TGFB Plaquetas, macrofagos, Proliferacién de los fibroblastos y de las células
linfocitos, fibroblastos endoteliales, sintesis de matriz extracelular

PDGF Plaquetas, queratinocitos, = Migracion y proliferacion de los fibroblastos,

células endoteliales, sintesis de colagena

fibroblastos Quimiotactico para neutréfilos y monocitos
bFGF  Queratinocitos, Angiogénesis
(FGF2) fibroblastos, plaquetas Epitelizacion
VEGF Queratinocitos, Angiogénesis

macrofagos, plaquetas

KGF  Fibroblastos Migracién y proliferacién de los queratinocitos
(FGF 7)

EGF Plaquetas, queratinocitos, Migracion y proliferaciéon de los queratinocitos
macrofagos Proliferacion de las células endoteliales y de los

fibroblastos

3.1 Fase hemostasial/inflamatoria

La fase hemostasia/inflamatoria se produce inmediatamente después de la lesién
con la consiguiente pérdida de plasma, células y factores hacia el intersticio. La
hemostasia se inicia con la activacion de los elementos celulares de la sangre y lleva
a la formacién del coagulo o tapon hemostatico, proceso en el cual interfiere la
cascada de los factores de la coagulacién y el fendmeno de agregacion plaquetaria.
El factor esencial en la fijacién de las plaquetas es el de von Willebrand, una
glicoproteina perteneciente a la familia de las integrinas. Los neutrdfilos y los
macréfagos son las células que van a luchar contra la infeccion y producen la
generacion de radicales libres. En esta fase, las plaquetas y los macréfagos son las
fuentes principales de citocinas y factores quimiotacticos (Ramirez-Hernandez, 2010;
Senet, 2008). Esta fase puede ser dividida en dos eventos principales: la respuesta
vascular y la respuesta celular (Ramirez-Hernandez, 2010; Senet, 2008).
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3.1.1 Larespuesta vascular: hemostasia y coagulacion

Las diferentes cascadas de coagulacién son iniciadas por factores de coagulacion
de la piel lesionada (sistema extrinseco) y los trombocitos se activan para la
agregacion por medio de la colagena extravascular (sistema intrinseco). Los vasos
lesionados sufren una vasoconstriccion durante 5 a 10 minutos desencadenada por
las plaquetas, para reducir la pérdida de sangre y llenar el espacio con un coagulo
sanguineo compuesto de citocinas, asi como moléculas de fibrina, fibronectina,
vitronectina y trombospondinas formando una matriz provisional para la migracion de
leucocitos, fibroblastos y células endoteliales. Seguido a la vasoconstriccién continua
una vasodilatacién que permite que las células circulantes lleguen al foco de la
herida. Las plaquetas influyen en la infiltracion de leucocitos mediante la liberacion
de factores quimiotacticos (Reinke et al., 2012).

Tanto las plaguetas como los leucocitos liberan citocinas y factores de crecimiento
para activar el proceso inflamatorio (IL-1a, IL-1B, IL-6 y TNF-a), estimular la sintesis
de matriz (FGF-2, IGF-1, TGF-B), activar la transformacién de fibroblastos a
miofibroblastos (TGF-(), iniciar la angiogénesis (FGF-2, VEGF-A, HIF-1a, TGF-B) y
apoyar el proceso de reepitelizacion (EGF, FGF-2, IGF-1, TGF-a) (Reinke et al.,
2012).

3.1.2 Larespuesta celular: Inflamacién

La fase inflamatoria se activa durante la hemostasia y la fase de coagulacion. Puede
dividirse en una fase temprana con reclutamiento de neutréfilos y una fase tardia con
la aparicion y transformacion de monocitos. Los neutréfilos se reclutan en el sitio de
la lesidon y estan presentes durante 2-5 dias a menos que la herida se infecte, esto
debido a la respuesta de la via activada del complemento, a las plaquetas
desgranuladas y a los subproductos de la degradacién bacteriana (Reinke et al.,
2012; Senet, 2008).

El trabajo de los neutrdfilos es crucial durante los primeros dias después de la lesion,
por su capacidad fagocitica y la secrecion de proteasas que elimina las bacterias
locales y ayuda a degradar el tejido necrético, ademas, liberan mediadores como
TNF-a, IL-1B e IL-6, que amplifican la respuesta inflamatoria y estimulan VEGF e IL-

8 para una respuesta de reparaciéon adecuada. Comienzan su desbridamiento
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mediante la liberacion de sustancias antimicrobianas altamente activas (péptidos
cationicos y eicosanoides) y proteinasas (elastasa, catepsina G, proteinasa 3 y un
activador del plasmindgeno tipo urocinasa). Aproximadamente 3 dias después de la
lesion, los macrofagos entran en la zona de la lesidon y apoyan el proceso en curso
mediante la fagocitosis de patdgenos, restos celulares y células apoptéticas,
secretando citocinas proinflamatorias como la IL-1 y el TNF-a, promoviendo la
resolucion de la inflamacion. Ademas de sus funciones inmunolégicas como células
presentadoras de antigenos durante la reparacion de heridas, los macrofagos
desempefian un papel integral mediante la sintesis de numerosos factores de
crecimiento tales como TGF-B, TGF-a, FGF basico, PDGF y VEGF, que promueven
la proliferacién celular y la sintesis de moléculas de la matriz extracelular (MEC) para
la restauracion de los tejidos. Algunas interleucinas (p.ej. IL-1) y el TNF-a producidos
por los neutréfilos y macrofagos estimulan la sintesis de 6xido nitrico, que contribuye
a la actividad antiinfecciosa en la herida, ejerce una funcién inmunomoduladora y
estimula la proliferacién y migracion de queratinocitos. La respuesta inflamatoria es
esencial para el suministro de citocinas, responsables de los movimientos celulares y
tisulares, cruciales para los mecanismos de reparacion. Existe evidencia de que la
cantidad de inflamacion determina el grado de formacion de la cicatriz (Reinke et al.,
2012; Senet, 2008).

3.2 Fase proliferativa

En la fase de proliferacion (aproximadamente del dia 3-10 después de la herida) el
objetivo principal consiste en cubrir la superficie de la herida, formar tejido de
granulacion y restaurar la red vascular. Por lo tanto, junto a la migracion de
fibroblastos locales a lo largo de la red de fibrina y comienzo de la reepitelizacion
desde los bordes de la herida, hay otros eventos como neo-vascularizaciéon y
angiogénesis. La base de la nueva matriz de tejido conjuntivo es dada bajo el control
de citocinas reguladoras como IGF-1, EGF, TNF-a, IFN-y, el TGF-3 y el PDGF-BB,
que sirven para la migracion y proliferacion de fibroblastos. La sintesis de colagena
aumenta a lo largo del tiempo de reparacion de la herida, mientras que la
proliferacion de fibroblastos disminuye sucesivamente, ajustando el equilibrio entre la

sintesis y la degradacion de la MEC (Reinke et al., 2012; Senet, 2008).
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3.2.1 Angiogénesis / neovascularizacion

La restauracion del sistema vascular de la piel es una cascada compleja de eventos
celulares, humorales y moleculares en el lecho de la herida. Los iniciadores son
factores de crecimiento, como son: factor de crecimiento endotelial vascular(VEGF),
el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento
basico de fibroblastos (bFGF) y la serin proteasa trombina.

Las citocinas angiogénicas durante la cicatrizacion son el bFGF | sintetizado por
fibroblastos, macrofagos vy células endoteliales ; el factor de crecimiento
transformante 3 (TGF B), las angiopoyetinas, VEGF y PDGF. La expresion en las
células endoteliales de los receptores de la familia de las integrinas, en especial el
avPBs, receptor para la fibrina y la fibronectina, son indispensable para la
angiogénesis. La hipoxia tisular también estimula la angiogénesis, a la que también
contribuyen las proteasas que degradan la matriz extracelular.

Las células endoteliales activadas secretan enzimas proteoliticas que modifican la
lamina basal, por lo tanto, las células endoteliales ahora pueden proliferar y migrar
hacia la herida. Ademas, liberan metaloproteinasas de matriz lisando el tejido
circundante para la proliferacion endotelial en curso. Los brotes recién construidos
forman pequefos canales tubulares que se interconectan a otros. A partir de
entonces, los nuevos vasos se diferencian en arterias y vénulas y maduran mediante
una estabilizacion adicional de la pared de sus vasos mediante el reclutamiento de
pericitos y células de musculo liso. Finalmente, el flujo sanguineo completa el

proceso angiogénico (Reinke et al., 2012; Senet, 2008).

3.2.2 Formacién del tejido de granulacién

El ultimo paso en la fase de proliferacion es el desarrollo del tejido de granulacion
agudo, en este tiempo, la fase de remodelacion ya inicio. El tejido transicional,
reemplaza la matriz provisional de la herida basada en fibrina/fibronectina y puede
producir una cicatriz por maduracion. Ademas, se caracteriza por una alta densidad
de fibroblastos, granulocitos, macréfagos, capilares y haces de colagena poco
organizados. Como resultado, aparece con un enrojecimiento clasico y puede
traumatizarse facilmente. Las células dominantes en esta fase son los fibroblastos,

que sintetizan una nueva matriz extracelular que en un principio esta formada sobre
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todo por colagena Ill y colagena |, fibronectina y glicosaminoglicanos (acido
hialurénico, sulfato de condroitina, sulfato de dermatan y sulfato de heparan),
fibronectina y proteoglicanos. También participan en la remodelacion de la matriz a
través de la produccion de enzimas proteoliticas, entre las cuales destacan las
metaloproteinasas (colagenasa o MMP-1, gelatinasa o MMP-2, estromelisina o
MMP-3). La formacion de la MEC representa otro paso importante, ya que
proporciona un andamio para la adhesion celular y criticamente regula y organiza el
crecimiento, movimiento y la diferenciacion de las células dentro de ella. El
fibroblasto es, por lo tanto, el precursor de la matriz provisional de la herida y en la
que tiene lugar la migracién celular y la organizacion respectiva. Al final de esta fase,
el numero de fibroblastos en maduracion se reduce por la diferenciacion a
miofibroblastos y termina con su apoptosis consecutiva (Reinke et al., 2012; Senet,
2008).

3.2.3 Reepitelizacion

El proceso de reepitelizacidon esta regulado por los queratinocitos en los bordes de la
herida y por las células troncales epiteliales de los foliculos pilosos o las glandulas
sudoriparas. Este proceso se activa mediante rutas de sefalizacion de células
epiteliales y no epiteliales que liberan diferentes citocinas y factores de crecimiento.
El 6xido nitrico (NO) y los factores de crecimiento de la familia del EGF, el factor de
crecimiento de los queratinocitos (KGF) y los TGF a y B son los mas importantes
durante la fase de epitelizacidé n, es decir, de la adherencia de los queratinocitos, asi
como de la reconstruccién de la unién dermoepidérmica.

La inhibicién por contacto y la tension fisica en los desmosomas y hemidesmosomas
produce mediadores lipidicos y activa cinasas asociadas a la membrana (SRC
cinasas) dando como resultado una permeabilidad incrementada de las membranas
para iones, como el calcio. Esto muestra una sefial de iniciacion a las células en los
bordes de la herida con una retraccion y reorganizacién de sus tonofilamentos
intracelulares en la direccién de la migracion (Reinke et al., 2012; Senet, 2008).
Mediante la disolucion enzimatica de los desmosomas, a través de la colagenasa y
la elastasa, los queratinocitos activados migran a lo largo del coagulo de fibrina

preformado en las capas superiores del tejido de granulacién, a lo largo de un
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gradiente quimiotactico establecido por mediadores como IL-1, y sobre una matriz
rica en fibronectina en el centro de la herida. La migracion se rige mediante la
polimerizacion de las fibras de actina del citoesqueleto y la formacién de una
adhesién focal en la MEC mediada por integrinas. Estos mecanismos del
citoesqueleto estan regulados por Rho GTPasas (Rho, Rac, Cdc42). Las GTPasas
son los cambiadores de la organizacion intracelular de las fibras y son esenciales
para un proceso de epitelizacion, asi como para la terminacién de la migracién. Este
proceso continua hasta que las células migratorias se tocan entre si, entonces, las
GTPasas disminuiran su expresiéon lo que lleva a una reorganizacion del
citoesqueleto. La integracion del epitelio opuesto se realiza por una degradacion de
las fibras de actina que son sustituidas por contactos de adherencia intercelular para

finalmente cerrar la herida (Reinke et al., 2012; Senet, 2008).

3.3 Fase de remodelacién

La remodelacion es la ultima fase de la cicatrizacion. La formacion de tejido de
granulacion se detiene a través de la apoptosis de las células. Durante la
maduracion de la herida, los componentes de la MEC sufren ciertos cambios. La
colagena lll, que se produjo en la fase proliferativa, ahora se reemplaza por
colagena | mas fuerte. Este tipo de colagena esta orientada en pequefios haces
paralelos y, por lo tanto, es diferente de la colagena de tejido de la dermis sana.
Posteriormente, los miofibroblastos causan contracciones de la herida debido a su
multiple adhesién a la colagena y ayudan a disminuir la superficie de la cicatriz en
desarrollo.

Asimismo, los procesos angiogénicos disminuyen, el flujo sanguineo de la herida
disminuye, y la actividad metabdlica de la herida se reduce y finalmente se detiene.
Existen ciertos componentes de la piel que nunca se recuperaran por completo
después del cierre de la herida, a diferencia de la curacion de heridas fetales, los
apéndices sub-epidérmicos como los foliculos pilosos o las glandulas sudoriparas no
tienen potencial para sanar o volver a crecer después de una lesion grave.

La epidermis de la cicatriz resultante difiere de la piel ilesa después de la
cicatrizacion debido a la falta de papilas que normalmente estan ancladas en la

matriz subyacente del tejido conjuntivo y son responsables de la estrecha conexion
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de la epidermis con la dermis (Proksch et al., 2008). La resistencia de la cicatriz al
estiramiento después del proceso de cicatrizacion es de alrededor del 15% de la que
observa en la piel normal . La remodelacié n de la matriz incrementa de manera
considerable la resistencia de la cicatriz, que alcanza el 80-90% de su fuerza final
hacia la 62 semana (Reinke et al., 2012; Senet, 2008).

4. Tipos de cicatrizacion

4.1 Cicatrizacion por primera intencion

La cicatrizacidn por primera intencion ocurre en heridas con bordes limpios vy
definidos, sucede cuando los bordes de la herida de grosor completo se aproximan
poco después de que se ha creado la herida primaria. Es la manera ideal de tratar
una herida. La epitelizacion y la contraccion tienen poco que ver, aunque se produce
una epitelizacion minima dentro de las 24 horas y se sella la herida de

contaminacion bacteriana (Carrico et al., 1984).

Primera intencion Suturas / Cicatriz fina

} Epidermis

Dermis

Tejido
}Subcuténeo

Figura 4. Cicatrizacién por primera intencion. Tomado y modificado de https://nursekey.com/skin-integrity-and-
wound-care/

4.2 Cierre primario diferido

En este tipo de cierre, la herida se encuentra muy contaminada y por lo tanto el
cierre se retrasa, lo que permite tiempo para respuestas inflamatorias € inmunes del
huésped para controlar la infeccion. Se disminuye la morbilidad por infeccion de la
herida mientras que el desarrollo de la fuerza de la herida permanece intacta
(Carrico et al., 1984).
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Cierre primario diferido Sutura Cicatriz

7A

Figura 5. Cierre primario diferido. Tomado y modificado de https://nursekey.com/skin-integrity-and-wound-
care/

4.3 Cicatrizacion por segunda intencion

Esto se realiza mediante procesos biolégicos naturales sin intervencion quirargica,
que generalmente ocurre en heridas grandes asociadas con la pérdida de piel o
tejido blando. Aunque la epitelizacién y el depdsito de colagena estan involucrados,
la contraccion es el fendbmeno mas importante en el cierre espontaneo de grandes
heridas abiertas. A menos que ocurra una contraccion y se unan las estructuras
dérmicas, la superficie de granulacion estara cubierta solo por una capa de células
epiteliales que son inutiles para proporcionar cobertura con fuerza e integridad,
Como es logico, estas heridas tardaran mas para cicatrizar y la cicatriz sera de

mayor tamafo y por tanto menos estética (Carrico et al., 1984).

Células epiteliales y

Segunda intencion
g Tejido de cicatriz Cicatriz

Figura 6. Cicatrizacion por segunda intencion. Tomado y modificado de https://nursekey.com/skin-integrity-and-
wound-care/
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5. Microbiologia de las heridas

Las heridas abiertas han perdido su barrera protectora de la piel y pueden ser
invariablemente colonizadas por microorganismos. La contaminacion se define como
la presencia de organismos no replicantes dentro de una herida, mientras que la
colonizacion es definida como la presencia de organismos replicantes en la herida
provocando dano tisular local (Izadi et al., 2005).

Una biopelicula bacteriana puede definirse como una comunidad compleja de
bacterias incrustadas dentro de una matriz de sustancia polimérica extracelular
fabricada por ellas mismas, es un complejo estructural y dinamico que proporciona a
las bacterias un entorno idoéneo que les permite que sobrevivan y se desarrollen en
las heridas cronicas y que afectan la cicatrizacion en el 60% de las heridas de la piel
(Seth et al., 2012; Brandenburg, et al., 2018).La resistencia a antibiéticos por parte
de las bacterias en la biopelicula, contribuye a la cronicidad de las infecciones. A
diferencia de las heridas agudas, todas las heridas cronicas contienen un nivel
tisular de flora microbiana (Izadi et al., 2005).

Una infeccion puede alterar el proceso de cicatrizacion al prolongar la fase
inflamatoria, entre otros efectos, por accion de las enzimas bacterianas que ademas
degradan la fibrina y factores de crecimiento que son esenciales para que se lleve a
cabo. Ciertos factores como la inmunosupresion, la desnutricion y la hipoxia, pueden
aumentar la probabilidad de infeccion de heridas (lzadi et al., 2005).

La disminucion de una adecuada cicatrizacion se asocia con una carga bacteriana
de mas de 10° bacterias por gramo de tejido(Howell-Jones et al., 2005).

Patégenos especificos como Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulasa
negativos, Enterococcus spp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa vy
Enterobacter spp., son los principales causantes de efectos adversos sobre la
cicatrizacion de heridas. Las caracteristicas de algunas de ellas se muestran en la
Tabla 3 (Clinmicrorevs et al., 2016; Howell-Jones et al., 2005).
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Tabla 3. Caracteristicas principales de algunos patégenos especificos

Bacteria

Descripcion, clasificacion y patogenicidad

Staphylococcus
aureus

Bacteria Gram-positiva, sin motilidad, no formador de esporas, anaerobia
facultativa, catalasa positivo (Karsten et al., 2011).Su capacidad patogénica se
agrava por la adquisicion de resistencia a multiples antibidticos y otros agentes
con capacidad antimicrobiana, al actuar a nivel intracelular, tiene potencial para
evadir la respuesta inmune, presentandose serios casos de infeccién e
incrementando las medidas de prevencion y tratamiento (Becker, 2018).
Colonizador comun de la piel humana, también presente en diferentes animales.
Presente en area nasofaringea, piel, tracto vaginal, y el intestino. Causa
infecciones piogénicas y/o sistémicas que pueden afectar a todos los érganos y
sistemas, y enfermedades mediadas por toxinas, ambas a menudo con graves
consecuencias. Las infecciones cutaneas y de tejidos blandos son las mas
frecuentes y otras importantes incluyen infecciones de heridas, mastitis,

meningitis, neumonias, infecciones éseas y articulares (Becker, 2018).

Streptococcus
mutans

Coco Gram positivo, dispuesto en cadena, no movil, catalasa negativo,
productor rapido de acido lactico. Su habitat natural es la boca humana,
adhiriéndose muy cerca de la superficie del diente y en lesiones cariosas (Ojeda
et al., 2013). Es capaz de adquirir nuevas propiedades que permiten la
expresion de patogenicidad y virulencia (Krzysciak et al., 2014). La interaccién
de S. mutans con componentes del huésped (plaquetas, macrofagos, proteinas
de la MEC) puede interferir con la funcion normal del sistema inmune y
aumentar la inflamacién, lo que produce un retraso en la reparacion de los
tejidos y la homeostasis. S. mutans posee proteinas de superficie con
propiedades de union al colagena: la adhesina superficial SpaP, la proteina A
asociada a la pared celular (WapA), Cnm y Cbm que son importantes factores
de virulencia en infecciones sistémicas ya que otorgan a S. mutans la capacidad
de unirse a practicamente cualquier sitio de tejido que contenga colagena
expuesto y colonizarlo, exacerbando la patologia de la enfermedad al bloquear
los mecanismos de reparacion de los tejidos y causando una disfuncion
endotelial. La expresion de proteinas de unién a colagena (CBP) permite a S.
mutans evadir la respuesta inmune y la eficacia de ciertos tratamientos
antimicrobianos a menudo dando como resultado infecciones profundas y

persistentes (Avilés-Reyes et al., 2017).
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Tabla 3. Caracteristicas principales algunos patdégenos especificos (continuacion).

Bacteria Descripcion, clasificacion y patogenicidad

Pseudomonas Bacilo Gram negativo, no formador de esporas, causante de multiples

aeruginosa enfermedades. Patdégeno oportunista que es uno de los principales causantes
de infecciones nosocomiales y potencialmente mortales en pacientes con
fibrosis quistica (FQ), quemaduras, infecciones del tracto urinario (ITU),
infecciones de la piel, infecciones pulmonares, infecciones gastrointestinales, y
otras, especialmente en pacientes con quemaduras graves, y pacientes inmuno-
comprometidos, como aquellos con cancer o SIDA. Debido a que posee un gran
numero de factores patogénicos, esta bacteria muestra una alta resistencia a
los antibiéticos mas comunes, por lo que es dificil de tratar y limita las opciones

terapéuticas (Mohd et al., 2018;Nithya et al., 2013).

Escherichia coli  Bacilos Gram-negativos cuyo habitat natural es el intestino de humanos y
animales, involucrada en problemas gastrointestinales, meningitis neonatal,
infecciones de tejidos blandos, respiratorias y de la piel, infecciones
postoperatorias, prostatitis e infecciones intraabdominales, cualquiera de los
cuales puede conducir a bacteriemia y sepsis (Poolman, 2016). La prevalencia
de cepas de E. coli multirresistentes esta aumentando en muchos paises siendo
un peligro importante para la salud humana. Se estima que las infecciones de E.
coli resistentes a los antibidticos representan la mitad de la carga mundial de

infecciones resistentes cada afio (Poolman, 2016)

En las infecciones multirresistentes es menos probable que las bacterias respondan
al tratamiento, que requieran antibiéticos adicionales y mas costosos, tengan mas
probabilidades de resultar en hospitalizacién o prolongar la hospitalizacién, aumento
en las complicaciones infecciosas, lo que conlleva a un problema potencialmente
letal, costoso y en aumento mundialmente (Poolman, 2016). Uno de los principales
problemas asociados a las infecciones, es la aparicion de resistencia a antibiéticos
de uso comun, debido principalmente a su abuso e inadecuada utilizaciéon, se han
generado microorganismos multirresistentes, con importantes repercusiones en los
pacientes y en los sistemas de salud, aparicién de brotes epidémicos, elevacion de
la morbilidad y mortalidad, asi como de los costos (Cervantes-Garcia et al., 2014).

Actualmente, los investigadores se han centrado en alternativas novedosas, como

extractos de plantas y numerosos compuestos medicinales derivados de plantas
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bioldgicamente activas, ya que se han utilizado durante miles de afos como

tratamientos tradicionales para las infecciones humanas (Dolatabadi et al., 2018).

5.1 Pruebas antimicrobianas

Los objetivos de las pruebas antimicrobianas son detectar la resistencia de
patdgenos comunes a farmacos y compuestos de eleccion para infecciones
particulares. Los métodos de prueba mas utilizados incluyen la microdilucion en
caldo asi como métodos rapidos de instrumentos automatizados. Los métodos
manuales que proporcionan flexibilidad y ahorro de costos incluyen el método de
difusion en disco y métodos de dilucion. Cada método tiene sus puntos fuertes y
debilidades, incluyendo organismos que pueden ser probados. Algunos métodos
proporcionan resultados cuantitativos (p. €j., concentracion inhibitoria minima CMI), y
todos proporcionan evaluaciones cualitativas de los microorganismos utilizando las

categorias susceptibles, intermedias, o resistente (Reller et al., 2009).

6. Modelos para evaluar cicatrizacion

La busqueda de nuevas terapias en la cicatrizacion de heridas se basa en varios
modelos de laboratorio, tanto in vitro como in vivo. Estos modelos nos permiten
comprender mejor la biologia basica de la cicatrizacion de heridas normales y
patolégicas, necesario para la investigacion de la seguridad y eficacia de un
producto durante el desarrollo de terapias bioldgicas especificas para uso clinico;
son Uutiles para definir parametros farmacocinéticos, seleccion de indicaciones
clinicas, determinacién de formulaciones apropiadas y analisis de agentes
individuales y combinaciones de agentes (factores de crecimiento); para usarlos de
manera efectiva, es importante entender qué informacion puede proporcionar cada
uno y cuales son sus limitaciones. (Gottrup et al., 2000).

Un modelo se define como "una representacion de un objeto real o verdadero"
(Gottrup et al., 2000). La busqueda de nuevas terapias en la cicatrizacion de heridas
se basa en una serie de modelos de laboratorio, tanto in vitro como in vivo, que nos
permiten comprender mejor el cierre de heridas normales y patolégicas. Los modelos
in vitro sirven para aislar elementos especificos del proceso de cicatrizacion

(generalmente cultivos celulares de fibroblastos, queratinocitos, macréfagos y
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células endoteliales o cultivos de érganos) y estudiarse en un sistema mas simple
que permite interpretar mas facilmente los resultados (Boyko et al., 2017; Gottrup et
al., 2000).

6.1 Modelos in vitro

Son generalmente rapidos, simples, menos costosos e implican consideraciones
éticas minimas en comparacion con los modelos de heridas in vivo. Se pueden
investigar simultaneamente varios agentes farmacolégicos o factores a diferentes
concentraciones sin la heterogeneidad inherente de los modelos in vivo. Son
apropiados para estudiar el mecanismo de accion, eventos celulares y moleculares
de un compuesto, pero ya que son modelos altamente artificiales, la ultima prueba
de un agente cicatrizante requiere replicacion y validacion en estudios con animales.
Los modelos in vitro se pueden dividir en sistemas individuales o multicelulares y
cultivos de 6rganos (Tabla 4) (Boyko et al., 2017; Gottrup et al., 2000).

Tabla 4. Modelos in vitro de cicatrizacion usados en investigacion (Gottrup et al., 2000)
Tipo de Modelo Parametros a estudiar

Sistemas de células individuales
Monocapas Migracion, proliferacion, sintesis de proteinas
Tridimensional Interacciones célula-matriz, migracion, proliferacion, sintesis
de proteinas, contraccion de la herida

Sistemas multicelulares

Co-cultivos Interacciones célula-célula

Tridimensional Interacciones célula-matriz, interacciones célula-célula,
migracion, proliferacion, sintesis de proteinas, contraccion
de la herida

Cultivo de 6rganos
Piel intacta Epitelizacion, fuerza tensil, morfologia

6.2 Modelos in vivo

Existe una gran variedad de especies que se han utilizado en estudios de
cicatrizacion de heridas por su parecido con la piel de los humanos (Figura 8), se ha
utilizado la piel de mamiferos como rata, ratén e inclusive cerdo. Sin embargo, a

pesar de la misma estructura basica, tienen caracteristicas de cicatrizaciéon
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diferentes, los modelos de cicatrizacion in vivo los podemos clasificar en modelos de

no mamiferos (Tabla 5) y modelos de mamiferos (Boyko et al., 2017).

Tabla 5. Modelos in vivo de cicatrizacién usados en investigacion
Modelos de no mamiferos

melanogaster)

Modelo Ventajas Desventajas
Mosca de la DNA completamente secuenciado, tiempos Piel compuesta de una capa
fruta de regeneracion rapidos 'y grandes de células epidérmicas,
(Drosophila  cantidades de progenie (Boyko et al., 2017).  carecen  de sistema

circulatorio, miofibroblastos y
foliculos capilares (Boyko et
al., 2017).

(Danio rerio)

crianza y reproduccion son bajos(Vargas-
Vargas et al.,, 2017). Su piel consiste de
fibroblastos, y una epidermis compuesta de
queratinocitos.

Disponibilidad para visualizar el proceso de

Nemétodo Genoma bien estudiado, tiempo de Epidermis de epitelio simple
(Caenorhabditis  generacién rapido, conocimiento sobre el sobre una ldmina basal y
elegans) linaje de todas las células, facilitando estudios secreta una cuticula
sobre células involucradas en la respuesta al colagena flexible (Boyko et

dafno (Boyko et al., 2017). al., 2017).
Pez cebra Alta fecundidad y desarrollo y costo para su Falta de anticuerpos contra

las proteinas de superficie,
dificultad del establecimiento
de ciertos cultivos celulares
(Santos, 2011).

axolotl, tritén y
salamandra

cicatrizacion en tiempo real mediante
videograbacién (Santos, 2011).
Anfibios como Notable capacidad para regenerar tejido

perdido o dafado, y lo hacen sin formacion
de cicatriz aparente, incluso después de la
amputacion, pueden regenerar una
extremidad completamente funcional (Boyko
etal., 2017).

6.3 Modelos de mamiferos

Los ratones son los animales mas populares en los que se llevan a cabo
experimentos de cicatrizacion. Son faciles de manejar, econdmicos y tienen un ciclo
de vida corto. La principal diferencia entre la piel del ratén y la humana es que los
ratones poseen un paniculo carnoso, que es una capa delgada de musculo

esquelético situada entre la grasa subcutanea y la dermis, un equivalente del cual
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solo esta presente en el platisma del cuello humano. Como resultado, los ratones
curan las heridas escisionales mas por contraccidon que por reepitelializacion,
mientras que ocurre lo contrario en los humanos. Una estrategia para asemejarlo al
humano es suturar los bordes de la herida a un anillo de silicona, forzando a la
herida a cicatrizar principalmente por reepitelizacion (Boyko et al., 2017).

Existen variaciones de la herida incisional o de escision basica para permitir el
estudio de elementos especificos de curacion de heridas. En la Figura 7 se muestran
algunas de ellas, a) heridas por escision, b) implantacion de una camara en la
herida, c) modelo de ulcera por presion con aplicacion de imanes, d) modelo de
colgajo isquémico y e) modelo de cicatrizacion hipertrofica con dispositivo de
distraccion (Boyko et al., 2017).

a) b)

c) d) e)

—

(0= u %

1

Figura 7. Variaciones de los modelos in vivo de cicatrizacion en ratones. Tomado y modificado de (Boyko et al.,
2017).

Los modelos de heridas incisionales y escisionales se pueden reproducir con
precision y estan disponibles para multiples investigaciones, la forma de la herida
depende del propdsito del estudio, son empleados para investigar el proceso de
cicatrizacion de heridas y la influencia de diferentes agentes topicos, sistémicos y
locales, asi como también de apdésitos (Gottrup et al., 2000).

En los modelos de herida escisional se retira una parte de piel de espesor total
(como se encuentra a menudo en la practica clinica); en la mayoria de los casos se

usa la parte posterior del animal, aunque también se emplean las orejas. En los
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humanos se emplean biopsias para su estudio. Se puede evaluar epitelizacion,
contraccion, reconstitucion dérmica, inflamacién, quimiotaxis, angiogénesis,
produccion/organizacion de la matriz y cosmética funcional. La lesion se puede
observar y cuantificar mediante el cambio de area seguida de histologia, aunque su
principal desventaja es que la herida sana tanto por los bordes como por la
contraccion. Muchas de las especies utilizadas para este tipo de investigacion (raton,
rata, conejo y hamster) tienen un paniculo carnoso subcutaneo, que contribuye al
proceso de reparacion (a través de la contraccion y la formacién de colagena). La
especie de laboratorio con la distribucion de la piel considerada mas cercana a los
seres humanos es el cerdo, tanto en espesor como en estructura, por lo que se
pueden estudiar quemaduras, heridas isquémicas y heridas por escision e incision,
que junto con la rata, han sido las especies estandar para estas investigaciones. Sin
embargo, el cerdo tiene la desventaja de una cicatrizacion y contraccion muy rapida,
son grandes y costosos para mantener, lo que los hace utiles unicamente para
ensayos preclinicos finales (Boyko et al., 2017).

En los modelos de herida incisional, las heridas pueden hacerse en cualquier parte
de la superficie del cuerpo, asi como en la mayoria de los érganos (retina, tendones,
fascia, dentro de las cavidades corporales, etc.), en ellos se realiza el analisis del
desarrollo de la resistencia a la rotura (resistencia biomecanica), ya sea
fisiolégicamente o cuando esta influenciado por agentes locales o sistémicos;
también permite investigaciones de parametros bioquimicos, contenido de colagena
e histologia (Boyko et al., 2017; Gottrup et al., 2000).

En el modelo de implantacién de esponjas de polivinilo, poliuretano y celulosa,
alcohol polivinilico o camaras de malla de alambre de acero inoxidable en un bolsillo
subcutaneo, crea un espacio muerto que se sella con tejido de granulacion que se
desarrolla en la periferia, y se pueden analizar factores de crecimiento, hormona del
crecimiento, agentes farmacoldgicos, etc., y medirse mediante analisis histologico,
histoquimico y bioquimico. Las ventajas de estas camaras incluyen la capacidad de
muestreo frecuente (durante mas de cuatro semanas e incluso durante varios
meses) y recoleccion de grandes cantidades de fluido de la herida y tejido de

granulacién. La desventaja es su tamafio y el tiempo requerido para obtener tejido
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de granulacién, suelen usarse roedores, principalmente ratas (Boyko et al., 2017;
Gottrup et al., 2000).

Los primates, tipicamente monos Rhesus, ofrecen una aproximacion muy cercana a
la piel humana, debido a que su gestacion es similar a la de los humanos, se han
utilizado en algunos de los estudios iniciales que documentan la capacidad de la piel
fetal para cicatrizar sin dejar cicatrices en contraste con la piel adulta normal (Boyko
et al., 2017).

a) b)
~10,000x

Figura 8. llustracion de las capas de la piel en diferentes animales usados en la investigacion de cicatrizacion a)
larva de Drosophila melanogaster, b) Caenorhabditis elegans, c) pez cebra, d) ratén, e) cerdo y f) humano.

Tomado y modificado de (Boyko et al., 2017).

6.4 Modelos angiogénicos

El término angiogénesis se refiere al proceso que conduce a la formacién de nuevos
vasos sanguineos a partir de la vasculatura preexistente (Martinez-Ezquerro et al.,
2006). Este proceso es una parte de las respuestas fisioldgicas normales, por
ejemplo, a la lesion tisular, asi como un paso critico en la patologia de la progresion
tumoral. Los mecanismos especificos que subrayan el cambio angiogénico implican
una remodelacién selectiva de la MEC por enzimas proteoliticas y la induccion,
generacion o liberacion de factores de crecimiento angiogénicos, que inducen la
formacion del endotelio, seguido de reorganizacion y formacién de nuevos vasos

sanguineos (Deryugina et al., 2008).
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Para analizar los mecanismos subyacentes a la angiogénesis normal y patoldgica,
se han establecido numerosos ensayos in vitro e in vivo. Los ensayos in vitro
proporcionan datos faciles, rapidos y asequibles, sin embargo no pueden
considerarse concluyentes; debe confirmarse por otros ensayos de complejidad
creciente, que incluyen ensayos in vivo, los cuales emplean diferentes especies de
animales de laboratorio, incluidos mamiferos (raton, rata, hamster y conejo), aves
(pollo y codorniz) y peces (principalmente peces cebra) (AlMalki et al., 2014).

El uso de modelos de embriones de pollo para estudios angiogénicos se ve facilitado
por la existencia de un tejido respiratorio especializado, denominado membrana
corioalantoidea de pollo (CAM) que permite el intercambio gaseoso entre el embrion
y la atmosfera que lo rodea y en efecto cumple la funcion de un pulmén durante la
vida embrionaria, este modelo ha dado lugar a un progreso importante en la
elucidacion de los mecanismos de accion de varios factores angiogénicos y
antiangiogénicos (Deryugina et al., 2008; Ribatti et al., 2008). La gran ventaja del
ensayo in ovo es que al igual que los ensayos in vivo se emplea un organismo
completo con todas sus respuestas fisiolégicas pero con la gran ventaja de que no
se utilizan métodos invasivos. La cuantificacion suele ser rapida y precisa, ademas
de que el método es rapido y sencillo de realizar (AlMalki et al., 2014).

Los modelos de cicatrizacion de heridas descritos anteriormente permiten la prueba
de terapias potenciales para diversas afecciones patoldgicas. El objetivo final de la
terapia es restaurar la piel de manera completamente funcional con cicatrices
minimas o nulas, asi como comprender mejor la biologia y traducir esto a la terapia
humana (Boyko et al., 2017).

7. Tratamiento para la cicatrizacién de heridas

7.1 Farmacos para cicatrizacién de heridas

En la actualidad, se estan desarrollando nuevos medicamentos para la cicatrizacion
de heridas con una gran variedad de indicaciones, que en su mayoria se enfocan a
terapias topicas dirigidas a vias bioquimicas y moleculares especificas
representando una ruta prometedora para mejorar, y en algunos casos, normalizar el

proceso de cicatrizacion. Las areas de interés actual se enfocan en la asepsia, el
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desbridamiento, balance de la humedad, la angiogénesis y el crecimiento y

proliferacion celular (Zielins et al., 2015).

7.1.1 Farmacos antisépticos

Los farmacos antisépticos se emplean para evitar la infeccion de la herida, ya que es
el factor que mas a menudo altera el equilibrio en el proceso de cicatrizacion
(Ortega-Pefia et al., 2017). Estos son productos quimicos que se aplican sobre los
tejidos con la finalidad de eliminar los microorganismos patégenos o inactivar a los
virus. En el mercado hay diferentes tipos de antisépticos con propiedades y
mecanismos de accion bien diferenciados, los antisépticos tépicos se usan
ampliamente para el tratamiento de heridas con el objetivo de interrumpir la
capacidad de formacion de biopeliculas por los microorganismos. En la Tabla 6 se

muestran las caracteristicas principales de algunos antisépticos (Esteva, 2006).

Tabla 6. Caracteristicas de los principales antisépticos, tomado y modificado de Esteva, 2006.

Antiséptico Espectro de accidén Inicio de Seguridad
actividad
Alcohol 70° Bacterias Gram (+) 2 min Inflamable
Bacterias Gram (-)
Virus
Clorhexidina Bacterias Gram (+) 15-30 s Concentraciones >4% pueden
Bacterias Gram (-) danar el tejido
Esporas
Hongos
Virus
Povidona yodada | Bacterias Gram (+) 3 min Retrasa el crecimiento de
Bacterias Gram (-) tejido de granulacion
Hongos
Virus
Perdxido de Bacterias Gram (+) Inmediato Inactivo en presencia de aire y
hidrégeno (1.5-3%) | Bacterias Gram (-) luz
Virus
Mercurocromo Bacterias Gram (+) Inmediato No interfiere con el
Bacterias Gram (-) crecimiento del tejido de
Virus granulacién

Distintos productos emplean a la plata metalica y combinada como la sulfadiazina de
plata, las sales de plata (AgCl, AgNO3;, Ag>S0Os), sistemas de liberacidén sostenida de
plata y soluciones coloidales de plata, debido a la capacidad de este material para

matar un amplio espectro de bacterias colonizadoras y resistentes a los antibioticos.
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Sin embargo, estos tratamientos a pesar de controlar efectivamente las infecciones
por microorganismos, retrasan la cicatrizacion debido a su citotoxicidad, debido a la
liberacion de plata al suero (Valencia, 2010; Abarca-Buis et al., 2014)

Otros ejemplos de antisépticos incluyen formulaciones activas liberadoras de cloro,
como NaClO 0.057%, HCIO 0.033%, soluciones superoxidantes compuestas por
NaClO 0.0008% y HCIO 0.0032%, oxido de disulfuro de dialilo modificado 0.008%,
sodio magnesio fluorosilicato al 3%, poliaminopropilbiguanida al 0.1%, y solucién
electrolizada de superoxidacion. De los cuales los agentes liberadores de cloro
exhiben mejores efectos inmediatos anti-bipeliculas a corto plazo y una menor
toxicidad que la biguanida y el 6xido de disulfuro de dialilo modificado que tienen
mejor efectividad a largo plazo (Ortega-Pena et al., 2017).

Aunque casi todos los antisépticos probados impiden la formacién temprana de
biopeliculas de una sola especie, su efectividad disminuye con el tiempo, ya que las
biopeliculas en las heridas incluyen varios microorganismos que coexisten y hacen
sinergias. Inevitablemente, un efecto anti-biopelicula completo sélo es posible con
tratamientos de desbridamiento y antisépticos repetidos para obtener una reduccion
de poblacion microbiana y mejores resultados en la cicatrizacion de la herida
(Ortega-Pena et al., 2017).

7.1.2 Farmacos para desbridamiento

El desbridamiento es la eliminacion de tejido necroético y objetos extranos de la
herida para exponer el tejido viable subyacente y acelerar la cicatrizacion (Ayello et
al., 2004). El desbridamiento adecuado es primordial para el cierre de la herida y el
control de la infeccidn, especialmente en el caso de quemaduras y heridas cronicas,
donde el tejido necroético puede ser abundante. Los agentes de desbridamiento
enzimaticos permiten la eliminacién de tejido necrético sin pérdida de sangre,
aunque pueden causar dolor y, dependiendo de si el agente utilizado es selectivo o
no selectivo, dafar los tejidos circundantes. Las enzimas proteoliticas mas comunes
utilizadas para el desbridamiento son la colagenasa, que se dirige especificamente a
las fibras de colagena, y la papaina que se dirige a la fibrina entre otras proteinas.
La bromelina, originalmente descrita en la década de 1980, estd emergiendo como

un agente de desbridamiento, obtenida a partir de la porcion del tallo de las pifas, es
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util en el desbridamiento de heridas debido a la presencia de escarasa que permite

el desbridamiento selectivo de tejido no viable (Zielins et al., 2015).

7.1.3 Agentes estimuladores de la angiogénesis

La neo-vascularizacion esencial para la cicatrizacion de heridas. En esta etapa, se
producen multiples citocinas como parte de la respuesta inmune a la lesiéon, muchas
de las cuales estimularan la angiogénesis y la vasculogénesis, entre las que se
incluyen: VEGF, PDGF, HGF, TGF-B, FGF-1 y FGF-2, junto con angiogenina y
angiopoyetinas. PDGF es el factor de crecimiento mas utilizado, hay cinco isoformas
de PDGF, que se unen a receptores de tirosina cinasa PDGFR-a y -b. De las
isoformas, PDGF-BB es el mas comunmente implicado en la curacion de heridas,
PDGF-BB trabaja para equilibrar las acciones de VEGF en la angiogénesis, ya que
VEGF induce la formacion de nuevos vasos sanguineos. Otro participante en la neo-
vascularizacion inducida por VEGF es la angiotensina Il, la cual actua a nivel
microvascular a través de dos receptores con funciones opuestas: AT4 y AT..
Mientras que AT estimula la actividad de VEGF, AT, lo inhibe mediante la inhibicion

de la sintesis endotelial de 6xido nitrico (Zielins et al., 2015).

7.1.4 Agentes para proliferacion y crecimiento celular

Agentes como PDGF, angiotensina Il y T4 son utiles debido a la diversidad de sus
funciones. PDGF ademas de promover la neo-vascularizacion, estimula la
proliferacion de fibroblastos, lo que resulta en una mayor produccién de MEC
durante la etapa proliferativa. La angiotensina Il también afecta la etapa proliferativa
de la cicatrizacion de la herida, nuevamente a través de las acciones de los
receptores ATy AT,, donde AT, estimula la sintesis de colagena, mientras que la
activacion de AT, ejerce el efecto opuesto. T4 modula directamente la expresion de
MMPs, dada su capacidad para modular mecanicamente el entorno de la herida
mediante la descomposicion de la MEC, las MMPs son esenciales para la
cicatrizacion y pueden tener efectos importantes sobre el comportamiento celular, ya
sea al influir en la migracion, el fenotipo o incluso la supervivencia celular (Zielins et
al., 2015).
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7.1.5 Apoésitos
Hasta hace poco, la curacion de heridas se realizaba unicamente en ambiente seco,
dejando las heridas al aire o cubriéndolas con un apdsito estéril (gasa). Sin embargo
se ha reportado que este ambiente retrasa la cicatrizacion debido a que la ausencia
de humedad provoca que las células epidérmicas tendiesen a desplazarse hacia el
interior de la herida. Las células sanas se deshidratan, se necrosan y se forma una
costra que se fija a los extremos inferiores de la herida mediante fibras de colagena
que impiden la aparicion de tejido nuevo. La aplicacion de apdsitos humedos permite
un equilibrio impidiendo la desecacion, por una parte, y la maceracion por otra, lo
que favorece la correcta cicatrizacion de la herida. Se ha reportado que a través de
la cura humeda se disminuye el dolor, se ejerce un papel preventivo al evitar la
friccion, se reduce el tiempo de cicatrizacidon y se obtienen menores tasas de
infeccion respecto a la cura seca (Esteva, 2006).
Hay diferentes tipos de apésitos:

e Alginatos

e Hidrocoloides

e Hidrogeles

e Poliuretanos

e Apdsitos de silicona

8. Pirfenidona

La pirfenidona es util en el tratamiento de heridas porque reduce la respuesta
inflamatoria, acelera significativamente la epitelizacién, controla el edema
secundario, promueve un buen suministro de sangre, disminuye el tiempo de cierre
de la herida y regula la produccién de colagena (Mecott-Rivera et al., 2018). La
pirfenidona posee propiedades antiangiogénicas, ideal como agente anti cicatrices
(Liu et al., 2017), por lo tanto, su uso como farmaco de referencia en modelos
experimentales de cicatrizacion resulta imprescindible.

La pirfenidona es una piridina [5-metil-1-fenil-2-(1H)-piridona] (Figura 9),
originalmente sintetizada por Gadekar en 1974, como un agente con acciones

analgésicas, antipiréticas, antiinflamatorias, asi como propiedades antifibroticas
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especificas, utilizada como agente con potencial terapéutico para la fibrosis
pulmonar idiopatica. La pirfenidona es una molécula pequefia de peso molecular de
185 g/mol, con biodisponibilidad oral, y puede pasar a través de las membranas
celulares sin necesidad de un acarreador. Se absorbe facilmente en el tracto
gastrointestinal, atraviesa la barrera hematoencefalica y se elimina en la orina en 6 h
(Hilberg et al., 2012; Taniguchi et al., 2010).

@] N

Figura 9. Estructura molecular de la pirfenidona

Los mecanismos de accion de la pirfenidona son multidireccionales, ya que se han
demostrado efectos antioxidantes, antiplaquetarios, inhibe la expresién de citocinas
proinflamatorioas y quimiocinas de linfocitos activados, incluidos, TGF-B, la
interleucina (IL)-4 y la IL-13, TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-17, FGF-B, PDGF, VEGF, IP-10,
MIP-1, y Mig. La pirfenidona también inhibe la expresién de la molécula de adhesion
intercelular-1 y mejora la expresiéon de la citocina antiinflamatoria IL-10, actua como
secuestrador de radicales hidroxilo, lo que contribuye a reducir el estrés oxidativo o
el aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS), ademas, inhibe los
comportamientos profibréticos de los fibroblastos, incluida su proliferacion,
diferenciacion a miofibroblastos y sintesis de colagena. Algunas de estas actividades
son mediadas por la inhibicion de MAPK, principalmente p38 (Hilberg et al., 2012;
Janka-Zires et al., 2016; Neri et al., 2016; Visner et al., 2009).

9. Plantas con propiedades cicatrizantes

De acuerdo con la definicion de la OMS, los agentes a base de plantas incorporan
como principios activos partes de plantas en estado crudo o procesado, asi como
ciertos excipientes, p.ej. disolventes, diluyentes o conservadores. La fitoterapia se
usa ampliamente en la poblacion general para la intervencion y prevencién de varias

enfermedades. Casi 4 mil millones de personas (representando el 80% de la
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poblacién mundial) usan las plantas para curarse por su bajo costo, facil acceso, su
origen natural y por causar menos efectos secundarios (Calixto, 2000; Ekor, 2014).

La seguridad relativa que se percibe de los productos naturales es una de las
principales razones de su popularidad en la poblacién. Recientemente, ciertas
plantas se han usado para la cicatrizacion de heridas, en la Tabla 7 se mencionan
algunas de ellas y el mecanismo de accién reportado gracias en estudios in vitro e in

Vivo, aunque no se encuentra completamente elucidado (Pazyar et al., 2014).

Tabla 7. Plantas comunes con propiedades cicatrizantes y mecanismo de accion reportado (Pazyar et

al., 2014):
Planta Mecanismo ‘
Sabila La fraccidon de glicoproteina aislada de A. vera es un componente
eficaz a través de la proliferacion y migracion celular.
(Aloe vera)
Mimosa Extractos acuosos se utilizan para la cicatrizacion de heridas y

(Mimosa tenuiflora) quemaduras. Mejora la actividad de fibroblastos dérmicos in vitro.

Uva El extracto de la semillaexhibe caracteristicas antiinflamatorias y
antioxidantes. La aplicaciéon tépica de extracto de proantocianidina,
promueve la restauracion de la herida, regulada TNF-a y VEGF en
queratinocitos humanos.

Echinacea La equinacea y su constituyente equinacosido tienen efectos
antiinflamatorios y cicatrizantes efectivos.

(Vitis vinifera)

(Echinacea)

Manzanilla Incorpora abundantes terpenoides y flavonoides que contribuyen a
sus caracteristicas médicas. Tiene un efecto antiulcerogénico debido
a su accion antagonista sobre los receptores H, promoviendo la
cicatrizacion. Ademas contribuye en la reepitelizacién.

Ginseng Promueve la angiogénesis y estimula la produccion de VEGF y
citocinas proinflamatorias.

(Matricarua recutita)

(Panax ginseng)

Té verde Contiene altas cantidades de polifenoles que influyen en TGF-$1.

(Camellia sinensis)

Jojoba Estudios in vitro sobre queratinocitos humanos y fibroblastos indican

(Simmondsia chinensis) que la cera liquida de jojoba provoca la sintesis de colagena I.

Aceite de arbol de té Posee caracteristicas antimicrobianas, antiinflamatorias y de

- regeneracion de la herida.
(Melaleuca alternifolia) 9

Romero Estudios in vivo demuestran disminucion de la inflamacion, aumento
de la contraccion de la herida, reepitelializacion, regeneracion del
tejido de granulaciéon, angiogénesis, asi como deposicién de
colagena.

(Rosmarinus officinalis)
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Tabla 7. Plantas comunes con propiedades cicatrizantes y mecanismo de accién reportado (Pazyar et
al., 2014) (Continuacioén):

Planta Mecanismo ‘

Limén Buena fuente de vitamina C, que acelera la cicatrizacion de heridas
cutaneas por sus mecanismos antioxidantes y antiapoptoéticos a
través de un buen sistema de administracion de farmacos.
Soya Las antocianinas del recubrimiento de semilla de soja negra poseen
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, mejoran la cicatrizacién
debido a sus propiedades citoprotectoras y la potenciacion de la
angiogeénesis.
Consuelda La alantoina posee numerosas actividades, incluida la eliminacion de
tejido necrético, estimulacion de la mitosis celular, promocién de la
estimulacién epitelial, regulacion de las reacciones inflamatorias y el
estimulo de proliferacion de fibroblastos y produccién MEC.
Papaya Inhibicion de la catalasa bacteriana y eficaz en la muerte bacteriana
intracelular. Ademas, la accién antioxidante de la papaya reduce el
riesgo de dafio oxidativo a los tejidos.
Avena El salvado de avena es una fuente particularmente de vitaminas del
complejo B, vitamina E, proteinas, grasas y minerales, esenciales
para cicatrizacion. Estudios in vitro demuestran que modula la
reepitelizacion del epitelio recién formado.
Ajo Estudios in vivo demuestran una mejora en el colagena nuevo,
maduracion de las fibras de colagena y neo-vascularizacion intensiva
dosis dependiente.

Ginkgo Sus extractos elevan la resistencia a la rotura y la cantidad de

. . hidroxiprolina en heridas, ademas poseen actividad antioxidante.

(Ginkgo biloba)

Aceite de oliva Sus compuestos fendlicos tienen propiedades antioxidantes mas altas
que las de la vitamina E sobre los lipidos y la oxidacién del ADN.
Capaces de prevenir la disfuncién endotelial al disminuir la expresién
de moléculas de adhesion celular y aumentar la produccion de 6xido
nitrico.

Albahaca Exhibe propiedades de reparacion e induccién de citocinas. Estudios
in vivo informan epitelizacion mas rapida asi como un aumento en el
contenido de tejido de granulacion e hidroxiprolina.

(Citrus limén)

(Glycine max)

(Symphytum officinale L.)

(Carica papaya)

(Avena sativa)

(Allium sativum)

(Olea europea)

(Ocimum sactum)

Ademas, existen otras plantas utilizadas en cicatrizacién en diversos érganos y
tejidos, de los cuales sus mecanismos de accion han sido estudiados y se conoce
claramente. Las especies y el mecanismo por el cual actuan se enlistan en la Tabla
8 (Pazyar et al., 2014):
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Tabla 8. Plantas y su mecanismo de accion descritos en la literatura (Pazyar et al., 2014)

Planta ‘ Mecanismo ‘
Caléndula Neo-vascularizacion / epitelizacion

(Calendula officinalis)

Gotukola Sintesis de procolagena tipo I
(Centella asiatica)

Dong quai Proliferacion de fibroblastos

(Angelica sinensis)

Astragali radix Proliferacion de fibroblastos
Boehmeria nivea Efecto en macréfagos por inhibicion de p38 y JNK
Chenopodium Inhibicién de NO, PGE,, TNF-a
ambrosioides
Polygonum Incrementa fibroblastos, TGF-f31
Aristolochia Incremento de superoxido dismutasa y catalasa

bracteolatancrease

Hierba de San Juan Produccién de colagena

(Hypericum perforatum L.)

Aspilia Detiene el sangrado de la herida e inhibe el crecimiento microbiano

(Aspilia africana)

Sangre de dragén Contraccion de la herida, formacion de colagena y epitelizacion

(Dracaena cinnabari)

Hiberba de Siam Actua via NF-kB

(Chromolaena)

La actividad antiinflamatoria, antioxidante y antimicrobiana de las plantas contribuye
al proceso de reepitelizacion, la angiogénesis, la formacion de tejido de granulacion,
la proliferacién de fibroblastos y el depdsito de colagena en las heridas. Ademas,
pueden ser valiosas en el manejo de cicatrizacibn anormal, como cicatrices
queloides y cicatrices hipertroficas (Pazyar et al., 2014).

Aun se desconoce mucho sobre las plantas para el tratamiento de heridas, siendo
como limitantes la escasez de estudios preclinicos y clinicos, asi como la
complejidad de los constituyentes quimicos y estudios fitoquimicos de las mismas.
Es necesario realizar mas estudios para encontrar alternativas que puedan ser

fuente de futuros medicamentos (Pazyar et al., 2014).
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10. Cuachalalate

Nombre cientifico: Amphipterygium adstringens Schiede ex Schitdl

Familia botanica: Anacardiaceae

Sinénimos: Juliana adstringens Schelechter, Hypopterygium adstringens Schitdl,
Raiania subsamarata

Definicion de la droga cruda:

La droga consiste en la parte externa y protectora del tronco y de las ramas de A.
adstringens (Figura 10).

Nombres comunes:

Cuauchalala, coachalalate, cuauchalalate, cuauchalolote, cuachinald (Oaxaca),
muaxalaxlitli, (Morelos), cuachachalat (Guerrero), mapiceran (Jalisco), maceran
(Guerrero), pacheco (Michoacan), volador (Puebla) (Navarrete et al., 2009; UNAM,
2009).

Distribucion:

La especie es endémica de México y se encuentra localizada desde Nayarit hasta
Oaxaca, incluyendo Jalisco, Morelos, Puebla, Guerrero, Michoacan, Colima y el
Estado de México.

Descripcion macroscopica:

Es un arbol que mide hasta 8 m de altura (Figura 11). Su diametro a la altura del
pecho es de hasta 40 cm, de tronco generalmente torcido, con ramas escasas,
gruesas, ascendentes y torcidas. De corteza externa lisa, color moreno grisacea a
gris plomiza. La corteza interna es de color crema rosado a rosado, fibrosa, con un
exudado blanco cremoso, extremadamente astringente y olor picante, con un grosor
total entre 10 y 20 mm, sin incluir escamas (Navarrete et al., 2009).

La parte interna de la corteza se torna roja o blanca inmediatamente después de su
corte, lo que determina que se distinga al arbol entre “cuachalalate rojo” o
“cuachalalate blanco”, indicandose como de uso medicinal preferentemente el rojo
(Navarrete et al., 2009).
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Figura 11. Arbol de cuachalalate (A. adstringens). Fotografia cortesia del Dr. Andrés Navarrete.

10.1 Usos tradicionales

Esta planta es usualmente empleada para lesiones gastricas (acidez, gastritis,
Ulceras gastricas, cancer de tracto digestivo), lesiones cutaneas (heridas, cortaduras,
llagas, picaduras de animales ponzofosos, varices), lesiones bucales (aftas, fuegos,
inflamacion de encias, dolores de muelas, estomatitis), afecciones de vias urinarias
(dolor e inflamacion de rifiones, cistitis, calculos renales), afecciones ginecoldgicas
(infecciones en vagina y/o utero, inflamacion), afecciones digestivas (indigestiones,

dolor, infeccion o inflamacion de estébmago o intestinos), afecciones respiratorias
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(tos, inflamacién de anginas, resfriados, tuberculosis), para disolver calculos biliares,
disminuir colicos, contrarrestar la fiebre, paludismo, problemas de la sangre y
circulacion, caida del cabello, gangrena, diabetes y tifo. Es ampliamente usado en la
medicina tradicional mexicana por su potencial terapéutico gracias a sus
propiedades como agente cicatrizante, mitigante, antibidtico, antiséptico,
antiinflamatorio, antimalarico e hipocolesterolemiante, empleado como infusion,

decoccion o emplasto (Navarrete et al., 2009; Olivera et al., 1999).

10.2 Constituyentes quimicos del cuachalalate

La corteza de cuachalalate contiene dos tipos principales de compuestos, que
pertenecen a las categorias de los triterpenoides y compuestos aromaticos simples
con cadenas alifaticas de 12 a 22 atomos de carbono. Los principales triterpenos
presentes en la corteza de cuachalalate son los acidos 3a-hidroximasticadienonico
(Figura 12 A), masticadienonico (Figura12 B), instipolinacico, cuachalalico,
isomasticadienonico, oleandlico, asi como algunas lactonascomo 3-a-hidroxi-11-
a,12—a-epoxi-oleanan-28,13p3-0lida, 3-B-hidroxi-11-a,12-a-epoxi-oleanan-28,13-[3-
olida y ocotilona y esteroles como el B-sitosterol, sarsasapogenina, y el 27-acetoxi-3-
a,15-a-dihidroxi-12,24-tirucaladieno (Navarrete et al., 2009).

Figura 12. Estructura quimica del acido 3a-hidroximasticadiendnico (A) y del acido masticadiendnico (B)
(Navarrete et al., 2009)

Dentro de los compuestos aromaticos simples, se han aislado una serie de acidos y
aldehidos anacardicos (Figura 13), asi como el acido 3-dodecil-1,8-dihidroxi-naftoico
(Navarrete et al., 2009).
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Figura 13. Derivados anacardicos de A. adstringents (Navarrete et al., 2009)

10.3 Bioactividad de los compuestos de cuachalalate

Los triterpenos tienen un amplio rango de actividades terapéuticas entre las que
destacan: efectos anticancerigenos, antiinflamatorios, antioxidantes,
antimicrobianos, antivirales, hepatoprotectores, analgésicos, antimicdticos,
inmunomoduladores, antiparasitarios, antiprotozoarios, antiplasmadicos,
anticariogénicos y antiulcerogénicos gracias a su actividad gastroprotectora ( Dzubak
et al., 2006; Navarrete et al., 2005).

En cicatrizacién, los triterpenos modulan la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en el microambiente de la herida, acelerando el proceso de
reparacion del tejido. También inducen la migracién y proliferacién celular, depdsito
de colagena, angiogénesis favoreciendo la formacion de tejido de granulacion y
epitelizacion. Algunos triterpenos como el asiaticésido aislado de Centella asiética, el
astragaldsido |V aislado de las especies Astragalus, lupeol de Celastrus paniculatus,
acido oleandlico de Anredera diffusa y acido ursodlico aislado de Shorea robusta,
contribuyen a la cicatrizacion gracias a sus efectos en la produccion y actividad de
mediadores inflamatorios y factores de crecimiento, ayudando a la contraccion y
velocidad de epitelizacion (Agra et al., 2015).

Dentro de los &acidos y aldehidos anacardicos se han descrito su potencial
antimicrobiano y su posible uso como agentes antisépticos para el tratamiento de
infecciones bacterianas (Castillo-Juarez et al., 2013; Mata et al., 1991).
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11. Ajo

Nombre cientifico: Allium sativum

Familia botanica: Alliaceae

Sin6bnimos: comunmente conocido como ajo es una especie de la familia de las
cebollas y pertenece a la orden de las plantas liliales. Otros miembros de la familia
del ajo incluyen Allium cepa (cebolla), Allium ascalanicum (chalote) y Allium porrum
(Heeks). De todas las especies de Allium, el ajo es el mas importante (Elizabeth
K.M., 2001).

Definicion de la droga cruda:

Todas las partes de la planta son comestibles, pero se consume principalmente el
bulbo (Figura 14).

Distribucion:

Las especies de Allium son una de las plantas cultivadas mas antiguas del mundo
debido a su larga vida de almacenamiento. El ajo es originario de Asia Central
(Kazajstan, Kirguistan, Turkmenistan, Tayikistan y Uzbekistan) y las partes
nororientales de Iran, aunque también se cultiva ampliamente en todo el mundo
(Oosthuizen et al., 2018).

Floreso —
Dientes aéreos
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—_—

ajo
" 4

Figura 14. Partes del ajo. Tomado y modificado de http://www.todomonografias.com/agronomia/cultivo-del-
ajo/(“Ajo (Allium sativum),” n.d.) Tomado julio/2018
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Descripcion:
El ajo se usa tradicionalmente como potenciador del sabor y se ha reconocido no
solo como un aditivo alimentario comun sino también como un potente agente

terapéutico (Yun et al., 2014).

11.1 Constituyentes quimicos del ajo

La composicion quimica de las preparaciones obtenidas depende de las condiciones
de extraccidon, temperatura, tiempo y polaridad del solvente. El contenido de
compuestos organosulfurados en los bulbos de ajo cambia durante el cultivo y el
almacenamiento. Sus actividades bioldgicas dependen de muchos factores, incluido
el pais de origen y método de procesamiento para aislar los compuestos. Por lo
tanto, el desarrollo de métodos para la determinacion de compuestos de azufre y la
seleccion del ajo es de gran importancia para evaluar la calidad biolégica de los
productos de los diferentes ajos (Yun et al., 2014). El ajo contiene una gran
concentracion de compuestos de azufre que producen olor y sabor caracteristicos y
también son responsables de los efectos benéficos. El ajo contiene
aproximadamente 65% de agua, 28% de carbohidratos (fructanos), 2.3% de
compuestos organicos de azufre, 2% de proteinas (alinasas), 1.2% de aminoacidos
libres (arginina) y 1.5% de fibra (Santhosha et al., 2013). El selenio es el principal
mineral que se encuentra en el ajo con niveles que son 9 ppm mas altos que en
cualquier otra planta, lo que le atribuye propiedades antioxidantes, antiinflamatorias
e inmunomoduladoras importantes (Manzanares et al., 2015; Oosthuizen et al.,
2018).

El ajo produce mas de 20 tipos de compuestos de sulfuro a partir de unos pocos
aminoacidos que contienen azufre con diversas funciones. Algunos de ellos incluyen
alliina, ajoeno, polisulfuros de dialilo, vinilditinas (formadas en la descomposicién de
la alicina), S-alilcisteina, disulfuro de dialilo, trisulfuro de dialilo, trisulfuro de
alilmetilo, tetrasulfuro de dialilo, sulfuro de dialilo, disulfuro de metilo y alilo, sulfuro
de dialilo, tetrasulfuro de metilo y alilo, trisulfuro de dimetilo, alicina,
metilaliltiosulfinato, 1-propenil aliltiosulfinato, L-glutamil-S-alquil-L-cisteina, S-
alilmercaptocisteina, 2-vinil-4-H-1,3-ditina, 3-vinil-4-H-1,2-ditina, asi como numerosas

saponinas y fenoles (Kuete, 2017). La sustancia activa alicina (tiosulfato de dialilo)
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es responsable del olor acre tipico y de diversas propiedades terapéuticas
(Santhosha et al., 2013).

11.2 Bioactividad de los componentes del ajo

A. sativum es una planta con numerosas propiedades farmacologicas, destacando
actividades  antioxidantes, antitrombdticas,  antimicrobianas,  antiartriticas,
antitumorales, hipoglucémicas, hipolipemiantes, hipotensoras, carminativas,
antisépticas, antihelminticas, diaforéticas, expectorantes, antifungicas,
antiparasitarias, estimulantes del sistema inmune, asi como numerosos usos contra
el cancer, enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurofisiologicas,
enfermedades hepaticas, para el tratamiento de Uulceras gastricas y para la
prevencion de alergias y artritis (Kuete, 2017; Yun et al., 2014).

Estos compuestos han demostrado inhibir el crecimiento de bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas tales como E. coli. La actividad antibacteriana del ajo se atribuye
al compuesto alicina (Oosthuizen et al., 2018). El ajo es extensamente usado
alrededor del mundo para picaduras de animales, forunculos y para la prevencion de
infeccion e inflamacion (Alhashim et al., 2018; Bojs et al., 1988).

En estudios realizados en la Universidad de Cambridge por Ejaz y colaboradores en
2009, demostraron que la aplicacion topica de ajo aumenta drasticamente la fase
proliferativa de la cicatrizacion, influyendo en el cierre de la herida y la
reepitelizacion. Asimismo, en las evaluaciones histoldgicas se observa un aumento
significativo en la sintesis de colagena y en la angiogénesis, lo cual podria deberse
a la presencia de una cantidad considerable de L-arginina, zinc y cobre en el ajo,
que se consideran estimuladores angiogénicos, ademas, también han explicado que
el ajo protege las células endoteliales vasculares del dafio oxidativo inducido por
H,O, al inhibir la peroxidacion de los lipidos, dando como resultado una
angiogénesis estable (Ejaz et al., 2009). Ademas, existe evidencia cientifica de que
el ajo aumenta la proliferacion de fibroblastos (Alhashim et al., 2018).

En términos de seguridad, el ajo es muy seguro, aunque se informan algunos
efectos secundarios. El ajo puede presentar interacciones con anticoagulantes como
warfarina, antiplaquetarios, antiretrovirales como saquinavir, antihipertensivos,

bloqueadores del canal de calcio, antibiéticos quinolénicos como ciprofloxacina y
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medicamentos hipoglucemiantes. Se informan casos aislados de quemaduras
topicas con ajo y anafilaxia. Uno de los efectos locales adversos del ajo es la
dermatitis de contacto (puede ser causada por la alicina), produce inflamacion local
por algunos mecanismos alérgicos, si hay un cuidado inadecuado de la herida o una
infeccion secundaria, puede causar una reaccion dérmica grave y una quemadura

quimica profunda (Hallel-Halevy et al., 1997; Kuete, 2017).
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12. Justificacién

Las heridas ocupan un lugar importante en la atencion hospitalaria cuya incidencia
ha aumentado a nivel mundial, representando un grave problema de salud publica.
La cicatrizacion de heridas se complica por diversos factores entre los que destacan
enfermedades crénico-degenerativas, como alteraciones neurolégicas, alteraciones
metabdlicas, de circulacién, asi como la inmunosupresion y desnutricion, que
repercuten en la calidad de vida de los pacientes.

Actualmente, existen diferentes tratamientos en el mercado para la reparacion de
heridas, sin embargo, a pesar de los esfuerzos recientes no han mostrado la
suficiente evidencia de su eficacia para tratar o prevenir la cicatrizacion insuficiente o
la cicatrizacion excesiva de las heridas.

Muchas de las plantas utilizadas en la medicina tradicional han demostrado efectos
benéficos para la cicatrizacion de heridas. El cuachalalate se ha utilizado
popularmente como agente cicatrizante, sin embargo no existen estudios que
respalden la efectividad de sus extractos y de sus metabolitos como agentes
cicatrizantes, por lo que se considera importante realizar estudios mediante modelos
in vivo e in ovo para evaluar la capacidad que tienen sobre el cierre de la herida,
actividad angiogénica, capacidad antiinflamatoria, asi como antimicrobiana, y de esta
manera dar sustento a las atribuciones populares para ser utilizado como una

alternativa eficaz para promover la cicatrizacion de heridas.
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13. Hipotesis

El extracto hidroalcohdlico de cuachalalate, los acidos masticadiendnico, 3a-

hidroximasticadienonico y mezcla de acidos anacardicos aceleraran y mejoraran la

arquitectura celular de la cicatriz en un modelo murino, asi como también

promoveran la angiogénesis como uno de sus mecanismos de accion.

14. Objetivos

Objetivo General

e Realizar la valoracion del efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico y los

principales triterpenos y acidos anacardicos presentes en la corteza de

cuachalalate en un modelo murino, asi como también determinar el efecto in

ovo sobre la angiogénesis de estas substancias.

Objetivos Particulares

1.

Aislar y caracterizar los acidos masticadienodnico, 3a-
hidroximasticadienonico y mezcla de acidos anacardicos de la corteza de
cuachalalate.

Determinar el efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico y los
metabolitos aislados de la corteza de cuachalalate en un modelo murino.
Evaluar el potencial antibacteriano del extracto hidroalcohdlico vy
metabolitos aislados de la corteza de cuachalalate mediante la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI).

Evaluar el efecto cicatrizante de la combinacion de aceite de ajo y el
extracto hidroalcohdlico de cuachalalate.

Evaluar el efecto angiogénico en el modelo de membrana corioalantoidea
de embriéon de pollo (CAM) del extracto hidroalcohdlico y compuestos
aislados de cuachalalate.

Realizar el analisis histomorfologico de las cicatrices de los diferentes
tratamientos evaluados por técnicas histoldgicas, utilizando las tinciones de

hematoxilina-eosina, Herovici y tricromica de Masson.
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15. Parte experimental

15.1 Material vegetal

Se utilizaron un total de 900 gramos de corteza seca de cuachalalate obtenida como
un donativo de los Laboratorios Mixim S.A de C.V. el 29 de julio de 2016, que se
almacend a temperatura ambiente hasta su uso. Se utilizaron 200 gramos para el
extracto hidroalcohdlico y 700 gramos para el extracto de diclorometano para aislar

los compuestos.

15.2 Farmacos y reactivos

La pirfenidona fue donada por Grupo Medifarma S.A. de C.V.y el aceite de ajo se
empled como producto comercial. El propilenglicol, cloruro de sodio, acido
acetilsalicilico, cloruro de benzalconio (Pisabental), histamina y los discos estériles
de acetato de metilcelulosa fueron adquiridos en Sigma-Aldrich®. Los disolventes
utilizados (etanol, metanol, diclorometano y acetato de etilo) fueron adquiridos en
J.T. Baker®.

15.3 Preparacion de los extractos de cuachalalate

Para la obtencion del extracto hidroalcohdlico se utilizaron 200 g de corteza seca y
molida de cuachalalate y se colocaron en 800 mL de etanol al 70%, por un periodo
de tres dias a temperatura ambiente. Para el extracto de diclorometano se colocaron
700 g de corteza, la cual fue puesta a reflujo con 2.5 L de diclorometano durante 4
horas, operacién realizada por triplicado. Los extractos obtenidos se filtraron por
gravedad y el disolvente se evaporé por destilacion a presion reducida,

obteniéndose después de eliminar el disolvente 59.4 g de extracto crudo.

15.4 Aislamiento y caracterizacion de los acidos 3a-hidroximasticadiendnico,
masticadiendnico y anacardicos de la corteza de cuachalalate

Cuarenta gramos de extracto se adsorbieron en 40 g de gel silice y se prepar6 una
columna con 600 g de gel de silice en una relacién 1:10, el volumen de cambio fue
de 750 mL y cada fraccion recolectada fue de 125 mL. Se recolectaron 120

fracciones, eluidas sucesivamente con hexano, mezcla de hexano-acetato de etilo
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(9:1; 8:2 y 7:3) y metanol. Cada fraccidn se concentré a presion reducida en un
evaporador rotatorio. Se reunieron las fracciones con perfiles cromatograficos
similares. La presencia de los acidos 3a-hidroximasticadienonico y masticadiendnico
fue monitoreada con una referencia por cromatografia en capa fina (CCF). A las
fracciones donde se encontraban estos compuestos, se indujo la cristalizacién por
par de disolventes disolviendo en la minima cantidad de metanol caliente y posterior
goteo de hexano frio. Los cristales de los acidos 3a-hidroximasticadienonico y
masticadiendnico se analizaron por punto de fusion y comparacion fisica con una
referencia. La pureza de estos compuestos se analiz6 mediante HPLC siguiendo
metodologias anteriormente descritas (FHEUM, 2008; Navarrete, 2006). Los acidos
anacardicos se obtuvieron de las fracciones eluidas con hexano: acetato de etilo en
proporcion 8:2 y se comprobd su identidad por RMN de 'H.

Para su caracterizacion, una muestra de los acidos 3a-hidroximasticadienodnico,
masticadiendnico y anacardicos aislados y previamente purificados, se diluyeron en
cloroformo deuterado y se determinaron sus espectros de Resonancia Magnética
Nuclear de 'H (400 MHz) y C (100 MHz), en las instalaciones de la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la Industria (USAIl) de la Facultad de
Quimica de la UNAM, en un espectrometro de RMN marca Varian modelo VNMRS.
Para la cristalografia de rayos X se analizaron 2 cristales de tamafio homogéneo, de
forma regular y libre de disolvente con una pureza relativa mayor de 98%. Se utilizd
un difractometro de rayos X de monocristal Oxford Gemini (Ayoka = 0.71073 6 Ayoka =
1.5418 A) con un detector de area de 135 mm Atlas, equipado con un sistema
criogénico Cryojet. La prueba se realizd a una temperatura de 130 °K. Las
estructuras de los acidos triterpénicos se confirmaron mediante la comparacion con

las estructuras tedricas descritas en literatura (Navarrete et al., 2009).

15.5 Pruebas antimicrobianas

15.5.1 Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Se realizd un ensayo de concentracion inhibitoria minima en placa de 96 pozos.
Para esta fase se utilizaron las cepas de Escherichia coli ATCC 25922,
Streptocuccus mutans ATCC 10449, Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Las cepas se sembraron en placas de agar
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BHI y se incubaron a 37°C durante 18 horas; para ajustar el indculo se seleccionaron
de dos a tres colonias que fueron suspendidas en solucion salina (0.85%) hasta
67%-77% de transmitancia en un colorimetro (BioMérieux Vitek, Inc. Colirimeter).

En el ensayo se evaluaron los compuestos de prueba (extracto hidroalcohdlico 70%,
acidos 3a-hidroximasticadiendnico, masticadienonico, mezcla de acidos anacardicos
y aceite de ajo). Ademas se utilizd un control sin inocular, un control de crecimiento
bacteriano, controles con ampicilina, cloruro de benzalconio y con digluconato de
clorhexidina 0.12%.

A cada uno de los pozos de las placas de 96 pozos se adicionaron 100 pL de medio
BHI, posteriormente en cada una de las filas (A-H) de la columna 1 de las placas se
colocaron 100 yL de suspensién en etanol al 5 % en agua desionizada de cada
compuesto o de cada control, alcanzando una concentracion inicial de 4 mg/mL para
el extracto hidroalcohdlico 70%, 500 pg/mL para el acido 3o-
hidroximasticadiendnico, masticadiendnico y mezcla de acidos anacardicos. El aceite
de ajo y el cloruro de benzalconio se probaron a una concentracién de 100 pg/mL,
tomando en cuenta el volumen de medio BHI afiadido. Se realizaron diluciones
sucesivas de 100 uL hasta llegar a la columna 10. Finalmente, se afadieron 20 uL
de la suspension bacteriana de E. coli, S. mutans, S. aureus y P. aeruginosa en el
pozo correspondiente. Por ultimo, las placas se incubaron por 24 horas a 37° C.

Una vez transcurrido ese tiempo se registro la absorbancia de cada uno de los pozos
y la CMI se determind como aquella concentracién del compuesto de prueba que
limito la absorbancia de 0.045 a 660 nm (Rivero-Cruz et al., 2012).

15.6 Evaluacion in vivo

15.6.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho de peso entre 170 y 200 gramos obtenidos de
Envigo México S.A. de C.V., mantenidas a una temperatura constante de 22 + 1°C,
con ciclos de luz/oscuridad de 12:12 horas y con libre acceso a agua y alimento.
Todos los experimentos siguieron los estandares éticos que delimitan las guias
internacionales para la investigacidon experimental del dolor en animales y se

aplicaron los lineamientos marcados por la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0O-
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1999) sobre las especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los
animales de laboratorio. Asimismo se obtuvo la autorizacién del protocolo por el

Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de
la Facultad de Quimica OFICIO/FQ/CICUAL/200/17 (ANEXO 1). El numero de
animales empleados por experimento fue el minimo necesario para tener un analisis
estadistico confiable.

Los embriones de pollo de la especie Bovans white de tres dias de desarrollo se
adquirieron en el CEIEPAv (Centro de Ensenanza, Investigacion y Extensién en
Produccién Avicola) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM,
encontrandose aptos para su manejo y experimentaciéon OFICIO FMVZ001 (ANEXO
2).

15.6.2 Formacién de las heridas y evaluacion de los tratamientos

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sodico (45 mg/kg, i.p.), se les
humedecio el dorso con solucién de cloruro de benzalconio al 10% y se les rasuro
cuidadosamente vigilando que no quedaran residuos de pelo. Se practicaron dos
heridas excisionales de 5 mm de diametro cada una y de espesor total a cada lado
del dorso (Figura 15). El procedimiento se llevd a cabo con ayuda de un
sacabocados (BIOPSY PUNCH de 5 mm, desechable de plastico Miltex®). Se
colocaron 6 animales por jaula antes de la operacion y de manera individual en
jaulas con piso de malla después de haber efectuado la escision. Se les administré
como analgésico clorhidrato de tramadol a una dosis de 4 mg/kg por via oral en el

agua, los tres dias posteriores a la cirugia.

Figura 15. Heridas excisionales en rata Wistar. Tomado y modificado de (Boyko et al., 2017).
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Se aplicaron los tratamientos por via tépica en una solucion de propilenglicol (PEG)-
etanol (90:10) en una concentracién de 10 mg/herida para el extracto hidroalcohdlico
y 300 pg/herida de los otros compuestos, diariamente durante 15 dias, de acuerdo al

diseno descrito en la Tabla 9.

Tabla 9. Tratamientos a evaluar en las heridas de los animales

Grupo Tratamiento
Herida Izquierda Herida derecha

1 Control (sin tratamiento) Control (sin tratamiento)

2 Vehiculo PEG-etanol (90:10) Vehiculo PEG-etanol (90:10)

3 Vehiculo PEG-etanol (90:10) Pirfenidona 8%

4 Vehiculo PEG-etanol (90:10) Extracto hidroalcohdlico 70%

5 Vehiculo PEG-etanol (90:10) Acido 3a-hidroximasticadiendnico

6 Vehiculo PEG-etanol (90:10) Acido masticadienénico

7 Vehiculo PEG-etanol (90:10) Acidos anacardicos

8 Vehiculo PEG-etanol (90:10) Mezcla de los 3 acidos (acido 3ao-

hidroximasticadiendnico, acido masticadienénico y

acidos anacardicos)

9 Vehiculo PEG-etanol (90:10) Mezcla aceite de ajo-extracto hidroalcohdlico de
cuachalalate 0.016%

Al final de los dias 0, 3, 7 y 15 de tratamiento, 9 animales por grupo se sacrificaron
en una camara de CO,, se obtuvieron biopsias del tejido abarcando toda el area de

lesion para realizar el analisis histologico.

15.6.3 Evaluacién de la herida y porcentaje de cierre

Diariamente se midio el area de la lesion a partir de las imagenes obtenidas con un
microscopio digital de mano Celestron 44302 A y el programa ImagedJ 1.51m9. Se
documento cualitativamente mediante las fotografias, y de manera cuantitativa de la

siguiente manera: *El area de la lesion se calculé en % de acuerdo a la lesion inicial

] ] ] area inicial — area final
Porcentaje de cierre de la herida = ~ — x 100
area inicial
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Posteriormente, los datos se sometieron a analisis estadistico con ayuda del
programa GraphPad Prism 7.0 para identificar diferencias significativas con los

distintos tratamientos.

15.6.4 Registro del peso de los animales

Se llevé a cabo un registro del peso diario de todos animales empleados en el
estudio, durante los 15 dias del experimento con ayuda de una balanza granataria
para su analisis y se expres6 como de cambio de peso para cada uno de los
tratamientos.

Cambio de peso = peso final — peso inicial

15.7 Modelo CAM para evaluacion de la angiogénesis

Se emplearon embriones de pollo de tres dias de desarrollo, se limpiaron con etanol
al 70% dentro de una campana de flujo laminar Telstar Mini-V/PCR®. Se realizé un
pequefio orificio en el polo agudo del huevo y con una jeringa hipodérmica con aguja
de calibre 26G se retiraron 4 mL de albumina. Se marcé una ventana de 2.5 x 2.5 cm
en el cascaron y se corté con ayuda de un esmeril rotatorio de 2 velocidades
Dremel® y se retird el cascardén para formar la ventana. Finalmente se tapo la
ventana con tela adhesiva. Los huevos se incubaron a 37° C y 75 % de humedad
relativa en Incubadora Riossa® E-33 hasta el dia 10 de desarrollo. Transcurrido ese
tiempo, se abrié la ventana y se colocd un disco estéril de metilcelulosa (74146
Sigma-Aldrich) de 0.5 mm de diametro e impregnado con los tratamientos disueltos
en DMSO al 0.1%.

Los tratamientos evaluados fueron: acido 3a-hidroximasticadiendnico, acido
masticadiendnico, mezcla de acidos anacardicos, mezcla de los tres componentes
en proporcion (1:1:1) y tres grupos testigos: histamina 5.6 ug (proangiogénico), acido
acetilsalicilico 9 pug vy pirfenidona 9.2 ug (antiangiogénico). Se tapdé nuevamente la
ventana y se incubaron hasta el dia 12, donde se hizo la evaluacion con ayuda de
una fotografia tomada con un microscopio Celestron 44302-A y posterior
cuantificacién con el programa ImageJ® empleando el método cualitativo de “analisis
de ramificacion de vasos sanguineos” descrito por Barnhill RL y colaboradores en

1983,el cual consiste en cuantificar las ramificaciones de los vasos sanguineos que
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convergen del disco de metilcelulosa en una distancia de 1 mm alrededor del disco
utilizando una escala que va de cero a dos (Figura 16). Todos los vasos discernibles
que atraviesan el anillo de 1 mm alrededor del disco, se cuentan siempre que formen
un angulo de menos de 45° con la linea que irradia desde el centro del disco
(Barnhill et al., 1983).

Vaso sanguineo

Vasos sanguineos:

0-no ramificados

1-ramificados dentro del circulo

2-ramificados fuera del circulo

Figura 16. Determinacion del indice vascular. Tomado y modificado de (Ribatti et al., 2006).

16. Analisis histologico

Se empled el modelo de formacion de heridas anteriormente descrito y se evaluaron
los tratamientos de acuerdo a la Tabla 10, a los 3, 7 y 15 dias de tratamiento y tras
sacrificar los animales se obtuvo una biopsia central al sitio de lesién de 4 mm de
diametro de espesor total. Las muestras fueron fijadas e incluidas en parafina y se
realizaron cortes de 5 um en Microtomo Leica RM 2125RT utilizando bafio de agua
(Fisher Scientific, Modelo 134). Se procesaron con diferentes técnicas histologicas y
se analizaron con ayuda de Microscopio Zeiss (AXIO Imager. Z1). Para su

interpretacion se empled la denominacién de acuerdo a la Tabla 10.
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Tabla 10. Sustancias aplicadas como tratamiento estimulador de la cicatrizacién

Control
Vehiculo PEG-etanol (90:10)
Pirfenidona 8%

Extracto hidroalcohdlico 70%

Acido 3a-hidroximasticadiendnico

Acido masticadienénico

Acidos anacardicos

Mezcla de los 3 acidos (acido 3a-hidroximasticadienonico, acido masticadienonico y acidos anacardicos)

Mezcla aceite de ajo-extracto hidroalcohdlico de cuachalalate 0.016%

Los tejidos tratados y control fueron procesados por la técnica de hematoxilina y
eosina (H&E) y de ellos se valoré el indice de epitelizacion, tomando como base la
estructura de la epidermis de la piel sana (Tabla 11) (Salgado et al., 2014). Para la
determinacion del infiltrado inflamatorio se empled una escala analoga visual de

acuerdo a la Tabla 12.

Tabla 11. Escala para determinar el indice de epitelizacion (Salgado et al., 2014).

Elemento Puntuacién (en base a la piel normal) ‘
Presencia de papilas dérmicas 1
Epitelio estratificado 1
Presencia de lamina basal 1
Lamina basal compacta 1
Estrato basal con queratinocitos en forma de columna 1
Estrato espinoso con desmosomas 1
Estrato granuloso con granulos de queratohialina 1
Estrato corneo 1
Total 8
Hipertrofia epitelial -1
Capa basal difusa o gruesa -1
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Tabla 12. Escala analoga visual para evaluar infiltrado inflamatorio

Valor Equivalencia de Infiltrado inflamatorio

0 Nulo

1 Escaso

2 Medio

3 Abundante

Finalmente, se cuantificaron los vasos sanguineos totales y en relacién con su

tamano en la zona central de la herida de acuerdo a la Tabla 13:

Tabla 13. Escala para cuantificaciéon de vasos sanguineos segun su calibre:

<20 um Pequefios
20-100 ym Medianos
> 100 um Grandes

Se empled la tincion de hematoxilina eosina para analizar el infilirado celular, el
indice de reepitelizacion y la formacion del tejido de granulacion.

La hematoxilina tiene un color azul-violeta profundo y tifie los acidos nucleicos
mediante una reaccion compleja. La eosina es rosa y tifie las proteinas de forma no
especifica. En un tejido tipico, los nucleos se tifien de azul, mientras que el
citoplasma y la matriz extracelular tienen diferentes grados de tincion rosada
(Figuras 22-25) (Fischer et al., 2008).

Por su parte, las fibras de colagena fueron evaluadas por técnicas picropolicrémicas.
Por medio de la tincion tricromica de Masson se observo la distribucion, depdsito y
empaquetamiento de las fibras colagénicas (azul), los nucleos se tifien de marrén
oscuro, el tejido muscular se tifie de rojo y el citoplasma se tifie de rosa (Figuras 26-
29) (Leonard et al., 2018), evaluadas a través de una escala analoga visual con

intervalo de 0 a 3 de acuerdo a la Tabla 14:
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Tabla 14. Escala analoga visual para evaluar colagena total

Valor Equivalencia de colagena total ‘
0 Nula
1 Escasa
2 Media
3 Abundante

Mientras que la diferenciacion de colagenas tipo | y lll se llevé a cabo por medio de
la técnica de Herovici (fibras rojas y azules, respectivamente), es decir, el colagena
se tifie de color rojo y el nuevo colagena de color azul, y de esta manera evaluar la
reparacion tisular (Figuras 30-33) (Lillie et al.,1980), evaluadas también a través de

una escala analoga visual con intervalo de 0 a 3 de acuerdo a la Tabla 15.

Tabla 15. Escala analoga visual para evaluar colagenas tipo | y tipo lll:

Valor Equivalencia de coladgena

0 Nula

1 Escasa

2 Media

3 Abundante
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17. Anélisis estadistico

Cada experimento consistié de 3 a 6 animales. Todos los resultados estan
representados como la media + error estandar de la media (EEM) para el area de
cierre de la herida, las diferencias estadisticas significativas (p<0.05) entre los
tratamientos se determinaron por medio de un analisis de varianza de una via y dos
vias seguida por una prueba post hoc de Dunnett o Tukey segun fuera el caso.

Para el numero de vasos sanguineos del modelo CAM para el grupo control y el
vehiculo se compard la mediana de los grupos tratados mediante un analisis de
varianza en rangos de una via, seguido de una prueba post hoc Mann-Whitney.

Para el numero de ramificaciones de los distintos tratamientos del modelo CAM se
aplicé un analisis de varianza de rangos de una via, seguido de una prueba post hoc

de Dunn’s.
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18. Resultados

18.1 Obtencidn de los extractos de cuachalalate
Se obtuvieron 20.1 g del extracto hidroalcohdlico al 70% (10.06% de rendimiento con
respecto a la corteza seca) y 59.4 g de extracto crudo de CH,CIl, (8.49% de

rendimiento con respecto a la corteza seca).

18.2 Aislamiento y caracterizacion de los acidos 3a-hidroximasticadiendnico,
masticadiendnico y anacéardicos de la corteza de cuachalalate

La mezcla de acidos anacardicos se aislaron de las fracciones 10 a la 28 eluidas con
hexano:acetato de etilo en proporcion 8:2, obteniéndose 25.8 g de un aceite
amarillento de alta densidad (ANEXO 3).

El acido masticadienonico se aisld de las fracciones 35 a 47 eluidas con
hexano:acetato de etilo en proporcidon 7:3, obteniéndose 1.4 g de un sdélido blanco
cristalino, punto de fusion no corregido de 178-180° C y una pureza cromatografica
del 98.45% determinada mediante HPLC.

El 4cido 3a-hidroximasticadiendnico se aislo de las fracciones 50 a la 69 eluidas con
hexano: acetato de etilo en proporcién 7:3, después de varios lavados y
recristalizaciones con metanol se obtuvieron 3.9 g de un sélido cristalino amorfo,
punto de fusién no corregido de 146-148° C y pureza de 98.96% determinada
mediante HPLC.

La identidad del acido 3a-hidroximasticadienonico se determiné con ayuda de
espectros de RMN de hidrogeno (RMN 'H) y de carbono (RMN 'C), los cuales se
presentan en los ANEXOS 4 y 5, y corresponden a los descritos en la literatura
(Morales Martinez, 2011).

En la Tabla 16 se muestran los desplazamientos y las asignaciones de cada uno de
los atomos de hidrégeno y carbono para la molécula.

La identidad del acido masticadiendnico se realizé igualmente por RMN 'H y RMN
3C, (ANEXOS 6y 7).

En la Tabla 16 se muestran los desplazamientos quimicos de 'H y RMN 3C, acorde

con los reportados en la literatura (Morales Martinez, 2011).
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Acido masticadiendnico Acido 3a-hidroximasticadiendnico
Posicion 5 (°C) 5 ('H) 3 (°C) 5 ('H)
1 23.89 2.122 (m) 234 1.96 (m)
2 37.61 2.75 (td, J=14.5, 5.5 Hz) 35.52 2.56 (m)
2.45 (td, J=15.4, 7.0 Hz) 2.44 (dt, J=15.2, 6.9 Hz)
3 75.15 - 75.49 3.46 (t, J=2.8 Hz)
4 35.48 - 35.31 -
5 51.43 1.73 (m) 48.08 2.34 (dd, J=8.7, 5.1 Hz)
6 17.76 1.64 (m) 17.46 1.49(m)
7 117.38 5.30 (q, J=3.2 Hz) 117.35 5.25 (d, J=3.5 Hz)
8 145.57 - 145.61 -
9 33.65 1.52 (m) 30.75 1.41 (m)
10 4714 - 42.97 -
11 27.69 1.96 (m) 27.68 1.92 (m)
12 34.51 2.12 (m) 33.49 1.49 (m)
13 43.07 - 36.89 -
14 50.79 - 50.71 -
15 34.45 2.12 (m) 33.3 1.63 (m)
16 47.65 2.35 (m) 43.97 1.78 (m)
17 52.31 1.53 (m) 52.35 1.49 (m)
18 21.63 0.78 (s) 21.38 0.77 (s)
19 21.15 1.09 (s) 26.77 0.93 (s)
20 33.09 1.87 (m) 24.99 2.02 (m)
1.73 (m) 1.93 (d, J=7.3 Hz)
21 18.05 0.89 (m) 17.76 0.89 (m)
22 35.24 1.56 (m) 34.2 1.11 (m)
1.16 (m) -
23 25.93 2.57 (m) 26.21 2.56 (m)
2.41 (m) 2.44 (dt, J=15.2, 6.9 Hz)
24 141.83 6.08 (dd, J=7.4, 1.1 Hz) 143.16 6.08 (dd, J=7.3, 6.4 Hz)
25 127.26 - 126.47 -
26 20.66 2.09 (m) 20.38 2.02 (m)
27 169.02 - 169.89 -
28 24 .45 0.93 (s) 21.36 0.84 (s)
29 12.38 0.81(s) 12.51 0.77 (s)
30 27.23 0.97 (s) 27.39 0.94 (s)
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Adicionalmente, a los compuestos tritérpenicos se les realizd difracciéon de rayos X
de monocristal con el programa ORTEP esto con la finalidad de conocer las
estructuras (Figura 17 y 19) y el empaquetamiento de las moléculas en la red
cristalina (Figura 18 y 20) que forman una celda unitaria para dichos compuestos.
Por primera vez se logré6 determinar estas estructuras para los acidos 3a-
hidroximasticadienonico y acido masticadiendnico, ya que previamente se reporto la
difraccién de rayos X del derivado metilado del acido masticadiendnico (Soriano
Garcia, 1987).

Figura 17. Diagrama ORTEP de los cristales de acido 3a-hidroximasticadienénico que muestra su conformacién

molecular. Los atomos son identificados como O: ovales rojos, C: évalos grises, H: évalos blancos.

Figura 18. Perspectiva del empacado de moléculas del 4cido 3a-hidroximasticadiendnico en la celda unitaria.

Los atomos son identificados como O: 6valos rojos, C: 6valos grises, H: dvalos blancos.
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Figura 19. Diagrama ORTEP de los cristales de acido masticadiendnico que muestra su conformacion molecular.

Los atomos son identificados como O: dvalos rojos, C: dvalos grises, H: évalos blancos.

Figura 20. Perspectiva del empacado de moléculas del 4cido masticadiendnico en la celda unitaria. Los atomos

son identificados como O: évalos rojos, C: évalos grises, H: évalos blancos.

75



18.3 Pruebas antibacterianas

18.3.1 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) obtenidas para cada tratamiento se
resumen en la Tabla 17. Se observa que los acidos anacardicos y el aceite de ajo
presentan mayor efecto con menor CMI frente a S. mutans, S. aureus y E. coli. Con
respecto a los demas compuestos evaluados, las CMI son elevadas respecto a los
compuestos de referencia (cloruro de benzalconio, ampicilina y digluconato de
clorhexidina al 0.12%).

Tabla 17. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) en ug/mL del extracto
hidroalcohdlico 70% de cuachalalate, acido 3a-hidroximasticadienénico, masticadienénico, acidos

anacardicos, aceite de ajo, cloruro de benzalconio, ampicilina y digluconato de clorhexidina al 0.12%.

Microorganismo CMI (pg/mL)

 EHA  Acido Mastic Acidos Aceite  Cloruro de
3a anacardicos de ajo  benzalconio
Streptococcus 2000 >500 >500 125 25 1.56 5.0 1.2
mutans
Staphylococcus 4000 >500 >500 125 50 0.78 640 1.2
aureus
Pseudomonas 4000 >500 >500 >500 >100 50 >512 NP
aeruginosa
Escherichiacoli 1000 >500 >500 250 50 1.56 16 1.2

EHA: extracto hidroalcohdlico 70%; CHX: digluconato de clorhexidina 0.12%; Acido 3a: &cido 3a-

hidroximasticadienonico; Mastic: acido masticadienénico; AMP: Ampicilina y NP: No probada.

Con los resultados obtenidos se corrobora lo reportado en la literatura, donde se ha
demostrado que los compuestos del cuachalalate, en este caso los acidos
anacardicos, y por otra parte el ajo, poseen actividad antimicrobiana contra algunos
patdogenos importantes del ser humano (Hollands et al., 2016; Jesus et al., 2015;
Kyung, 2012).
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18.4 Evaluacion de la herida y porcentaje de cierre

Se evalué macroscopicamente la evolucion del cierre de la herida durante los 15
dias de tratamiento con los compuestos. En la Figura 21 se muestran las fotografias
representativas de las heridas y la manera en que disminuy6 el area de lesién. Al dia
12 (fase de remodelacion) la herida se encontraba cicatrizada para los diferentes

grupos por lo que las fotografias representativas se muestran a este punto.

Control
Vehiculo
Pirfenidona

Extracto

3a

Masti

Anacardicos

Mezcla

Ajo

Figura 21. Imagenes fotograficas representativas de la evolucién del cierre de la herida de los diferentes
grupos tratados: control, vehiculo, pirfenidona, extracto (extracto hidroalcohdlico de A. adstringens), 3a
(acido 3a-hidroximasticadiendnico), masti (acido masticadienénico), anacardicos (acidos anacardicos),
mezcla (mezcla de los acidos), ajo (mezcla aceite de ajo-extracto hidroalcohdlico de cuachalalate 0.016%)
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La determinacion se expres6é como porcentaje de cierre (contraccidon de la herida)
para los 15 dias de evaluacion de los compuestos, abarcando las tres fases de la
cicatrizacion: fase |I-hemostasia/inflamatoria (dias 0-3), fase ll-proliferativa (dias 4-8)
y fase lll-remodelacién (dias 9-15).

Los porcentajes de cierre de la herida durante los 15 dias de tratamiento del grupo
control (cicatrizacion normal, sin la influencia de algun agente externo) y vehiculo se
presentan en la Grafica 1. Se observa que para el grupo control y el vehiculo no
existe diferencia significativa en ninguno de los dias (p>0.05), lo que indica que el
vehiculo utilizado no influye en el proceso natural de cicatrizacion, y que los
resultados obtenidos se deberan exclusivamente al efecto de los compuestos

evaluados.

-®— Control
40 - —— Vehiculo

% Cicatrizacion de la herida

T
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

— | :

Fase | Fase Il Fase Il

Tiempo (dias)

Grafica 1. Porcentaje de cierre de la herida del grupo control y el grupo vehiculo. Cada punto representa la
media + EEM n=6

De la grafica 2 a 8 se muestra el efecto en el porcentaje en cierre que tuvieron los
distintos tratamientos evaluados en comparaciéon con el vehiculo, asimismo se
representan las diferencias significativas encontradas al realizar el respectivo

analisis estadistico.
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Con la pirfenidona se encontré diferencia significativa en los dias 2 a 7 (Grafica 2),
abarcando la fase inflamatoria y proliferativa de la cicatrizacion. Los porcentajes de
cierre para la pirfenidona fueron 32.8 %, 40.8 %, 51.58 %, 67.40 %, 77.21 % vy
86.63%, y para el vehiculo fueron de 9.36 %, 14.9 %, 20.25 %, 26.75 %, 38.12 % y
54.41 % para los mismos dias.

100
90 4 *
80
70
60 *

50 “ -8 Vehiculo

-8~ Pirfenidona 8%

404 *

301

% Cicatrizacion de la herida

209

104

T T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
I ] I ]
I

1 I 1
Fase | Fase Il Fase Il

Tiempo (dias)

Gréfica 2. Porcentaje de cierre de la herida del grupo pirfenidona 8% y control (vehiculo). Cada punto
representa la media + EEM n=6 *p<0.05, aplicando ANOVA de dos vias, posteriormente se realizé6 una

comparacion entre el Control y el tratamiento en el mismo dia, utilizando una prueba post-hoc de Dunnet.

En la Grafica 3 se observa que existe una tendencia en el porcentaje de cierre de la
herida en los primeros 5 dias de tratamiento (extracto hidroalcohdlico de
cuachalalate 70%) sin embargo el analisis estadistico no mostré diferencia

significativa con respecto al vehiculo.
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Grafica 3. Porcentaje de cierre de la herida del grupo extracto hidroalcohdlico al 70% de cuachalalate y el

control (vehiculo). Cada punto representa la media + EEM n=6.

La Grafica 4 muestrael porcentaje de cierre de la herida del acido 3a-
hidroximasticadienénico comparado con el vehiculo, se observa diferencia
significativa del dia 3 hasta el dia 7 (p<0.05), lo que corresponde al ultimo dia de la
fase inflamatoria y el penultimo dia de la fase proliferativa, respectivamente. Los
porcentajes de cicatrizacidon para el acido 3a-hidroximasticadiendnico fueron
41.81%, 43.94 %, 53.34 %, 65.64 % y 79.13 %, y para el vehiculo de 14.90 %,
20.25%, 26.75 %, 38.12 % y 54.42 %.
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Gréfica 4. Porcentaje de cierre de la herida del grupo acido 3a-hidroximasticadienonico y el control
(vehiculo). Cada punto representa la media + EEM n=6 *p<0.05, aplicando ANOVA de dos vias,
posteriormente se realizé una comparacion entre el Control y el tratamiento en el mismo dia, utilizando una
prueba post-hoc de Dunnet.

En la Grafica 5 se presentan los resultados para el cierre de la herida por el acido
masticadienonico y el vehiculo para los 15 dias de tratamiento. Al realizar el analisis
estadistico no se observé diferencia significativa en ningun dia evaluado, por lo que
el acido masticadienénico no favorece la velocidad de cierre de la herida en el

proceso de cicatrizacion.
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Gréfica 5. Porcentaje de cierre de la herida del grupo acido masticadienénico y el control (vehiculo). Cada
punto representa la media + EEM n=6.

Para el grupo de acidos anacardicos se encontré diferencia significativa con respecto
al vehiculo en los dias 5 al 7 (Grafica 6), lo que corresponde a la fase Il de la
cicatrizacion, con un porcentaje en cierre de la herida de 56.31 %, 65.55 % y 80.49%

para los acidos anacardicos y 26.75 %, 38.12 %, 54.41 % para el vehiculo.
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Gréfica 6. Porcentaje de cierre de la herida del grupo acidos anacardicos y el control (vehiculo). Cada punto
representa la media + EEM n=6 *p<0.05, aplicando ANOVA de dos vias, posteriormente se realiz6 una

comparacion entre el Control y el tratamiento en el mismo dia, utilizando una prueba post-hoc de Dunnet.
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En la Grafica 7 se muestran los resultados del cierre de la herida de la mezcla de
acidos (acido 3a-hidroximasticadiendnico, acido masticadienénico y acidos
anacardicos, proporcion 1:1:1), al hacer el analisis estadistico se observo diferencia
significativa en los dias 4 a 7 (fase proliferativa de la cicatrizacion) con un porcentaje
en cierre para la mezcla de 43.94 %, 57.46 %, 77.03 % y 83.03 % y 20.25 %,
26.75%, 38.12 % y 54.41 % para el vehiculo.
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Gréfica 7. Porcentaje de cierre de la herida de la mezcla de acidosy el control (vehiculo). Cada punto
representa la media + EEM n=6 *p<0.05, aplicando ANOVA de dos vias, posteriormente se realizé6 una

comparacion entre el Control y el tratamiento en el mismo dia, utilizando una prueba post-hoc de Dunnet.

Finalmente, se evaludé la capacidad cicatrizante de una combinacion de dos
productos naturales; el cuachalalate y el ajo (extracto hidroalcohdlico 70 % de
cuachalalate y aceite de ajo), s6lo se observé diferencia significativa en el dia 7 (fase
proliferativa de la cicatrizacién) con un porcentaje en cierre de 77.14 % para el ajo-
extracto 0.016% y de 54.41 % para el vehiculo, como se observa en la Grafica 8.
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Grafica 8. Porcentaje de cierre de la herida de la mezcla aceite de ajo-extracto hidroalcohdlico de cuachalalate
0.016%y el vehiculo. Cada punto representa la media + EEM n=6 *p<0.05, aplicando ANOVA de dos vias,
posteriormente se realizé6 una comparacion entre el Control y el tratamiento en el mismo dia, utilizando una

prueba post-hoc de Dunnet.

No se encontré diferencia estadisticamente significativa con respecto al extracto
hidroalcohdlico 70% solo, lo cual indica que el aceite de ajo no favorece a la

velocidad de cierre del extracto de cuachalalate (Grafica 9).
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Grafica 9. Porcentaje de cierre de la herida de la mezcla aceite de ajo-extracto hidroalcohdlico de cuachalalate

0.016%, vehiculo y el extracto hidroalcohdlico de cuachalalate. Cada punto representa la media £+ EEM n=6.
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18.5 Peso de los animales

Se observo que hay un porcentaje de variacién del 10 % respecto al peso original
(dia 0) en todos los grupos (Grafica 10), con una disminucion en los primeros dias
que puede ser atribuible al malestar general como dolor generado por Ia
manipulacion y el procedimiento de escision, sin embargo de acuerdo con los
parametros de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) sobre las
Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de
laboratorio, no se considera que esa pérdida de peso sea indicativo de alguna

patologia.
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Gréfica 10. Cambio de peso de los animales empleados durante 15 dias de tratamiento

18.7 Modelo CAM para evaluacion de la angiogénesis

Se evaluaron los distintos tratamientos a una concentracion de 30 ug/mL. Se
encontrd que el acido 3a-hidroximasticadiendnico, los acidos anacardicos y la
mezcla de los 3 acidos (acido 3a-hidroximasticadienodnico, acido masticadiendnico y
acidos anacardicos en proporciéon (1:1:1) poseen propiedades proangiogénicas, de
forma opuesta al extracto hidroalcohdlico al 70% que posee propiedades
antiangiogénicas. Finalmente, con él acido masticadiendnico no se observaron
propiedades angiogénicas o antiangiogénicas, al no mostrar diferencia significativa

en el numero de ramificaciones en vasos sanguineos. Como era de esperarse se
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observaron las propiedades antiangiogénicas de la pirfenidona y el acido
acetilsalicilico y proangiogénicas de la histamina.

En la Grafica 11 se puede observar que el acido 3a-hidroximasticadiendnico, acidos
anacardicos, mezcla de acidos y la histamina obtuvieron una mediana de 30, 34, 39
y 39.5 ramificaciones de vasos sanguineos respectivamente, que comparadas con la
mediana del Control la cual fue de 14 existe una diferencia significativa y con ello
una actividad proangiogénica. El extracto hidroalcohdlico de cuachalalate presento
una mediana de 10.5, siendo estadisticamente diferente del control, lo cual indica
una actividad antiangiogénica disminuyendo el numero de ramificaciones en los
vasos sanguineos casi equiparable con los farmacos testigos antiangiogénicos,

como el acido acetilsalicilico y pirfenidona con medianas de 9 para ambos casos.
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Grafica 11. Numero de ramificaciones de vasos sanguineos en el modelo de CAM para los distintos
tratamientos. La grafica representa; la linea dentro de la caja representa la mediana, la caja representa los
percentiles (25 y 75), las lineas verticales los valores maximo y minimo del nimero de ramificaciones de
vasos sanguineos del conteo de al menos seis huevos. * p<0.05 con respecto al Control aplicando un analisis

de varianza en rangos de una via, seguido de una prueba post hoc de Dunn'’s.
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La Grafica 12 muestra los resultados del grupo control y vehiculo, con medianas de
14.5 y 14, respectivamente. Al no haber diferencia significativa entre estos grupos se
corrobora que el disco de metilcelulosa y el disolvente empleado (DMSO 0.1%) no
desencadenan respuestas sobre la angiogénesis, y los resultados obtenidos se

deberan unicamente a las propiedades de los compuestos evaluados.
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Gréfica 12. Numero de vasos sanguineos en el modelo de CAM de embridn de pollo para el grupo control
y el vehiculo. La grafica representa; la linea dentro de la caja representa la mediana, la caja representa los
percentiles (25 y 75), las lineas verticales los valores maximo y minimo del numero de ramificaciones de
vasos sanguineos del conteo de al menos seis huevos. Se compard la mediana de los grupos tratados

mediante un andlisis de varianza en rangos de una via, seguido de una prueba post hoc Mann-Whitney, no

En la Figura 22 se muestran fotografias representativas para los distintos
tratamientos aplicados en la CAM a una concentracion de 30 ug/mL. Los resultados
muestran que el acido 3a-hidroximasticadienonico, los acidos anacardicos y la
mezcla de acidos poseen propiedades proangiogénicas (Figura 22 E,G,H). Un dato
interesante fue que el extracto hidroalcohdlico (Figura 22 |) posee propiedades
antiangiogénicas, finalmente el que carecié de alguna propiedad angiogénica o
antiangiogénica fue él acido masticadienonico (Figura F) ya que no mostro diferencia
significativa en el nimero de ramificaciones en vasos sanguineos. La pirfenidona y
acido acetilsalicilico (Figura 22 J y D) como testigos antiganigogénicos y la histamina
(Figura 22 C) como testigo proangiogénico corroboran los resultados y dan un

indicativo que la experimentacion se llevo de forma adecuada.
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Figura 22. Fotografias representativas de la CAM para los distintos tratamientos; A) vehiculo, B) control, C)

histamina, D) acido acetilsalicilico, E) acido 3a-hidroximasticadiendnico, F) acido masticadiendnico, G) acidos
anacardicos, H) mezcla de acidos, I) extracto hidroalcohdlico 70% cuachalalate, J) pirfenidona.
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En la Tabla 18, se resume si los diferentes tratamientos presentan propiedad

proangiogénica o antiangiogeénica.

Tabla 18. Tratamiento evaluado y propiedad respecto a la angiogénesis

Tratamiento Mediana Actividad

Vehiculo 14 -
Acido 3a-hidroximasticadienénico 30 Proangiogénica
Acidos anacardicos 34 Proangiogénica
Mezcla de acidos 39 Proangiogénica
Histamina 39.5 Proangiogénica

Acido masticadienénico 15.5 -
Extracto hidroalcohdlico cuachalalate 10.5 Antiangiogénica
Acido acetilsalicilico 9 Antiangiogénica
Pirfenidona 9 Antiangiogénica

18.8 Analisis histologico

Los tejidos tratados con el extracto hidroalcohdlico 70% de cuachalalate, la mezcla o
el vehiculo mostraron mayor reaccion inflamatoria en la zona de la herida al dia 7
cuando se les comparo con el control; este efecto se asocié con un menor indice de
epitelizacion para el mismo tiempo (Grafica 13). Morfolégicamente los tejidos se
caracterizaron por presentar un epitelio discontinuo e inmaduro a los 7 dias que
incrementd su indice de epitelizacién para el dia 15, igualando al control. Para las
lesiones de los animales tratados con la mezcla de los acidos anacardicos, acido
masticadiendnico y acido 3a-hidroximasticadiendnico, sélo las expuestas al primero
presentaron aumento en el infiltrado inflamatorio a los 7 dias post tratamiento, pero
como en el caso del extracto hidroalcohdlico de cuachalalate y la mezcla de los
acidos, igualaron las caracteristicas del control al dia 15. No obstante, los efectos de
los compuestos por separado si se reflejaron en el indice de epitelizacion donde el
acido 3a-hidroximasticadienénico mostré la mayor inmadurez epidérmica durante
todo el experimento (Grafica 13). Finalmente, los tejidos derivados de los animales

tratados en la zona de la herida con pirfenidona 8% y la combinacion aceite de ajo-
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extracto hidroalcohdlico de cuachalalate no mostraron algun cambio con el infiltrado
inflamatorio respecto al control, pero si reflejaron una menor madurez epitelial al dia
7 que se recuperd hasta el nivel del control para el dia 15. En la Tabla 19 se
mencionan las caracteristicas del infiltrado celular respecto al tratamiento y el

tiempo.

Naive
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Anacardicos
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indice de epitelizacion
Fhtd

RN
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Gréfica 13. Gréfica de indice de epitelizacién de los diferentes tratamientos comparados contra el control durante

los 15 dias de evaluacion.
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Gréfica 14. Grafica de infiltrado inflamatorio de los diferentes tratamientos comparados contra el control durante

los 15 dias de evaluacion.
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Tabla 19. Evaluacién histomorfolégica del infiltrado celular en la zona de la lesion en

relacion con el tratamiento y el tiempo.

Tratamiento

Dia 3

Dia 7

Dia 15

Control Abundante en la zona | Escaso en la zona de la | Escaso en la zona de la
papilar y sin epitelio herida y epitelio | herida y epitelio maduro
discontinuo sin papilas | con papilas dérmicas
dérmicas
Vehiculo Abundante en la zona | Escaso en la zona de la | Escaso en la zona de la
papilar y sin epitelio herida y epitelio | herida y epitelio
discontinuo sin papilas | inmaduro sin papilas
dérmicas dérmicas
Extracto Abundante en la zona | Abundante en la zona de | Moderado en la zona de
hidroalcoholico papilar por debajo de la | la herida por debajo de la | la herida con epitelio
70% costra sin epitelio costra sin epitelio delgado e inmaduro y
cuachalalate papilas dérmicas

Mezcla de acidos

Abundante en la zona

Abundante en la zona

Escaso en la zona de la

papilar por debajo de la | papilar por debajo de la | herida con epitelio
costra costra sin epitelio maduro y papilas

dérmicas
Acido Abundante en la zona de | Moderado en la zona de la | Escaso en la zona de la
3a-hidroximastica- | la herida sin epitelio herida y epitelio | herida con  epitelio
diendnico discontinuo e inmaduro inmaduro y escasas

papilas dérmicas

Acido Moderado en la zona de | Moderado en la zona de la | Escaso en la zona de la
masticadiendnico | la herida sin epitelio herida y epitelio | herida con  epitelio
discontinuo e inmaduro maduro y papilas

dérmicas
Mezcla acidos Abundante en la zona | Abundante en la zona | Escaso en la zona de la
anacardicos papilar por debajo de la | papilar y epitelio | herida con  epitelio
costra discontinuo con papilas | maduro y papilas

dérmicas dérmicas

Pirfenidona 8%

Moderado en la zona de
la herida por debajo de la
costra

Moderado en la zona de la
herida con epitelio
discontinuo e inmaduro

Moderado en la zona de
la herida con epitelio
delgado e inmaduro sin
papilas dérmicas

Aceite de ajo-
extracto
cuachalalate

Abundante en la zona
papilar sin epitelio

Moderado en la zona de la
herida con epitelio
discontinuo e inmaduro

Escaso en la zona de la

herida con  epitelio
inmaduro sin  papilas
dérmicas

Mezcla de acidos: acido 3a-hidroximasticadiendnico, acido masticadienénico y mezcla de acidos anacérdicos,

(proporciéon 1:1:1); aceite de ajo-extracto cuachalalate: combinacion aceite de ajo-extracto hidroalcohdlico

cuachalalate 0.016%.

En las Figuras 23-26 se muestran las fotomicrografias de la tincion de hematoxilina-

eosina, donde se aprecia el infilirado celular, la reepitelizaciéon y la formacion del

tejido de granulacion de los diferentes tratamientos a los dias 3, 7 y 15 post-

tratamiento.
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Figura 23. Tincion de H&E. Fotomicrografias de los tejidos(a,e,i) corresponden al grupo control, (b,f,j) grupo vehiculo, (c,g,k) grupo mezcla y (d,h,l) al grupo extracto de
cuachalalate, el panel superior corresponde a los 3 dias post-tratamiento, el panel de en medio a los 7 dias post-tratamiento y el panel inferior a los 15 dias post-

tratamiento.
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Figura 24. Tincion de H&E. Fotomicrografias de los tejidos (a,e,i) corresponden al grupo control, (b,fj) acido masticadienénico, (c,g,k) acido 3a-
hidroximasticadienoénico, (d,h,l) acidos anacardicos, el panel superior corresponde a los 3 dias post-tratamiento, el panel de en medio a los 7 dias post-tratamiento y el
panel inferior a los 15 dias post-tratamiento.
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Figura 25. Tincion de H&E. Fotomicrografias de los tejidos (a,d,g) corresponden al grupo control, (b,e,h) grupo vehiculo, (c,f,i) Pirfenidona, el panel superior

corresponde a los 3 dias post-tratamiento, el panel de en medio a los 7 dias post-tratamiento y el panel inferior a los 15 dias post-tratamiento.

94



Figura 26. Tincién de H&E. Fotomicrografias de los tejidos (a,d,g) corresponden al grupo control, (b,e,h) grupo vehiculo, (c,f,i) aceite ajo-extracto hidroalcohdlico
cuachalalate, el panel superior corresponde a los 3 dias post-tratamiento, el panel de en medio a los 7 dias post-tratamiento y el panel inferior a los 15 dias post-
tratamiento.
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A través de la tincion tricromica de Masson se valoré la proporcién y distribucién de
las fibras de colagena total (azul en fotomicrografias 27-30). Comparados con el
control, solamente la zona de lesion de los tejidos derivados de los animales tratados
con la fraccion del acido 3a-hidroximasticadienénico o el vehiculo presentaron un
incremento en la proporcion de colagena a los dias 3 y 7 post-lesion,
respectivamente, donde los tratamientos con el acido 3a-hidroximasticadiendnico y
el masticadienodnico evidenciaron un empaquetamiento semejante al control a los 15
dias post-lesién (Grafica 15); todos los demas tratamientos exhibieron fibras de
regulares a delgadas, lo que podria indicar que aun se encontraban en un estado de
remodelacion temprana. En la Tabla 20 se mencionan caracteristicas de la
arquitectura de la matriz colagénica en la zona de la lesién de los diferentes

tratamientos y a los diferentes tiempos.
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Grafica 15. Graficos de colagena total de los diferentes tratamientos comparados contra el control durante los 15

dias de evaluacion.
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Tabla 20. Evaluacion histomorfolégica de la arquitectura de la matriz colagénica en

la zona de la lesion en relacion con el tratamiento y el tiempo.

Tratamiento

Dia 3

Dia 7

Dia 15

Control Fibras delgadas en toda | Fibras delgadas en | Fibras gruesas en toda
la zona de la herida dermis papilar y fibras | la zona de la herida
gruesas en  dermis
reticular profunda
Vehiculo Fibras delgadas en toda | Fibras delgadas en | Fibras  delgadas vy
la zona de la herida dermis papilar y fibras | gruesas en la zona de la
gruesas en dermis | herida
reticular profunda
Extracto Fibras delgadas en toda | Fibras delgadas en toda | Fibras regulares en toda
hidroalcoholico la zona de la herida la zona de la herida la zona de la herida
70%
cuachalalate

Mezcla de acidos

Fibras delgadas en toda
la zona de la herida

Fibras delgadas en toda
la zona de la herida

Fibras regulares en toda
la zona de la herida

Acido Fibras delgadas en toda | Fibras delgadas en toda | Fibras gruesas en toda
3a-hidroximastica- | la zona de la herida la zona de la herida la zona de la herida
diendnico
Acido Fibras regulares en | Fibras delgadas en toda | Fibras gruesas en toda

masticadiendénico

dermis papilar

la zona de la herida

la zona de la herida

Mezcla acidos
anacardicos

Fibras regulares en
dermis papilar y centro
de la herida

Fibras delgadas en
dermis papilar y fibras
regulares en dermis
reticular profunda

Fibras regulares en toda
la zona de la herida

Pirfenidona 8%

Fibras regulares en toda
la zona de la herida

Fibras delgadas en toda
la zona de la herida

Fibras regulares en toda
la zona de la herida

Aceite de ajo-
extracto
cuachalalate

Fibras delgadas en toda
la zona de la herida

Fibras delgadas
principalmente en la
zona de dermis papilar

Fibras delgadas en toda
la zona de la herida

Mezcla de acidos: acido 3a-hidroximasticadiendnico, acido masticadiendénico y mezcla de acidos anacardicos,

(proporciéon 1:1:1); aceite de ajo-extracto cuachalalate: combinacion aceite de ajo-extracto hidroalcohdlico

cuachalalate 0.016%.
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Figura 27. Tincion de Masson. Fotomicrografias de los tejidos (a,e,i) corresponden al grupo control, (b,f,j) grupo vehiculo, (c,g,k) mezcla y (d,h,I) extracto de
cuachalalate, el panel superior corresponde a los 3 dias post-tratamiento, el panel de en medio a los 7 dias post-tratamiento y el panel inferior a los 15 dias post-
tratamiento.
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Figura 28.Tincion de Masson. Fotomicrografias de los tejidos (a,e,i) corresponden al grupo control, (b,fj) acido masticadienénico, (c,g,k) acido 3a-
hidroximasticadiendnicoy (d,h,l) acidos anacardicos, el panel superior corresponde a los 3 dias post-tratamiento, el panel de en medio a los 7 dias post-tratamiento y el
panel inferior a los 15 dias post-tratamiento.
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Figura 29. Tincién de Masson. Fotomicrografias de los tejidos (a,d,g) corresponden al grupo control, (b,e,h) grupo vehiculo, (c,f,i) Pirfenidona, el panel superior

corresponde a los 3 dias post-tratamiento, el panel de en medio a los 7 dias post-tratamiento y el panel inferior a los 15 dias post-tratamiento.
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Figura 30. Tincién de Masson. Fotomicrografias de los tejidos (a,d,g) corresponden al grupo control, (b,e,h) grupo vehiculo, (c,f,i) aceite ajo-extracto hidroalcohdlico
cuachalalate, el panel superior corresponde a los 3 dias post-tratamiento, el panel de en medio a los 7 dias post-tratamiento y el panel inferior a los 15 dias post-

tratamiento.
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Con el objeto de diferenciar el tipo de colagena presente en la zona de la herida
durante el tiempo de cicatrizacion evaluado empleando la tincion de Herovici
(Figuras 31-34), se pudo observar que los tejidos tratados con el vehiculo
incrementaron la proporcion de colagena tipo | por encima de todos los demas
tratamientos que no presentaron diferencias importantes, con excepcién de los
tejidos tratados con los acidos anacardicos que practicamente no mostraron ese tipo
de colagena a los 3 dias, aunque semejaron a los controles hacia los 7 y 15 dias
posteriores (Grafica 16). El comportamiento biolégico de una lesion presenta de
manera inversa la expresion de colagena tipo | y lll, siendo mas abundante la tipo Il
en los estadios tempranos y luego disminuye para ser sustituida por la tipo I. Al
respecto, la mayoria de los tejidos estudiados mantuvieron ese comportamiento
excepto por los derivados de animales tratados con la mezcla que cayo hacia el dia
7, mientras que los tejidos de los animales tratados con todas las demas estrategias
subian. Por su parte el tratamiento con el extracto de ajo solo difiere del control por
su baja proporcion de colagena tipo Il depositada en la zona de la herida durante
todo el tiempo de analisis, mientras que el tratamiento con pirfenidona muestra un
patrén totalmente atipico para la expresion de las colagenas tipo | y Il (Grafica 17).
Con pirfenidona solo se pudo observar un incremento discreto durante los 15 dias de
evaluacion, donde ambos tipos de colagena presentaron una relacién de expresion y
proporcion directa. En la Tabla 21 se muestran la distribucion y proporcion de las

colagenas | y lll en la zona de la lesion en relacidn con el tratamiento y el tiempo.
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Gréfica 16. Grafica de colagena tipo | de los diferentes tratamientos comparados contra el control durante los 15
dias de evaluacion.
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Grafica 17.Grafica de colagena tipo Il de los diferentes tratamientos comparados contra el control durante los 15
dias de evaluacion.
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Tabla 21. Evaluacién histomorfolégica de la distribucién y proporcion de las

colagenas | y lll en la zona de la lesion en relacidn con el tratamiento y el tiempo.

ata ento DIa Dia Dia
Clg | Clg Il Clg | Clg Ill Clg | Clg Il
Control Escasa en | Escasaenla | Escasa en | Abundante Moderada en | Moderada
lazonade | zona de la | la zona de | enlazonade | la zona | en la zona
la herida herida la herida la herida reticular papilar
Vehiculo Escasa en | Moderada Escasa en | Abundante Abundante Escasa en
la zona | en la zona | la zona | enlazonade | enlazonade | la zona
reticular de la herida reticular la herida la herida papilar
Extracto Nula en | Abundante Escasa en | Abundante Escasa en la | Moderada
hidroalcohdlico lazonade | en la zona | la zona | enlazonade | zona de la | en la zona
70% la herida de la herida reticular la herida herida de la herida
cuachalalate
Mezcla de acidos | Escasa en | Moderada Escasa en | Moderada en | Moderada en | Abundante
lazonade | en la zona | la zona de | la zona de la | la zona | en la zona
la herida de la herida la herida herida reticular de la herida
Acido Escasa en | moderada Escasa en | Moderada en | moderada en | Escasa en
3a- lazonade | en la zona | la zona | la zona de la | la zona de la | la zona de
hidroximastica- la herida de la herida reticular herida herida la herida
diendnico
Acido Escasa en | Escasaenla | Escasa en | Moderada en | Moderada en | Moderada
masticadienénico | la zona | zona la zona de | la zona de la | la zona | en la zona
papilar reticular la herida herida reticular de la herida
Mezcla acidos Nula en la | Abundante escasa en | Abundante Moderada en | Moderada
anacardicos zonadela | en la zona | zona enlazonade | la zona | en la zona
herida de la herida reticular la herida reticular de la herida
Pirfenidona 8% Moderada | Moderada escasa en | Moderada en | Moderada en | Abundante
en toda la | en toda la | toda la | toda la zona | toda la zona | en zona
zonadela | zona de la | zona de la | de la herida de la herida papilar
herida herida herida
Aceite de ajo- Escasaen | Nula en la | Escasa en | Moderada en | Moderada en | Escasa en
extracto lazonade | zona de la | la zona de | la zona de la | la zona de la | la zona
cuachalalate la herida herida la herida herida herida papilar

Mezcla de acidos: acido 3a-hidroximasticadiendnico, acido masticadiendnico y mezcla de acidos anacardicos,

(proporciéon 1:1:1); aceite de ajo-extracto cuachalalate: combinacion aceite de ajo-extracto hidroalcohdlico

cuachalalate 0.016%; Clg I: colagena tipo |; Clg llI: colagena tipo lIl.
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Figura 31. Tincién de Herovici. Fotomicrografias de los tejidos (a,e,i) corresponden al grupo control, (b,f,j) grupo vehiculo, (c,g,k) mezcla y (d,h,l) extracto de
cuachalalate, el panel superior corresponde a los 3 dias post-tratamiento, el panel de en medio a los 7 dias post-tratamiento y el panel inferior a los 15 dias post-

tratamiento.
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Figura 32. Tincion de Herovici. Fotomicrografias de los tejidos (a,e,i) corresponden al grupo control, (b,fj) acido masticadiendnico, (c,g,k) acido 3a-
hidroximasticadienonico y (d,h,l) acidos anacardicos, el panel superior corresponde a los 3 dias post-tratamiento, el panel de en medio a los 7 dias post-tratamiento y el
panel inferior a los 15 dias post-tratamiento.
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Figura 33. Tincion de Herovici. Fotomicrografias de los tejidos (a,d,g) corresponde al grupo control, (b,e,h) grupo vehiculo, (c,f,i) pirfenidona, el panel superior

corresponde a los 3 dias post-tratamiento, el panel de en medio a los 7 dias post-tratamiento y el panel inferior a los 15 dias post-tratamiento.
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Figura 34. Tincion de Herovici. Fotomicrografias de los tejidos (a,d,g) corresponde al grupo control, (b,e,h) grupo vehiculo, (c,f,i) aceite ajo-extracto hidroalcohdlico
cuachalalate, el panel superior corresponde a los 3 dias post-tratamiento, el panel de en medio a los 7 dias post-tratamiento y el panel inferior a los 15 dias post-

tratamiento.
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Los hallazgos en este estudio muestran que para el control y vehiculo existe una
adecuada irrigacion sanguinea evidenciada por la presencia de hipervascularizacion
temprana, sin embargo encontramos que a los 7 y 15 dias las muestras derivadas de
los animales tratados con los acidos anacardicos presentaron un incremento de casi
el doble de vasos del observado para el control sin disminucién al dia 15, mientras
que en los tratados con pirfenidona para el final de la evaluacion los vasos habian

disminuido drasticamente (Grafica 18).
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Gréfica 18. Grafica del contenido de vasos sanguineos de los diferentes tratamientos a los 7 y 15 dias de
evaluaciéon. Cada barra representa la media media + EEM n=6 *p<0.05, aplicando ANOVA de dos vias,
posteriormente se realizé6 una prueba post-hoc de Dunnet comparando el vehiculo contra el tratamiento en el

mismo dia.

Con el objeto de conocer si la proporcion de la vasculatura estaba relacionada con el
tamano de los capilares, se realizé un analisis cuantitativo con respecto a su tamafo
y al tiempo 7 y 15 dias. La cantidad de vasos sanguineos clasificados como
pequefios, medianos o grandes fue variable en relacién con los tratamientos
empleados; los acidos anacardicos presentaron la mayor proporcion de vasos
pequefios en comparacion con el control y todos los demas tratamientos. En general
la proporcidon de capilares de mayor calibre (medianos y grandes) estuvo
incrementada a los 7 dias post tratamiento y fueron los que sufrieron la mayor
disminucion para el dia 15 (Grafica 19). Los tejidos tratados con la mezcla no solo no
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limitaron la cantidad de vasos del menor calibre como sucedié con el control, sino
que se incrementaron para el dia 15. Interesantemente los tejidos de los animales
tratados con pirfenidona presentaron la menor proporcion de vasos de todos los
calibres y para el dia 15 solo se aprecido una pequena cantidad de las estructuras

pequefias (Grafica 20 y 21).
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Grafica 19. Grafica del contenido de vasos sanguineos de acuerdo al calibre de los mismos de los diferentes
tratamientos a los 7 dias de evaluacion. Cada barra representa la media media + EEM n=6 *p<0.05, aplicando
ANOVA de dos vias, posteriormente se realizé una prueba post-hoc de Dunnet comparando el vehiculo contra el

tratamiento con el mismo calibre de vasos sanguineos.
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Gréfica 20. Grafica del contenido de vasos sanguineos de acuerdo al calibre de los mismos de los diferentes
tratamientos a los 15 dias de evaluacion. Cada barra representa la media media £+ EEM n=6 *p<0.05, aplicando
ANOVA de dos vias, posteriormente se realizé una prueba post-hoc de Dunnet comparando el vehiculo contra el

tratamiento con el mismo calibre de vasos sanguineos.
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Discusion
Los resultados del modelo de herida por escision de espesor total en rata Wistar,
muestran que no existe diferencia significativa en el porcentaje de cierre de la herida
de los animales tratados con el vehiculo y el grupo control, por lo que las diferencias
encontradas se deberan unicamente al efecto de los tratamientos evaluados. El
acido 3a-hidroximasticadienonico, la mezcla de acidos anacardicos, la mezcla de los
3 acidos en proporcion (1:1:1) y la pirfenidona, en las concentraciones anteriormente
descritas, exponen un porcentaje de cierre mayor al vehiculo, encontrandose
diferencias significativas sobre todo en la fase Il de la cicatrizacion (Figura 21 y
Graficas 4, 6 y 7). De la misma manera, se evalu6 una combinaciéon de dos
productos naturales, extracto hidroalcoholico de cuachalalate y aceite de ajo. Un
punto importante a considerar es el prevenir infecciones por microorganismos y de
esta manera favorecer la velocidad de cierre de la herida. Debido a las propiedades
antisépticas y a los efectos reportados que ejerce el ajo sobre la mejora del colageno
y angiogénesis, se esperaba un efecto sinergista entre ambos tratamientos,
incrementando el porcentaje de cierre de la herida. Sin embargo, aunque se
observo un aumento en la velocidad de cierre, esta fue menor a lo esperado, ya que
hubo muy poca variacion respecto al extracto solo (Grafica 9) y no se encontro

diferencia significativa entre éstos tratamientos.

Para el caso de los acidos anacardicos existen estudios que muestran su actividad
antimicrobiana y antiparasitaras (Himejima et al., 1991; Rivero-Cruz et al., 2005), lo
que favoreceria la reduccion del tiempo de cierre de la herida al evitar la infeccion e
inflamacion sustancial, ya que es el factor que mas a menudo altera el equilibrio en
el proceso de cicatrizacion. Dentro de los resultados obtenidos, los acidos
anacardicos presentaron una actividad considerable sobre bacterias Gram positivas
(Tabla 17), lo cual es congruente con lo reportado anteriormente, donde se describe
que los compuestos aislados de plantas tienen una mayor actividad contra bacterias
Gram positivas (Lopez et al., 2015; Rodriguez-Garcia et al., 2015). En ensayos
previos (Castillo-Juarez et al.,, 2013) se ha reportado que los acidos anacardicos
inhiben la induccién de piocianina, ramnolipidos y elastasa, factores de virulencia de

P. aeruginosa, que estan relacionados directamente con su patogenicidad, aunque
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los resultados mostraron una pobre actividad sobre su crecimiento. Es importante
destacar que los valores de CMIs para el crecimiento de P. aeruginosa, tanto para
los acidos anacardicos como para el aceite de ajo, son similares a los obtenidos para
la ampicilina, lo cual sugiere su potencial antimicrobiano. El aceite de ajo tuvo buena
actividad sobre el crecimiento de todas las bacterias seleccionadas, gracias a su ya
conocido potencial antimicrobiano (Elizabeth, 2001). Las CMIs obtenidas son
similares a las descritas previamente (Mohsenipour, 2015), utilizando como modelos
a las bacterias S. aureus, B. cereus, S. pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli y K.

pneumoniae.

Morfolégicamente todos los tejidos se caracterizaron por presentar un epitelio
discontinuo e inmaduro a los 7 dias que incremento su indice de epitelizacion para el
dia 15, igualando al control. Se observé que tanto los acidos anacardicos como la
mezcla de los 3 acidos (1:1:1) presentaron un menor grado de infiltrado inflamatorio
y un mayor indice de epitelizacién (Graficas 13 y 14, Tabla 19, Figuras 23 y 24), lo
cual es congruente con los resultados obtenidos respecto al porcentaje de cierre de
la herida, ya que éstos tratamientos presentaron diferencia significativa en la fase
proliferativa de la cicatrizacién. El acido masticadienénico también mostré menor
proporcion de infiltrado inflamatorio y un buen indice de epitelizacion durante la
evaluacion (Figura 24). Por otro lado, tanto el extracto como la pirfenidona fueron
las condiciones que estimularon la mayor proporcion de infiltrado inflamatorio y
menor madurez epitelial (Grafica 13 y 14, Tabla 19, Figuras 23 y 25). Sin embargo,
en otros modelos inflamatorios se ha podido evidenciar que el extracto de
cuachalalate reduce el edema en oido y la pata de rata generados por carragenina
(Oviedo-Chavez et al., 2004). Otro efecto demostrado para el extracto es su
capacidad de disminuir el infiltrado inflamatorio en colitis ulcerativa en ratones
(Rodriguez-Canales et al., 2016), lo que hace suponer que de aplicarse en lesiones
cutaneas podria estimular la cicatrizacion por control inflamatorio. Si bien en éste
modelo, parece que el extracto de cuachalalate no disminuye el infiltrado
inflamatorio, al combinarse con el aceite de ajo se mejora su actividad
antiinflamatoria y una mejor estructura de la cicatriz, debido a la presencia de anexos

(Tabla 19, Figuras 23 y 26).
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Los tejidos derivados de los animales tratados con el acido 3a-
hidroximasticadienonico presentaron un incremento en la proporcion de colagena
total a los dias 3 y 7 post-lesion, continuando asi hasta el final de los 15 dias de
evaluacion donde se evidencio un empaquetamiento de distribucion normal, de igual
forma que el acido masticadiendnico. Todos los demas tratamientos exhibieron fibras
de regulares a delgadas, lo que indica que aun se encontraban en un estado de

remodelacion temprana (Grafica 15, Tabla 20 y Figuras 27-30).

El comportamiento biolégico de una lesion presenta de manera inversa la expresion
de colagena tipo | y lll, siendo mas abundante la tipo Il en los estadios tempranos y
luego disminuye para ser sustituida por la tipo I. Con el objeto de diferenciar el tipo
de colagena presente en la zona de la herida durante el tiempo de cicatrizacion
evaluado, se realizo la tincién de Herovici, donde se pudo observar que el acido 3a-
hidroximasticadienonico presentd una mayor proporcion de colagena tipo | al dia 15,
lo que sugiere una mejor estructura de la cicatriz. Por otro lado, también se pudo
evidenciar que la combinacion de aceite de ajo-extracto favorece el intercambio de
colagena tipo Il por tipo | en comparaciéon con el extracto solo (Graficas 16 y 17,
Tabla 21, Figuras 31-34). El intercambio de colagenas en la mezcla de los 3 acidos
cayo hacia el dia 7, mientras que los tejidos de los animales con todos los demas
tratamientos subian. A pesar que tanto los la mezcla de los 3 acidos (1:1:1) como los
acidos anacardicos tuvieron una velocidad de cierre mayor a los otros tratamientos,
éstos no presentaron una mejor estructura celular en la cicatriz, en comparacion con
la combinacion de aceite de ajo con extracto de cuachalalate. Es de suma
importancia favorecer una correcta arquitectura tisular durante el proceso de
cicatrizacion, ya que de ello depende la funcionalidad de la piel nueva, evitando asi

danos del medio externo.

Es muy interesante el efecto que ejercidé la pirfenidona sobre la expresion de
colagenas tipo | y Il durante el proceso. El tratamiento con pirfenidona influye de
manera importante en el recambio de colagena de una forma completamente atipica

para estas dos especies de la proteina (Xiang et al., 2015), y ademas pareciera que
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su mecanismo de accidn se relaciona con un efecto antiangiogénico que
eventualmente podria relacionarse con la modulacion de algunas citocinas

proinflamatorias y que comparten efectos angiogénicos (Oku et al., 2002).

La oxigenacion, nutricion y regulacion endodcrina de una herida en remodelacion
requiere de una apropiada irrigacion sanguinea, por lo que regularmente una lesion
se hipervasculariza tempranamente para después quedar con los vasos sanguineos

suficientes para mantener la viabilidad del tejido en reparacion.

La evaluacion de la angiogénesis de los tratamientos se realizé mediante el recuento
de vasos sanguineos en los tejidos y se observo que, los acidos anacardicos
sobrestimularon la formacién de vasos sanguineos desde el dia 7 post tratamiento
(Grafica 18). ElI acido 3a-hidroximasticadiendnico presentd propiedades
angiogénicas al dia 15 de evaluacién (Grafica 18), sin embargo su forma oxidada
(acido masticadiendnico) no presenté aumento de la angiogénesis, estudios previos
muestran una relacidén estructura-actividad debida al grupo hidroxilo en el carbono 3
del triterpeno. Estudios previos, demuestran que el acido 3a-hidroximasticadiendnico
muestra efecto gastroprotector, debido al hidroxilo en el carbono 3, lo cual podria
estar relacionado con su actividad cicatrizante y angiogénica (Navarrete et al., 2002;
Rivero-Cruz et al., 2005). Ademas, en el modelo CAM de embrion de pollo, los
acidos anacardicos y el acido 3a-hidroximasticadiendnico, también presentaron un

efecto proangiogénico (Tabla 18).

El extracto hidroalcohdlico de cuachalalate presenté propiedades antiangiogénicas
en el modelo CAM, a pesar de que contiene a los acidos 3a-hidroximasticadiendnico,
masticadienonico y anacardicos, lo que supone que contiene ademas otros
compuestos que antagonizan su efecto angiogénico (Tabla 18). Lo cual es
congruente con los resultados obtenidos en el porcentaje de cierre de la herida.

Con el objeto de conocer si la proporcién de la vasculatura estaba relacionada con el
tamano de los capilares, se realizé un analisis cuantitativo con respecto a su tamafio

y al tiempo (7 y 15 dias). La cantidad de vasos sanguineos clasificados como
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pequefios, medianos o grandes fue variable en relacion con los tratamientos
empleados; los acidos anacardicos presentaron la mayor proporcién de vasos
pequefios en comparacion con el control y todos los demas tratamientos al dia 7.
Estos resultados sugieren que el mecanismo por el cual actuan los acidos
anacardicos, se encuentra relacionado con la angiogénesis en la fase proliferativa.
En general la proporcion de capilares de mayor calibre (medianos y grandes) estuvo

incrementada a los 7 dias postratamiento y sufrieron una disminucién para el dia 15.

De manera interesante los tejidos de los animales tratados con pirfenidona
presentaron la menor proporcién de vasos de todos los calibres y para el dia 15 solo
se aprecié una pequefa cantidad de los vasos sanguineos de menor calibre (Grafica
20), lo cual concuerda con su actividad antiangiogénica previamente reportada (Oku
et al., 2002).

Con los resultados obtenidos se puede observar que el acido 3o-
hidroximasticadienénico actué como agente angiogénico, antiinflamatorio y mostro
una buena resolucién de la cicatriz, al igual que los acidos anacardicos, los cuales,
ademas exhibieron propiedades antimicrobianas. Estos mecanismos intervienen en
la fase Il (proliferativa) de la cicatrizacién, lo cual se relaciona con que ambos
tratamientos presentaron un incremento en el porcentaje de cierre de la herida

durante esta fase.

El extracto de cuachalalate no mostr6 a nivel histomorfolégico cambios que
demuestren que su aplicacion en tejidos cutaneos lesionados se pueda asociar con
menor inflamacion o mejor arquitectura tisular durante la cicatrizacion. Sin embargo,
en combinacion con el aceite de ajo la actividad antiinflamatoria mejora, asi como la

madurez epidérmica.
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Conclusiones
Los resultados obtenidos en esta investigacidon evidencian la actividad
antimicrobiana de los acidos anacardicos del cuachalalate, ademas
demuestran sus propiedades como coadyuvantes en el proceso de
cicatrizacion mediante el aumento del porcentaje de cierre de la herida, como
agente antimicrobiano, angiogénico y antiinflamatorio.
El extracto de cuachalalate no mostré a nivel histomorfologico cambios que
demuestren que su aplicacién en tejidos cutaneos lesionados se pueda
asociar con menor inflamacion o mejor arquitectura tisular durante la
cicatrizacion. Sin embargo, en combinacién con el aceite de ajo la actividad
antiinflamatoria mejora, asi como la madurez epidérmica.
Los metabolitos del cuachalalate como son el &acido 3o-
hidroximasticadiendnico, la mezcla de acidos anacardicos y la mezcla de los 3
acidos, actuan como agentes proangiogeénicos en el modelo CAM de embridn
de pollo.
Mediante el analisis histomorfoldgico sélo se encontrd un efecto angiogénico
con el acido 3a-hidroximasticadienonico y la mezcla de acidos anacardicos,
demostrando que probablemente su mecanismo de accion sea la
vascularizacion (angiogénesis), caracteristica de gran relevancia ya que la
actividad de los fibroblastos y de las células epiteliales requiere oxigeno, la
angiogénesis es imperativa para la cicatrizacion.
Se obtuvo evidencia del efecto antiangiogénico de la pirfenidona en el modelo
de herida por escision y en el modelo CAM. Ademas de mostrar gran cantidad

de infiltrado inflamatorio y una arquitectura tisular inmadura.
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Perspectivas
Evaluar otros extractos del cuachalalate como acetonico y metandlico, asi
como la infusidn, para analizar su potencial cicatrizante.
Evaluar las diferencias en el tiempo de cicatrizacion de la herida entre la
administracion tépica de los compuestos empleando otros vehiculos, este
estudio se erige como una prueba de concepto, cuyos resultados favorables
observables apuntan a garantizar estudios adicionales que diluciden la
efectividad de los compuestos sistémicamente en cicatrizacion de la herida.
Estudiar los posibles efectos adversos de la administracion topica y sistémica
de los compuestos.
Comparar los compuestos frente a otros apodsitos disponibles y analizar si
acelera el tiempo de cicatrizacion.
Realizar otros estudios en diferentes modelos in vitro e in vivo para
complementar la informacion disponible.
Evaluar la presencia de algunos factores de crecimiento y el papel que juegan
en el proceso de cicatrizacion utilizando modelos y extractos de cuachalalate
diversos.
Evaluar la combinacion de aceite de ajo-extracto de cuachalalate los primeros
dias y después unicamente el extracto solo, o disminuir la concentracion del
ajo en la combinacién para observar el efecto que tiene sobre la inflamacion.
Utilizar los metabolitos aislados de cuachalalate, asi como la infusién u otros
extractos para investigacion y desarrollo de nuevos productos basados en
estos compuestos, ya sea incorporandolos o realizando modelados vy
modificaciones sintéticas a estos compuestos de origen natural.
De igual manera, el extracto podria emplearse como agente anticancerigeno
gracias a sus propiedades antiangiogénicas y de esta manera ser una
alternativa terapéutica para la poblacion, sus efectos anticancerigenos se
encuentran ya reportados (Navarrete et al., 2009).
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ANEXOS

ANEXO 1
Protocolo APROBADO Mediante e
OFICIO/FQ/CICUAL/200/17.

Comité de ética de la Facultad de Quimica (CICUAL)

FACULTAD DE QUIMICA
COMITE INSTITUCIONAL PARA EL CUIDADO
Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO
OFICIO/FQ/CICUAL/200/17
ASUNTO: DICTAMEN

DR. ANDRES NAVARRETE CASTRO
DEPARTAMENTO DE FARMACIA
Presente

Por éste medio le informamos que el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica, UNAM, ha revisado el protocolo:

“Estudio de las propiedades del Arnica Mexicana (Heterotheca inuloides Cass), Cuachalalate
(Amphipterygium adstringens) y Toloache (Datura stramonium) para el tratamiento de heridas y
ulceras diabéticas en rata Wistar”.

No. de animales empleados en el estudio: 216 ratas Wistar macho
Constatando que realizo las correcciones solicitadas, se emite el dictamen de:

APROBADO

Sin mas por el momento le enviamos un cordial saludo.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, Ciudad de México a 7 de marzo del 2017

MG . L e L
M. en C. Ma. Isabel Gracia Mora Dra. Ma. Elena Bravo Gomez
Presidente Secretaria

c.c.p. Dr. Felipe Cruz, Secretario Académico de Investigacion y Posgrado, FQ.
c.c.p. Mtra. Patricia Santillan, Secretaria Administrativa, FQ.
c.c.p. Expediente CICUAL.
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ANEXO 2
Certificado de calidad embriones de pollo de la especie Bovanswhite de tres dias de desarrollo. CEIEPAv.
OFICIO FMVZ001

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

CENTRO DE ENSENANZA, INVESTIGACION Y EXTENSION
EN PRODUCCION AVICOLA
VNIVER4DAD NACJONAL (CEIEPAV)
AVFNMA DE
MEXICO

Ciudad de México, a 23 de abril de 2018.

A quien corresponda.

Por este medio, informo a ustedes que los huevos fértiles y embrionados que se venden
en este Centro provienen de gallinas reproductoras de la estirpe Bovans White, las cuales
se encuentran en buen estado de salud y libres de enfermedades. Lo anterior se sustenta
en los programas de bioseguridad y vacunaciones que se realizan; ademas se monitorean
serolégicamente cada tres meses a fin de garantizar que los huevos fértiles y/o
embrionados se puedan emplear en los laboratorios de la UNAM y otras instituciones para
distintos fines.

Sin mas por el momento, se extiende la presente para los fines que le convengan al
interesado.

Atentamente
__FACJLTAD DE MEDICINA
A VETERINARIA Y ZOOTECNIA
Vé
es Cuevas

Profesor Titular C

Encargado del drea de reproductoras

Manuel M. Lopez S/N, Col. Zapotitlan, Deleg. Tlahuac C.P. 13209, Cd. Mx.
Tel. 58 63 4239y 58 45 15 30.
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ANEXO 3

Espectro de RMN 'H para la mezcla de &cidos anacardicos
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ANEXO 4

Espectro de RMN 'H del &cido 3a-hidroximasticadienonico
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ANEXO 5
Espectro de RMN "*C del acido 3a-hidroximasticadienonico
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ANEXO 6
Espectro de RMN 'H del 4cido masticadiendnico
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ANEXO 7
Espectro 5: Espectro de RMN '°C del acido masticadienonico
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