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1. Resumen

La Planta Hemiangium excelsum (cancerina) es comercializada en gran parte del
pais, se le atribuyen propiedades cicatrizantes y antimicrobianas.
Metodologia. Se usaron ratones machos CD1 de 35-40 g se realizaron cortes de
piel de 1 cm de diametro usando un sacabocados, se formaron 3 grupos: grupo 1
se les administré sobre la lesion vaselina, grupo 2. Se les administré un unguento
de madecassol al 4% en vaselina y el grupo 3 se les administré el extracto acuoso
de cancerina al 4%, durante 11 dias. Posteriormente se midieron los diametros de
las lesiones y se cuantifico en piel cicatrizada hidroxiprolina- como una medida
indirecta de colagena para evaluar la calidad de cicatrizacion- asi como la cantidad
de nitritos- forma estable del 6xido nitrico-. Para el ensayo antimicrobiano se
utilizaron cepas de E. coliy S. aureus, en medio de agar soya ftripticaseina, en
donde se colocaron 3 concentraciones del extracto acuoso estéril de la cancerina
(250, 500, 1000 pg/mL), como control positivo (ciprofloxacino a una concentracion

de 100 pg y un testigo negativo del ensayo (excipiente).

Resultados. En la cuantificacion de hidroxiprolina, se obtuvieron las siguientes
medias Madecassol 523.2267 cancerina 496.0150 y Vaselina 447.3293 p=0.205.
Para la concentracion los valores de nitritos fueron: madecassol 6.2283 cancerina
4.2340 y Vaselina 4.6450 y p= 0.029 existe con diferencia significativas, siendo el
tratamiento con madecassol mas eficiente ya que presenta mayores niveles de
nitritos en el suero de los ratones. En la determinacion de efecto antimicrobiano,
del extracto acuoso de cancerina no se encontrd actividad antibacteriana en las

diferentes concentraciones.

Conclusiones. La planta Hemiangium excelsum carece de actividad cicatrizante, y

no presenta actividad antimicrobiana.



2. Introduccién

La herbolaria, como se conoce a la practica terapéutica que utiliza plantas
medicinales, aun constituyen el recurso mas conocido y accesible para grandes
nucleos de la poblacion mexicana (CONABIO, 1998). En México, los
conocimientos sobre herbolaria se han transmitido en la poblacién de generacion
en generacion, para el tratamiento de enfermedades de primer nivel, como
malestar estomacal, infecciones, traumatismos, fiebre, o desmayos etc., ademas
proporciona a los recolectores ingresos econdmicos, por medio de la venta del
material vegetal a los médicos tradicionales, asi como acopiadores que se
encargan de la distribucion nacional e internacional de estas plantas. La planta
Hemiangium excelsum (cancerina) es muy comercializada en gran parte del pais
debido a las propiedades cicatrizantes y antimicrobianas que se le atribuye por
medio del conocimiento empirico en el tratamiento de estos padecimientos, se
estima que en México un 10% de la poblacion tiene problemas de cicatrizacion
asociadas al pie diabético. EI mal tratamiento de la herida o mala cicatrizaciéon que
sufren los pacientes con esta enfermedad tiene como consecuencia la amputaciéon
del miembro dafado, por lo que evaluar las propiedades que tiene esta planta es
de gran importancia clinica ya que el costo de estos problemas puede llegar a
miles de millones de pesos, tanto en rehabilitacion cémo en prevencion de
enfermedades relacionadas a la cicatrizaciéon o infecciones en la piel. Actualmente
no existe estudio de la actividad cicatrizante de la planta Hemiangium excelsum,
por lo cual se montara un estudio para comprobar el efecto cicatrizante en ratones
CD1 y antimicrobiano en placas de agar soya tripticaseina con la finalidad de
determinar si este remedio funciona eficazmente y en un futuro ayudar a personas

que presentan problemas de cicatrizacion.



3. Marco teédrico

3.1Importancia de la herbolaria

El uso de plantas medicinales para curar algunos malestares de la salud es una
practica muy comun en muchos paises, de acuerdo a la OMS en Africa el 80% de
la poblacién utiliza la medicina tradicional para satisfacer sus necesidades
sanitarias. En Asia y en Latinoamérica, las poblaciones siguen utilizando la
medicina tradicional como resultado de circunstancias histéricas y creencias
culturales. La Comisién Nacional para el Conocimiento y uso de la Biodiversidad
(CONABIO, 1998) refiere que el 85% de la medicina tradicional mundial utiliza la
mezcla de diversas plantas en preparados como extractos, unguentos, polvos y
otras recetas. En México es muy difundida esta practica de la cual se obtienen
ingresos extras de bosques o selva, sea mediante su comercializacion directa o

mediante convenio para la prospeccién de farmacos." 2

3.1.2 Medicina tradicional

La medicina tradicional es el conjunto de conocimientos, aptitudes y practicas
basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de las diferentes culturas,
sean o no explicables, usados para el mantenimiento de la salud, asi como para la
prevencion, el diagndstico, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas o
mentales, la medicina tradicional es una realidad presente en todo el mundo,
forma parte del patrimonio cultural de cada pais y emplea practicas que se han
transmitido de generacion en generacién desde hace muchos anos, antes del
desarrollo de la medicina actual. En México, la herbolaria surgié con los grupos
prehispanicos. En esa época, la medicina primitiva se vinculaba de manera intima
con la religion y la magia, pues los pueblos concebian la enfermedad como
producto de la accion de sus dioses y el desequilibrio corporal. Las plantas
medicinales eran el recurso esencial al que los indigenas recurrian para la cura de
sus enfermedades, eran utilizadas de diversas formas, como unguentos, pécimas,
vaporizaciones, etc. Ademas, esto les proporcionaba un orden y una organizacion,
pues tenian médicos o "tictl" que dominaban ciertas especialidades, por ejemplo,

parteros, hueseros o yerberos. Incluso, tenian escuelas donde ensefiaban a los



mas jovenes el uso y el arte de curar. También habia mercados de plantas
medicinales que el pueblo en general visitaba para comprar o consultar a los
meédicos. A partir del siglo XVI, con la llegada de los espainoles, los remedios
nativos y las especies prehispanicas se fusionaron o complementaron con los
conocimientos de los conquistadores. Fue de esta forma, que la herbolaria
mexicana se desarrolld6 notablemente, ya que los espafioles, al quedar
maravillados con la belleza y diversidad natural del territorio, construyeron
hospitales de herbolaria medicinal, en todo el pais, por lo que las costumbres
culturales en el tratamiento de enfermedades continuaron de generacién en
generacion, hoy en dia, la herbolaria mexicana constituye el patrimonio mas
importante de la cultura de nuestros pueblos ancestrales, y representa la fuente de
desarrollo de la medicina alternativa. Asimismo, México ocupa el segundo lugar a
nivel mundial en riqueza taxonémica de plantas medicinales, con mas de 3 mil 600
tipos, pero menos de 50 especies han sido analizadas para conocer sus posibles
efectos farmacoldgicos, su consumo entre la poblacidon se orienta por el

conocimiento tradicional que se preserva en distintas regiones del pais. 3.6

[ Figura n°1 Medicina tradicional ]




3.2 Regulacion de Medicamentos y remedios herbolarios en el mundo

La atencién primaria de la salud mediante medicina tradicional, es de un 80% de
la poblacion de paises en desarrollo ya sea por tradicién cultural o la falta de otras
opciones. En los paises ricos, muchas personas recurren a diversos tipos de
remedios naturales porque consideran que (natural) es sinénimo de inocuo. Sin
embargo, a medida que aumenta el uso de las medicinas tradicionales o
alternativas, también aumenta el numero de informes sobre reacciones adversas.
Muchos productos medicinales tradicionales o alternativos son de venta libre. En
una encuesta realizada por la OMS en 142 paises, 99 de ellos respondieron que la
mayoria de esos productos podia adquirirse sin prescripcion. En 39 paises,
muchos remedios tradicionales se utilizan para la automedicacion y son
comprados o preparados por amigos o conocidos, o por el propio paciente. Esas
tendencias plantean dudas acerca de la calidad de los productos utilizados, su

idoneidad terapéutica en cada caso, y la falta de seguimiento médico.”

3.2.1 Regulaciéon de Medicamentos y remedios herbolarios en México

El uso de medicamentos y remedios herbolarios por la poblacion es cultural lo que
conlleva a que la poblacién se encuentre en riesgo de sufrir algun dafo, siendo la
mision de la COFEPRIS el de proteger a la poblacion contra riesgos sanitarios y
teniendo como un objetivo primordial proveer a la poblacidon de medicamentos
seguros, eficaces y de calidad es que ha decidido regular dichos producto. Para
orientar y advertir al usuario sobre el adecuado y seguro consumo de estos
productos, la COFEPRIS otorga la “autorizaciéon de comercializacion” que puede
ser un “registro sanitario” si se trata de un medicamento herbolario, el cual tiene
una vigencia de 5 afos con posibilidad de prorrogarse, o un permiso de “clave
alfanumérica”, si  es clasificado como remedio herbolario con vigencia

indeterminada.®



Se clasifica de la siguiente manera:

>

Remedio herbolario: Preparado de plantas medicinales, o sus partes,
individuales o combinadas, y sus derivados, presentado en forma
farmacéutica, al cual se le atribuye por conocimiento popular o tradicional el
alivio para algunos sintomas participantes o aislados de una enfermedad.
Un remedio herbolario dentro de su formulacién no podra contener otra
sustancia de sintesis quimica que tenga un efecto terapéutico (farmacos,
hormonas, vitaminas minerales), no podra ir dirigido al tratamiento de una
enfermedad o un padecimiento que requiera seguimiento médico. Estos
productos son de libre venta, su calidad y seguridad han sido comprobadas,
sin embargo su eficacia es considerada con base en el conocimiento
popular de las planta.®

Medicamento herbolario: Los productos elaborados con material vegetal o
algun derivado de éste, cuyo ingrediente principal es la parte aérea o
subterranea de una planta o extractos y tinturas, asi como jugos, resinas,
aceites grasos y esenciales, presentados en forma farmacéutica, cuya
eficacia terapéutica y seguridad ha sido confirmada cientificamente en la
literatura nacional o internacional. Un medicamento herbolario dentro de su
formulacion no contendra sustancias de sintesis quimica que tengan un
efecto terapéutico, van dirigidos al tratamiento de una enfermedad y estos
pueden o no ser diagnosticados por un médico tratante, su calidad,

seguridad y eficacia han sido comprobada técnica y cientificamente.®

Como ejemplo de plantas que son comercializadas en gran parte del pais sin

conocer sus propiedades farmacolégicas o tengan algun permiso emitido por

organismos reguladores, es la cancerina, la cual es utilizada en tratamientos para

piel,

como cicatrizante y antimicrobiano, por estas propiedades atribuidas

empiricamente, es muy comun el uso en la poblacién, sobre todo en lugares que

no tienen acceso a los servicios basicos de salud. °



3.3 Familia Hipocratacea

La familia agrupa aproximadamente a 300 especies, distribuidas en los trépicos y
subtropicos del mundo. De acuerdo con diferentes autores la familia tiene de 2 a
22 géneros, de los cuales 12 se localizan en América y de éstos, dos se
encuentran en México: Hippocratea y Salacia. En México, Hippocratea excelsa es
llamada popularmente mata piojo, miseg-bat (Oaxaca), barajillo (Guerrero), piojo,
zipche (Chiapas) y palo de reguilete (Yucatan). En medicina tradicional se le

conoce como cancerina. 101

3.3.1 Cancerina

*

« Nombre cientifico: Hemiangium excelsum
R/

+» Nombres comunes en México: acpatle, ixcate, temecaixcatl, Cancerina

+« Familia: Hipocratacea

.0

*,

L)

Distribucién: Crece en México, América Central y la regién norte de América
del Sur.

Descripcion: Enredadera de tallos huecos y erectos, con ramas opuestas y
corteza lenticelada, las hojas son opuestas, raramente sobopuestas y pencioladas,
las flores tienen 5 pétalos y sépalos, son de color verde y se agrupan en
inflorescencia axilares pseudocimosas o paniculadas, el fruto es una capsula

trivalva, que contiene semillas aladas.'

Usos

En la medicina tradicional sélo se utiliza la corteza de la raiz.

e Por viainterna, la corteza de la raiz es recomendado por costumbre popular
en los padecimientos de ulcera de estobmago y la gastritis, y también en
caso de flujo vaginal, en cuyo caso se puede hacer lavados vaginales con

la misma preparacion.

10



e Por via Externa, se utiliza para lavar heridas, aplicando el polvo de la raiz

desecado encima de la herida.'®™

Quimica.

e La corteza de la raiz de Hippocratea excelsa contiene los sesquiterpenos
emarginatina A e hipocrateinas | y Il, también presentes en la corteza del

tallo, y el poliprenoide trans-poliipreno.™

Farmacologia.

e Ensayos demostrativos de actividad antiinflamatoria.™

»

[ Figura N° 2 Hoja de Cancerina ] [ Figura N°3 Corteza de Cancerina ]

3.4 Generalidades la piel

La piel es la cubierta externa del cuerpo humano y uno de los érganos mas
importantes, representa el 15% del peso corporal y cubre aproximadamente 1,7
m? en el adulto promedio, es un érgano complejo con un numero de funciones

distintas, y variadas ningun otro 6rgano es mas expuesto a tantas influencias de

11



lesiones. Como érgano esencial la piel realiza diferentes funciones como: proteger
contra agresiones externas y microorganismos, mantener el contenido corporal de
agua, controlar la temperatura mediante la regulacién de las excreciones como el
sudor, la regulacién sensitiva ya que emite gran cantidad de informacion externa
como presion y receptores de dolor, y absorbe la luz ultravioleta.” "’

La piel esta compuesta por tres capas principales: la epidermis dermis, e

hipodermis.

3.4.1 Epidermis

La epidermis consiste en un epitelio plano queratinizado estratificado sobre toda la
superficie cutanea, y conforma una interfase a nivel de las uniones de la mucosa.
La epidermis es un modelo completo de diferenciacion celular donde hay células
madre que progresivamente se diferencian hasta morir, los queratinocitos son el
tipo de células mas abundante en esta capa de la piel, son mitéticamente activos
en la capa basal, lo que hace que los recién formados desplacen a los otros
queratinocitos hacia la superficie, generando asi cinco estratos en la epidermis

que en orden de profundidad son."®

e Capa germinativa: Es la capa mas profunda de la epidermis, se ubica
directamente sobre la dermis, es la capa generativa de la epidermis y da
origen a todas la demas capas contiene queratinocitos mitéticamente
activos, en forma de columna, que se adhiere mediante filamentos de
queratina (K5 y K14) a la zona de la membrana basal a nivel de los
hemidesmosomas y que originan las celulas diferenciadas de las capas
epidérmicas mas superficiales.'® 2°

e Capa espinosa: Esta compuesto por varias capas de células por encima de
la capa de basal, estas células asemejan a los alfileteros en miniatura, es la
capa media de la epidermis, las células espinosas también contienen

grandes fasciculos de filamentos de queratina.’® %

12



Capa granulosa: Denominada asi por los granulos queratohialinos
basdfilos que predominan en las células en este nivel de la epidermis, la
capa granulosa es el sitio de generacibn de numeroso componentes
estructurales que formaran la barrera epidérmica, asi como numerosas
proteinas que procesan estos componentes, esta capa es importante
porque representa la zona en la cual las células son despojadas de sus
nucleos y se convierten en las células no viables de la capa cornea (estrato
corneo), que tiene tanta importancia en el efecto de barrera, los granulos
queratohialinos estan compuestos principalmente por profilagrina,
filamentos de queratina y locrinina, en esta capa comienzan a formarse la
envoltura de células queratinzadas.' %°

Estrato corneo: La capa esta compuesta de células granulosas anucleadas
queratinizadas, aplanadas, proporciona a la piel la proteccion mecanica y
constituye una barrera para la perdida de agua y penetracion de sustancias
solubles desde el ambiente, la barrera del estrato corneo esta formada por
un sistema de dos compartimientos de corneocitos enriquecidos en
proteinas y deplecionados de lipidos, rodeados por una matriz lipidica
extracelular continua.'™ %

Estrato lucido: Esta formado por células muertas, o apotedsicas, aplanadas,
en densa aposicion, que contienen eleidina, esta capa es sumamente
delgada, con espesor de alrededor de cinco células, puede faltar en

regiones del cuerpo de piel fina. '* %

La epidermis es una estructura que se renueva continuamente cada 40-56 dias,
tiene un espesor de 0.4 a 1.5 mm, las queratinas son los principales productos
proteicos de la epidermis. La expresion de esta familia de proteinas fibrosas, cuyo
tamano varia de 47 a 65 kd, difiere en las diversas estructuras corneas, como la
epidermis, el pelo y las ufias. Las queratinas contienen la proteina rica en
histadina filagrina estas en conjunto con las proteinas de envoltura, involucrina y
queratolinina, son las principales proteinas en la barrera epidérmica, la epidermis

también representa el principal componente de la piel que confiere fotoproteccion

13



en donde la melanina sintetizada por los melanocitos de la epidermis absorbe
energia radiante y protege la piel de los efectos lesivos de la luz ultravioleta. Hoy
se sabe que la epidermis alberga importantes componentes del sistema inmune

importantes en el procesamiento de antl'geno.21

3.4.2 Dermis

Es una capa de tejido conjuntivo que se encuentra debajo de la epidermis, el
grosor de la dermis va de 0.2 mm en los parpados a casi 4 mm en las palmas y las
plantas es un sistema integrado de elementos fibrosos, filamentosos, difusos y
celulares del tejido conjuntivo, en el que se localizan las redes vasculares y
nerviosas, las apéndices derivados de la epidermis, y contiene muchos tipos de
células residentes, entre ellos fibroblastos, macréfagos, células mastoideas vy
células circulantes transitorias del sistema inmunitario, tiene un suministro amplio
de vasos sanguineos, glandulas cutaneas y terminaciones nerviosas, confiere a la
piel resistencia, elasticidad y flexibilidad, consta de dos capas una profunda o
reticular y otra superficial o papilar: %%

e La capa reticular esta formada por haces de colageno tipo I, que se
disponen en conjuntos de fibras paralelas que se entrecruzan, y por fibras
elasticas que soportan tensiones, evitan desgarros y dotan a la piel de
distensibilidad.

e La capa papilar estd compuesta por tejido conectivo laxo con tipos celulares
como fibroblastos, macrofagos y mastocitos; y se encuentra constituida por
las papilas dérmicas que son profusiones conicas a modo de relieves que

se interdigitan con la epidermis.

La dermis interactua con la epidermis en mantener las propiedades de ambos
tejidos, colabora durante el desarrollo en la morfogénesis de la membrana basal
de la unién dermoepidérmica y de los apéndices epidérmicos e interactua en la
reparacion y remodelacion de la piel después de sufrir herida los fibroblastos

dérmicos son un componente esencial de la piel, son los encargados de la
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produccion y organizaciéon de la matriz extracelular de la dermis, y ademas se
comunican unos con otros, llevando a cabo un papel crucial en la regulacién de la
fisiologia de la piel, son los encargados de liberar factores de crecimiento y
citoquinas en los procesos de reparacion para modular la actividad de los

queratinocitos. %% 23

El colageno es el componente mas importante de la dermis, basicamente, esta
molécula esta por 3 diferentes cadenas alfa aproximadamente 1000 aminoacidos
cada una dispuesta en forma de triple hélice, la prolina y la hidroxiprolina
constituyen del 20 al 25 % de total de aminoacidos. Se han identificado,
aproximadamente, 30 tipos de colageno, alguno de los cuales son unicos de
células y tejidos especificos, los colagenos fibrilares representan una proporcién
importante del tejido conjuntivo en la curacién de las heridas y particularmente de
la cicatrizacion, la fuerza tensil de los colagenos fibrilares deriva de su
entrecruzamiento, que es el resultado de enlaces covalentes catalizados por la
enzima lisil-oxidasa, este proceso depende de la vitamina C; por consiguiente, los
nifios con deficiencia en ascorbato tienen deformidades esqueléticas, sangran con
facilidad debido a una membrana basal débil y cicatrizan mal, la dermis contiene
colageno tipo | y tipo Ill, y la proporcién relativa de ambos puede afectar la funcién
tisular. El colageno IV es un componente importante de la membrana basal y le

confiere estabilidad mecanica. 2

3.4.3 Hipodermis

Es la capa mas interna de la piel estd formada por tejido conjuntivo y células
adiposas, actua como un mecanismo de amortiguacion contra golpes y caidas, no
esta distribuida con uniformidad, ya que se encuentra casi ausente en el cuero
cabelludo, pero es muy abundante en mamas, abdomen, cadera y musculo, es en

promedio 8% mayor en mujeres que en hombres y varia con la edad.?®

3.4.4 Sintesis de colageno

Cuando se produce la sintesis del colageno, los fibroblastos sintetizan el
tropocolageno, el precursor del futuro colageno. La hidroxilacion de las prolinas del
15



tropocolageno en hidroxiprolina es la reaccién crucial de sintesis del colageno, la
hidroxiprolina presente en el colageno se encuentra en dos formas isoméricas
trans-3-hidroxi-L-prolina y trans-4-hidroxi-L-prolina. La presencia de una cantidad
suficiente de trans-4-hidroxi-L-prolina es un prerrequisito para el plegamiento de
las cadenas alfa para formar un triple hélice, la cual representa la conformacion
necesaria para la secrecién de las moléculas de procolageno hacia el exterior de
las células, la hidroxiprolina actua a nivel de la epidermis y de la dermis y provoca
el aumento de la sintesis de las ceramidas, mediante la activacion de la
proliferacion de los queratinocitos a nivel de la epidermis, el dipalmitoil
hidroxiprolina se ha descrito como factor de reparacién de la epidermis, en

particular como agente cicatrizante.

La hidroxilacion contribuye a estabilizar la molécula de colageno, gracias a la
formacion de enlaces covalentes entre las diferentes cadenas polipeptidicas
vecinas, proteger a las proteinas contra la digestion por las proteasas y permitir

una buena secrecion en el espacio intercelular. %

Capa cornea Melanocito

Capa lucida Epidermis

Capa T = o | Dermis

granulosa _L%I ——v\j 6
Capa / / ! }Hipodermis

esplnosa

Capa basal

l Figura n° 4 Partes de la piel l
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3.5 Tipos de herida

Las heridas son lesiones que producen rotura de piel, con peligro de que surjan
infecciones por contaminacién microbiana.

Las heridas se manifiestan clinicamente por:

- Dolor.

- Hemorragias.

- Separacion de los bordes de la herida.

Los tipos de heridas se pueden clasificar como :

La intencionalidad del agente causante (Operacion, venoclisis, radiacion)
Grado de integridad de la piel (Heridas abiertas o cerradas)

Grado de contaminacion

> wnh -

Segun la naturaleza del agente agresor (Heridas abrasivas, punzocortantes,

contusas).?’

3.5.1 Cicatrizacion de heridas

La cicatrizacidon es el conjunto de acontecimientos a nivel local ante una lesién a
los tejidos para mantener la integridad fisica del organismo, es mediado por
proteinas solubles (citosinas y factores de crecimiento) y células encargadas de la
proliferacion celular para el restablecimiento del tejido lesionado. Hay dos tipos de

cicatrizacion, de primera y segunda intencion.?

3.5.2 Cicatrizacion de primera intencion

Este tipo de cierre se produce principalmente en heridas limpias, asépticas, con
escasa pérdida de sustancias por ejemplo: (incisiones quirurgicas, heridas incisas
0 punzocortantes y en general poco evolucionadas con el tiempo. La cicatrizacién
se lleva a cabo de forma oculta, bajo los bordes cerrados, esta aproximacion de
los bordes puede ocurrir espontaneamente, pero suele ser necesario promoverlas
con suturas y vendajes que lo afronten y lo inmovilicen el tiempo suficiente para
que se resuelva la solucion de continuidad mediante el establecimiento de puentes
de fibrina y posteriormente los puentes nexos intercelulares, en este tipo de herida

hay escasa perdida de tejido y minima formacion de tejido de granulacion.?® %

17



3.5.3 Cicatrizacion de segunda intencion

Se produce cuando existe una pérdida extensa de tejido y los bordes estan
separados. Estas heridas cicatrizan desde la base y los bordes de herida, a partir
de la membrana basal, y en la que tiene lugar la formacién de abundante tejido de
granulacién. Por ejemplo: infartos, abscesos, heridas superficiales con grandes
defecto. También pueden generar nuevos tejidos desde los restos de anejos
cutaneos, si los hay, ya que estos también estan rodeados de membrana basal.
Este tipo de cicatrizacion es mas lento y, en general con peores resultados tanto

estética como funcional ?® %

Curacion de Primera intencion Curacion de segunda intencién

Neutréfilos

[ A las 24 horas ]

Neutrofilos

B =a 7 = { Mitosis
| 2 ’l.,f\. itosi

) [
\ Fibroblasto

Capilares nuevos ]

[ Figura n° 5 Esquema general de cicatrizacién ]
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3.5.4 Cicatrizacion de heridas epidérmicas

Aunque la porcion central de una herida epidérmica podria extenderse hasta la
dermis, los bordes de la herida suelen comprometer solo las células epidérmicas
superficiales, los tipos mas comunes abrasiones o0 quemadura menores, en
respuesta a una lesion epidérmica, las células basales de la epidermis que rodean
a herida pierden contacto con la membrana basal, luego las células se agrandan y
migran a traveés de la herida, estas células parecen migrar como una lamina hasta
que se encuentran con células que avanzan desde el lado opuesto de la herida,
cuando las células se reunen, detienen su migracion como consecuencia de una
respuesta celular llamada inhibicion por contacto. A medida que las células
basales epidérmicas migran, una hormona llamada factor de crecimiento
epidérmico estimula a las células madre basales para que se dividan y reemplacen

a las que migraron hacia el centro de la herida.*"

3.5.6 Fases de la cicatrizacion

La cicatrizacién de las heridas profundas se produce cuando la lesion se extiende
hasta la dermis y el tejido subcutaneo, el proceso de curacidén es mas complejo
que el de las heridas epidérmicas, asimismo como se forma tejido cicatrizal, el
tejido pierde algunas de sus funciones normales. Este tipo de cicatrizaciéon
presenta cuatro fases: inflamatoria, migratoria, proliferativa y madurativa.'
Virtualmente todos los procesos de cicatrizacion, estan bajo control de mediadores
especificos procedentes de las plaquetas, macréfagos vy linfocitos. El futuro del
tratamiento de las heridas en fase aguda apunta a intervenciones bioquimicas que
favorezcan de forma considerable la cicatrizacion de la herida. La cicatrizacion de
la herida se describe por lo general como una sucesion de fendmenos
independientes, en realidad se trata de un continuo de fases solapadas.
Normalmente la cascada de eventos que producen la reparacion del tejido
lesionado, se conduce por factores de crecimiento generados por las células
implicadas en el proceso como queratinocitos, fibroblastos y células inflamatorias.

Estos factores de crecimiento regulan la proliferacion y la diferenciacion celular,
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son importantes en el desarrollo embrionario, la regeneracién tisular (a nivel fetal)
y la reparacion. Muchos de estos factores actuan en cada una de las etapas del

proceso de cicatrizacién.3* %

3.6 Fase aguda o inflamatoria

Esta etapa de cicatrizacidon es de respuesta inmediata y se extiende hasta el sexto
dia de producirse la herida, predomina los fendmenos tipicos de la inflamacion,
que es una respuesta vascular y celular encargada de contribuir a la eliminacion
de microorganismo, materiales extrafios y tejido muerto antes de la reparacién, y
se desarrolla la hemostasia espontanea o fisioldégica, ademas de formarse un
coagulo sanguineo, cuando esta en el lugar de la lesion actua como una matriz
provisoria para la migracion celular. EI componente inicial de esta fase esta
denominado por las plaquetas, que dirigen la coagulacién de la herida fresca por
las vias intrinsecas y extrinsecas. Las plaquetas también liberan una cantidad de
factores quimiotacticos que atraen a otras plaquetas, leucocitos y fibroblastos al
sitio de la lesidn. Los leucocitos descienden dentro del torrente sanguineo a través
de la expresién de selectinas que, acopladas con las integrinas, atraen a los
glébulos blancos hacia la herida. Estas células tienen multiples funciones
incluyendo el desbridamiento de bacterias y material necrético, asi como también
la produccion del factor de crecimiento de tejido por parte de células inflamatorias
y expresadas en las heridas. El coagulo de fibrina resultante de la lesion inicial
proporciona una cobertura temporal de la herida y consiste en plaquetas
incrustadas dentro de una red. Esta fase se caracteriza por los cinco signos
cardinales de la inflamacion: calor, tumor, rubor, dolor y pérdida de la funcion,
ademas procedentes de la sangre extravasada se depositan en la herida
mediadores o productos quimicos como parte de la respuesta inflamatoria, y se
liberan sustancias de tipo histamina y serotonina que favorecen la permeabilidad
vascular, de esta forma se facilita que los leucocitos, atraidos por quimiotaxis,
puedan llegar al foco traumatico, durante la etapa inflamatoria, se destacan por su

actividad el Factor de Crecimiento Transformante beta (TGFB), Factor de
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Crecimiento Derivado de las Plaquetas (PDGF), y Factor Estimulante de Colonias

de Granulocitos (G-CSF), junto con interleucinas implicadas en la inflamacion.? %

3.6.2 Formacion de tejido (Fase proliferativa)

El periodo inicial de esta fase es el mas importante, ya que en él se producen los
fendbmenos de reparacién de la pérdida de sustancias. Durante la fase de
proliferacion celular y formacioén del tejido de granulacion, sobresalen el Factor de
Crecimiento Epidermal (EGF), Factor de Crecimiento de los Queratinocitos (KGF),
Factor de Crecimiento de los Fibroblastos basico (bFGF), Factor de Necrosis
Tumoral (TNF), Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF), Factor de
Crecimiento Nervioso (NGF) e IGF (Factor de Crecimiento Insulinico). Dentro de la

fase proliferativa ocurren las siguientes fases: '> '

» Angiogénesis. Durante el periodo de inflamaciéon postraumatica se produce
en los bordes de la herida una hipoxia relativa, despolimerizacién del tejido
conectivo y aumento de la presion hidrostatica capilar por vasodilatacién.
Estos cambios fisiopatolégicos tienen la virtud de estimular la actividad
mitética de las células endoteliales capilares.

» Fibroplasia. La proliferaciéon fibroblastica se encuentra en intima relacion
con el desarrollo vascular al depender directamente, como cualquier otra
célula, del aporte oxigenado y metabdlico. Los fibroblastos proceden de la
capa adventicial de los vasos sanguineos, en este periodo se caracteriza
por experimentar una elevada multiplicacion mitética colonizando
uniformemente toda la extension de la superficie a reparar, en condiciones
normales, al foco traumatico llegan algunas lineas celulares que, por orden
de aparicion corresponden a: hematies, plaquetas, leucocitos
polimorfonucleares, macrofagos, linfocitos y finalmente fibroblastos, estos
hacen aparicion en el segundo o tercer dia, cuando todavia no ha finalizado

la fase anterior.>*

3.6.3 Periodo de maduraciéon y remodelacién de la cicatriz
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3.6.3.1 Fase madurativa

Aunque la herida ya se encuentra ocupada por un tejido conectivo reparador,
puede decirse que no alcanza la solidez deseada para resistir agresiones
externas, hasta que alcanza varias semanas, por ello es necesario que dicho
tejido madure, se desarrolla fibras colagenas mejor orientadas, para resistir la
traccion, disminuye la concentracion de fibroblastos al igual que el acido
hialuronico y agua. Este proceso comienza inmediatamente después de
producirse el traumatismo, tiene como finalidad recubrir la superficie del tejido
conectivo cicatrical, en donde se incrementa la actividad mitética de toda las
células, especialmente a partir del segundo y tercer dia, donde las células del
extracto basal cutaneo, indiferenciadas y dotadas de actividad movil, poseen
asimismo una importante actividad colagenilitica, destruyendo aquellas fibras de
colageno que oponen su paso, finalmente la etapa de remodelacién es conducida
por factores como: Factor de Crecimiento de los Hepatocitos (HGF), KGF, EGF,
bFGF, TGFB y PDGF, si con esta epitelizacion no se consigue que la herida cubra
totalmente, el crecimiento epidérmico no prosigue; la herida se convierte en una

ulcera crénica con riesgos generales.*

3.7 Factores que afectan la cicatrizacion

Diversos factores afectan el proceso normal de cicatrizacion:

1. Edad: El avance de la edad interfiere con la cicatrizacién especialmente con
la tasa de crecimiento y de multiplicacién de los fibroblastos. El deterioro de
la funcion pulmonar y cardiovascular que acompafan la edad avanzada
resulta en disminucion de la circulacion y de la provision de oxigeno;
asimismo, edad avanzada resulta en disminucion de la circulacion y de
provision de oxigeno, ademas de ser acompafada con una deplecién de la
masa celular y desnutricion proteica.

2. Nutricién: La desnutricion proteica interfiere sobre la sintesis de colageno
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Vitaminas y elementos traza: Las vitaminas A y C, el zinc, son
micronutrientes necesarios para el proceso de cicatrizacién. El hierro y el
cobre son factores esenciales para la sintesis de colageno.

Hipovolemia y anemia: Su efecto nocivo sobre la cicatrizacion se debe a la
hipoxigeacion tisular resultante.

Tension (Presion arterial) del oxigeno: El oxigeno es un elemento esencial
para la cicatrizacion y sus fendmenos constituyente; migracion y
proliferacion celular, metabolismo intermediario, sintesis proteica, sintesis
de colageno. Todos aquellos factores que incidan sobre provisiéon de
oxigeno a la herida (estados de hipoxia o enfermedad cardiovascular,
alteracidon pulmonar, alteraciones vasculares postraumaticas) tienen efecto
nocivo sobre la cicatrizacion.

Esteroides y farmacos citotoxicos: Los esteroides ejercen una profunda
accién negativa sobre la cicatrizacion por que alteran la sintesis proteica, el
proceso de vascularizacion, la proliferacion de fibroblastos y la tasa de
reepitelizacion, su efecto principal es la inhibicion global del proceso
inflamatorio. Las drogas citotoxicas inhiben la proliferacion celular, que es
un factor primordial de la cicatrizacion, ya que dificultan la vasodilatacién
inflamatoria, disminuye la mitosis celulares, crean neutropenia con
descenso de la fagocitosis y frenan la sintesis proteica.

Coagulopatias; Gran parte de trastornos de coagulacién pueden producirse
retrasos en la cicatrizacion. Esta circunstancia puede observarse no solo
cuando hay déficit del factor XllI o estabilizador de la fibrina, sino que otros
procesos, como la afibrinogenemia congénita y la hemofilia, también
disminuyen o bloquean la elaboracion de una red de fibrina normal para
estabilizar y en parte dirigir los procesos de fibroplasia.

Endocrinas: La diabetes por las alteraciones vasculares que lo acompanan,
el aumento del riesgo de infecciones e incluso la propia insulina que actua
directamente en la sintesis de la sustancia fundamental, la obesidad que
genera una disminucion general de la oxigenacion, ademas de someter a la

piel y particular a las suturas a un aumento de la tensién.
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9. Infeccion: La colonizacion microbiana exdgena, tanto de heridas agudas
como cronicas, es inevitable, aunque en muchas ocasiones predomina
bacterias enddgenas que se tornan patdogenas en el seno de la herida. La
infeccion produce trombosis vascular con la consiguiente necrosis, dificulta
la accién enzimatica en el periodo proliferativo y ademas, interpone
obstaculos fisicos a la cicatrizacion, ya que se genera esfacelos y restos
necroticos, la infeccion genera retraccion en la curacion de las heridas y su

aparicion es muchas veces favorecida por otros factores locales nocivos.*®

[ Figura n° 6 Factores que afectan la cicatrizacion ]

3.8 Oxido nitrico durante reparacién de heridas

Durante el proceso de reparacion de la herida el o6xido nitrico media un
mecanismo de retroalimentacién regulatorio, en el que el 1L-1beta y TNF-alfa
derivados de PMN (polimorfonucleares), inician la expresion de RANTES en
queratinocitos durante las fases iniciales por lo que el 6xido nitrico modularia la
infiltracion de macréfagos. Ademas el 6xido nitrico colabora en la cicatrizacion,

estimulando la angiogénesis o por un efecto tréfico en la proliferacion de células
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epidérmicas (por la via de la hemo oxigenasa) ademas la produccién de 6xido
nitrico es de gran importancia en los estadios inflamatorios de la cicatrizacion de
heridas, aumentando el flujo sanguineo que facilitaria la nutricion y la infiltracion
celular y posiblemente también en los estadios tardios de proliferacion y

remodelacion tisular.*®
3.9 Plantas para uso cicatrizante y antiséptico

Existe una clasificacion diferente a la botanica, la cual se basa en la funcién que
las plantas desempefian en los diferentes tratamientos o propiedades que se les
atribuye, entre ellas se encuentran las plantas para uso en la piel, que aportan
hidratacion, ayudan en el proceso de cicatrizacion, antisépticos, entre otras. En el
caso de plantas cicatrizantes su uso dependera del tipo de herida, como en
tratamientos de ulceras y heridas no profundas en donde se recomienda plantas

que presenten actividad cicatrizante y antiséptica por ejemplo:

Agrimonia Cicatrizante, favorece a la curacion de ulceras y heridas de lenta
cicatrizacion.
Manzanilla Cicatrizante, emoliente, antiséptico.
Berro Facilita la formacién de nueva piel.
Romero Cicatrizante, antiséptico, estimula la cicatrizacién de ulceras.
Consuelda mayor Efectiva para acelerar la curacion de llagas y cicatrizacion lenta.
Equinacea Antiséptico, cicatrizante, regenera los tejidos.
[ Cuadro n°1 Plantas cicatrizantes ]

Hoy en dia los estudios de investigacion han podido demostrar, cientificamente las
propiedades y mecanismos de accion que algunas de estas plantas poseen, con la
seguridad de no sufrir efectos adversos en pacientes que las utilizan. Algunos de
los grupos quimicos mas importantes que poseen las plantas son, los
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heterdsidos, polifenoles, terpenoides y alcaloides, que a su a vez se dividen en

subgrupos, algunos de ellos son: *" %

e Acidos fendlicos. Son sustancias polifendlicas con aril-carboxilicos, con uno
o0 mas grupos OH en el arilo. Sus acciones farmacologicas y aplicaciones
son diversas, como antioxidantes, analgésicos, coleréticos, antiséptico.
Entre los fenoles en estado libre, se encuentran constituyentes importantes
de las esencias, como el timol y su isbmero el carvacrol (esencias de
tomillo). Muchos de los fenoles estan en estado de éter oxidado en las

esencias, entre ellos el estragol, la miristicina, el apiol, y el atenol.

e Taninos. Son sustancias polifendlicas hidrosolubles no nitrogenadas, de
origen vegetal, dan las reacciones clasicas de los fenoles. Los hay
hidrolizables y condensados. El tanino se encuentra principalmente en las
raices, la corteza, y de vez en cuando en las hojas de la planta. Estos
compuestos tienen propiedades antibacterianas, astringentes vy
antisépticas. Se encuentran especialmente en las familias de las Ericaceas,
Leguminosas, Rosaceas y Salicaceas.

e Saponinas. Son sustancias terpenoides, que tienen poder espumante en
soluciones acuosas, y son tensoactivos naturales. Muchas poseen
propiedades hemoliticas (desintegracion de los eritrocitos), las encontramos
en la semilla de castafio de indias, en el regaliz (Glycyrrhiza glabra), la
centella asiatica (Centella asiatica), y en el ginseng (Panax ginseng).

e Sesquiterpenos. Son sustancias terpenoides que se encuentran
abundantemente en la familia de las Compuestas, Lauraceas vy
Magnoliaceas, tienen actividad antibacteriana y antifungica, son
responsables del sabor amargo de muchas drogas como el cardo santo
(Cnicus benedictus), el ajenjo (Artemisia absinthium) o el diente de ledn

(Taraxacum officinale). > 4°

Sin embargo existen algunas plantas que aun no han sido comprobadas
farmacolégicamente como la planta cancerina que es utilizada empiricamente para

distintos tratamientos como: heridas, granos, llagas, pie diabético, dolor de
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estbmago, y cadera entre otras, que ademas es comercializa en gran parte del
pais, esta planta tiene estudios en relacion con la actividad citotoxica en lineas
celulares como Hela, la cual presenta grado de citotoxicidad selectiva en los
medios de cultivo empleados, también existen algunos estudios en donde se
evalua el efecto antinflamatorio empleado ratas a las cuales se les induce una
inflamacion, comprobando el efecto antiinflamatorio, se han identificado algunas
moléculas de interés cientifico como los sesquiterpenos los cuales, son terpenos
presentes en los aceites minerales, que actuan como fitoalexinas, compuesto
antibiotico producido por las plantas en respuesta de aparicion de
microorganismos, no existen estudios correspondientes que evaluen el efecto

cicatrizante y antimicrobiano.

4. Planteamiento de problema

La cicatrizacion es el proceso por el cual el organismo repara un tejido dafiado,
consta de cuatro etapas. La primera es la hemostasia, proceso que busca detener
el sangrado; la segunda es la formacion de escara o costra para sellar la herida;
luego viene la regeneracion de matriz elastica, piel mas fina y clara que se
observa al desprenderse la costra y, finalmente, la remodelacién, donde se forma
el tejido definitivo lo mas parecido al que existia previamente. Actualmente
muchas personas padecen problemas de cicatrizaciéon debido a varios factores
como enfermedades cronico degenerativas o problemas en la produccién de
colageno derivado de estas complicaciones conlleva a un riesgo de sufrir necrosis

0 gangrena en zonas afectadas.

El tratamiento inadecuado o el alto costo de los medicamentos en el seguimiento
de lesiones durante la cicatrizacidn, conlleva a investigar las propiedades de
plantas medicinales que son utilizados como remedios tradicionales en el
tratamiento de heridas, con la finalidad de tener una mejora en la calidad de vida
en los pacientes que sufren alguno de estos problemas, teniendo alternativas

eficaces, y seguras.
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Se conocen algunos tratamientos a base de plantas medicinales de uso comun en
la poblacidén, que han sido probados cientificamente. Se sabe que la planta
Hemiangium excelsum usualmente es ocupada en el tratamiento de cicatrizacion
en algunos estados de la republica mexicana como Puebla, Morelos y Guerrero,
sin embargo no existen estudios de las propiedades cicatrizantes de Hemiangium
excelsum, por lo cual se montara un proyecto para comprobar su actividad
cicatrizante, y antimicrobiana, lo que nos lleva a plantear las siguientes

preguntas.

¢El extracto de Hemiangium excelsum presentara efecto cicatrizante en ratones
CD1?

¢ El extracto presentara efecto antimicrobiano en placas de cultivos de E. coliy S

aureus?

5. Objetivo general

Evaluar el efecto cicatrizante del extracto Hemiangium excelsum en ratones CD1 y

antimicrobiano en placas de cultivos de E. coli y S. aureus.

5.1 Objetivos particulares

- Cuantificar el porcentaje de hidroxiprolina en el tejido cicatrizado del tratamiento

Hemiangium excelsum.

- Cuantificar el porcentaje de Nitritos en el suero de los ratones del tratamiento

Hemiangium excelsum.

- Medicion de diametros de las heridas en el tratameinto de Hemiangium

excelsum.

- Evaluar actividad antibacteriana del extracto acuoso de Hemiangium excelsum

en diferentes concentraciones en cepas de E. coliy S. aureus.
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6. Hipotesis

A la planta de cancerina se le atribuye efectos cicatrizantes debido a la sintesis de
colageno y antimicrobiano por su contenido sesquiterpenos, se espera que el
extracto acuoso de la planta muestre el efecto cicatrizante en un modelo de

ratones CD1 y efecto antimicrobiano en placas de agar.

7. Metodologia

Tipo de estudio: Experimental

Poblacion de estudio: 18 ratones CD1 et/et

Criterio de inclusion, exclusién y eliminacién

* Inclusién: Ratones CD1 et/et machos de 3 meses de edad, entre 35 y 40 gramos

de peso, sanos.

* Eliminacién: Ratones que mueran durante la experimentacion o desarrollen

tumores.

Variables

Variable independiente:

* Tratamientos:

* 1- Madecassol (control positivo).
* 2- Vaselina (control negativo).

* 3- Unglento al 4% de extracto acuoso en vaselina de Hemiangium excelsum

(planta de estudio).
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Concentracion del extracto

1) 250 pg/uL

2) 500 pg/pL

3) 1000 pg/pL

Cepas

1) S. aureus.

2) E. coli.

Variable dependiente:

* Actividad cicatrizante (determinada a través del modelo de escision en roedores)
1) Diametro promedio de las lesiones.

2) Valoracién de colageno (por medio de la determinacion de hidroxiprolina).
3) Estimacion de angiogénesis (por medio de la determinacién de nitritos).
*Actividad antimicrobiana (Por medio del método de difusion en pozos)

1) Halos de inhibicién (mm).

7.1 Material

[ Tabla n° 1 Instrumentos y reactivos ]

Tubos de ensaye 12x75 Matraz Erlenmeyer (Pyrex) 2L Vasos de precipitados (Pyrex)
50 mL
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Probetas de 50,100,250 mL

Vasos de precipitados 500 mL

Pipetas volumétricas 1mL

Matraz aforado 100 mL

Puntas estériles 10-100 uL

Puntas estériles 100-1000 uL

Gradillas

Cloruro de amonio

Sulfato de Zinc

Acido acético glacial

Sulfanilamida

N-(1-nafnitl)-etilendiamino

Buffer pH 6.5

Solucién estandar de

Hidroxiprolina

Vaso de Precipitado (Pyrex)
250 mL

Gasa no estéril

Molino

Papel filtro (poro medio)

Papel parafin (Laboratory film)

Filtro de porcelana

Matraz Kitazato (Pyrex)

Ratones macho CD1

Cadmio metalico

Sulfato cuproso

Acido clorhidrico

Acido perclérico

Reactivo de Ehrlich

Eter (J. T Baker®)
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Espatula

Sacabocados de 10 mm

Jaulas para roedores de

laboratorio

Bebedores para roedores

Guantes de latex

Agua destilada

100 g de

excelsum

Hemiangium

Vaselina (Vasenol ® Unilever)

Extracto acuoso de

Hemiangium excelsulm

Agua destilada

Nitrito de sodio

Agua destilada

Cloramina- T

Ungliento al 4% del extracto

acuoso Hemiangium Excelsum



Madecassol ® (Sanofi Aventis) Vaselina (Vasenol® Unilever) Rodent Lab Chow 5001

Purina®
7.2 Equipo
[ Tabla n° 2 Equipo ]
Balanza granataria OHAUS Balanza analitica (ADAM)
Rotavapor RE300 Yamato Horno de microondas Sonics
Bomba de vacio Koblenz Balanza analitica ADAMS
Matraz bola Rocker platform Bellco Glass
Balanza analitica OHAUS Micropipeta Labsystems 40-200 uL
Espectrofotémetro THERMO Micropipeta socorex Swiss 5-50 uL

SCIENTIFICSpectronic 20
Microespectrofotdmetro UV/VIS Jenway Microcentrifuga Hermle Z233M-2
6305

8. Técnicas

8.1 Obtencion del Extracto acuoso de Hemiangium excelsum

Procedimiento

Se pesaron 106 g de la corteza de Hemiangium excelsum; la cual fue previamente
secada, se molié y se obtuvo un polvo de color café rojizo que fue colocado en un
matraz de 2 L en 1 L de agua, la infusién resultante se torné de color negro y se

dejo reposar en un cuarto frio por 3 dias.

Transcurrido el tiempo de reposo se filtré con vacio por medio de una gasa para
remover la mayor cantidad de material fibroso, se obtuvo un liquido de color negro
que fue filtrado con papel filtro poro mediano, la cual se presenciaba aspecto
jabonoso; luego se procedid a destilar la solucién obtenida colocandolo en el
rotavapor con una temperatura de 60 °C por 6 horas extrayendo toda el agua
posible, se recolectd todo el extracto obtenido en un vaso y se colocé en la estufa
a 37 °C por 5 dias para quitar el exceso de agua, una vez seco, se desprendié de

las paredes del vaso obteniendo un polvo de color negro. Se calculd el
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rendimiento obteniendo que fuera de 14 g de extracto seco con un rendimiento de
14%.

Obtencion del
extracto acuoso de
Hemiangium
excelsum

Recoleccién de la Planta
Hemiangium excesum

Autentificacion de planta |
de estudio en herbario
del IMSS

|
l Secado y molienda de la planta

/ N
Concentracion en agua

del polvo obtenido
h. vy

obtencién del extracto
acuoso en rotavapor

AN ~

| Secado en estufa a 37 °
C del extracto acuoso

\

[ Esquema general n°1 Obtencion de extracto acuso de Hemiangium excelsum. ]
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8.2 Preparacion de ungtiento al 4% del extracto de Hemiangium excelsum

Procedimiento

En un vaso de precipitados de 50 mL se colocaron 9.6 g de vaselina la cual fue
fundida en el horno de microondas en ciclos de 30 segundos hasta su disolucion
total, cuidando que no se pegara a las paredes o se proyectara. En otro vaso de
50 mL se colocaron 0.4 g de extracto de Hemiangium excelsum se colocé lo
minimo posible de agua para disolver el polvo, una vez que se disolvid
completamente, se le adicion6 la vaselina fundida hasta homogenizar con una

varilla de vidrio completamente el unguento.

8.2.1 Preparacion del extracto Hemiangium excelsum para la determinacion
de actividad antimicrobiana

Disolucion madre: Se pesaron 10 mg del extracto problema y disolvieron en 10 mL
de agua destilada. Concentracién final 1000 uL/mL.

Dilucién 1: Se midi6é una alicuota de 2 mL de disolucién madre y disolviéo en 2 mL
de agua destilada. Concentracién final 500 pyL/mL.

Dilucién 2: Se medié una alicuota de 2 mL de la disolucién 1 y disolvié en 2 mL de

agua destilada. Concentracién final 250 ug/mL.
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Extracto acuoso

Hemiangium
excelsum
Preparacion de
ungliento al 4%. para Preparacion de
evaluacion de efecto solucién para
cicatrizante evaluacion de efecto
antimicrobiano
2- Colocar
extracto 3
1- Fundicion :ggc?g%n Homogenizar o DII.UCIOn
de vaselina en FI) o vaselina Dilucion 1: Se
vaso de Salie fundida y madre: Pesar toma 2
precipitado 50 cantidad extracto 10 mg de il g Dilucién 2:
mL LT acuoso extracto y solucion Se toma 2
diluiren 10 mL madre y mL de
de agua disﬁZlve soluciéon 1y
202 L se disuelve
de agua i ggrl?;‘ de

Esquema general n° 2 Obtencion de unguiento y soluciones de Hemiangium exceslsum.

8.3 Evaluacion del efecto cicatrizante en ratones machos CD1.

Se ocuparon 18 ratones CD1 machos que pesaban entre 18 y 22 g los cuales
fueron alimentados con Rodent lab chow Purina® y agua ad libitum. Los animales
fueron cuidados de acuerdo con los criterios establecidos en la Norma Oficial

Mexicana NOM-062-Z00-1999 para uso y cuidado de los animales de laboratorio.

Los ratones fueron divididos en tres grupos de 6 ratones, posteriormente se
anestesiaron en la camara de éter, una vez anestesiados se colocaron en una
tabla y con un sacabocados se les realizé una incision de 10 mm de diametro en el
dorso del animal cuidando que la herida estuviera centrada para evitar que se

lastimara la zona de la herida.
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Los animales recibieron diariamente el tratamiento de la siguiente manera: al
grupo testigo negativo se le administré en la herida Vaselina (Vasenol ® de
Uniliver) como control negativo, al segundo grupo de ratones se les coloco
Madecassol ® en unguento al 4% (Sanofi Aventis) como control positivo, y en el
ultimo grupo se les colocé unguento al 4% del extracto acuoso de Hemiangium
excelsum, esto con ayuda de un guante estéril. Los ratones permanecieron
separados para evitar que se dafara la lesion. Los animales se revisaron
diariamente, se midié el diametro de la lesion, y se administrd el tratamiento

correspondiente durante 11 dias.

Transcurrido el tiempo de cicatrizacion de las heridas los ratones se les colocé en
una camara de éter para anestesiarlos y se obtuvo sangre realizandole una
incision con el bisturi en la zona del plexo axilar; las muestras fueron recolectadas
en tubos Eppendorf previamente identificados y limpios para la determinacién de
nitrito. Una vez recolectada las muestras de sangre se dejaron coagular a
temperatura ambiente y se centrifugd a 5000 rpm por 5 minutos y se procedié a

sacrificar a los ratones por medio de dislocacion cervical.
Después de que los ratones fueron sacrificados se obtuvieron muestras de piel
cicatrizada, empleando un sacabocados de 10 mm, estas muestras se guardaron

en tubos Eppendorf para la cuantificacion de hidroxiprolina.

Ambas muestras recogidas fueron conservadas en congelacion hasta el dia que

se realizaron las determinaciones.
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Evaluacioén de efecto
cicatrizante

Se utiliza 18 ratones
dividido en tres grupos |—
de 6 ratones

—

Control (-) Vaselina Extracto
Control (+) Madecassol

|_|

Se realizd una incision
de 10 mm en el dorso
del animal.

Se coloca tratamiento

> correspondienteyse | <————

mide diametro de herida
durante 15 dias.

[

Transcurrido el tiempo
se obtiene sangre de
raton para
determinacion de nitritos
en suero.

I_I

Se sacrifica a los
animales.

Se obtiene la piel
cicatrizada para

cuantificacion de
I Hidroxiprolina. < |

Esquema general n° 3 Evaluacion de

efecto cicatrizante
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8.4 Determinacién de Nitritos usando el método de Griess.

Tratamiento de las muestras

El procedimiento se realizé en los 18 ratones empleados en el modelo de
escision, se recolecto sangre por corte axilar en tubos Eppendorf para su posterior
centrifugacion, y obtencién de suero.

Se tomaron 100 pL de suero de ratén, adicionando 300 pL de agua destilada con
la que se obtuvo una dilucion 1:4, la dilucion se agité en un Vortex para
homogenizar y se agregaron 20 pL de una solucién de ZnSO4 al 30% para
desproteinizar la muestra, posteriormente se separé el sobrenadante, colocandolo
en un tubo que contenia cadmio plateado, se agito en un rocker durante 15 miny
se centrifugd durante 5 minutos a 3500 rpm, finalmente se tomaron 200 pL de
sobrenadante para el ensayo.

Curva estandar Nitritos

Para realizar la curva estandar se prepard una serie de diluciones a partir de una
solucion patron que contiene 2 pg/ mL de nitrito de sodio, siguiendo la tabla n® 3

de diluciones y concentraciones de nitritos.

[ Tabla n° 3 Diluciones y concentraciones de nitritos ]

Curva estandar

Tubos 13x75 mm Estandar de nitrito de Agua destilada
sodio
Blanco O uL 900 pL
1 100 pL 800 pL
2 200 uL 700 pL
3 300 pL 600 pL
4 400 uL 500 pL
5 500 pL 400 pL

Adicionar 50 pL de Sulfanilamida en 150 mL de acido acético al 15% VIV y
guardar en frasco ambar

Adicionar 50 L de NED, esperar 30 min

Leer a 540 nm

Factor de dilucion: 20

Ensayo
A los 200 pL de sobrenadante obtenido se adicionaron 50 uL de Sulfanilamida vy

700 uL de agua destilada, se dejo reposar 10 min y se agregaron 50 uL de
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NED, después se deja reposar 30 min a temperatura ambiente (observar color

rosa en la mezcla) y leyeron las absorbancias en el espectrofotometro a 540 nm.

Determinacion de nitritos

Colocar en 100 pL de + 300 pL de
tubos suero agua
Eppendorff : problema destilada

NS

Centrifugar a 5000 rpm 10 minutos

N4

Extraer el sobrenadante y colocarlo en el cadmio plateado seco, poner en
agitacion suave en el (rocker) por 10 min

NS

Obtener cuidadosamente 200 uL del sobrenadante en tubos de 13x75 y
adicionar:

+50 uL de Sulfanilamida
+700 pL de agua destilada
esperar 10 min

+ 20 yL de
ZnS0,

Adicionar 50 yL de NED y esperar 30 min (obervar color rosa en la mezcla) leer
en el espectrofotometro a 540 nm
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8.5 Determinacién de Hidroxiprolina

Tratamiento de las muestras

Se recolectaron muestras de tejido cicatrizado de los 18 ratones que se ocuparon
para el estudio, con ayuda de un sacabocados, el dia que se sacrificaron y se
guardaron en tubos Eppendorf hasta su uso.

Preparacion de blanco.

Para la elaboracion del blanco de la curva estandar de hidroxiprolina se realizo el
siguiente procedimiento: Se colocaron 50 yuL de agua destilada en tubos de
13x75, posteriormente se agregan 450 uL de Cloramina-T dejando oxidar por 20
minutos, se adicionaron 450 pyL de acido perclorico 3.15 M y se dejo reposar 5
minutos, cumplido el tiempo se adicionaron 500 pL de reactivo de Ehrlich
incubando en bano Maria a 60 °C por 25 minutos, se dejo enfriar y se calibro el
microespectrofotdmetro a 557 nm.

Curva estandar determinacion de hidroxiprolina

Para la determinacion de la curva estandar de hidroxiprolina se realizé siguiendo
la relacién de diluciones y concentraciéon correspondiente a la tabla n° 5.

HYP= hidroxiprolina.

[ Tabla n° 5 Relacién de diluciones y concentraciones de HYP ]

Tubo Disolucién Concentracion HYP
A 0.2 g HYP + 0.5ML HCL 200 mg
0.001N

B 250 yL de A + 250 uL de 100 mg
agua

C 250 yL de B + 250 pL de 50 mg
agua

D 250 yL de C + 250 uL de 25 mg
agua

E 250 yL de D + 250 uL de 12.5 mg
agua

F 250 yL de E + 250 pL de 6.25 mg
agua

G 250 yL de F + 250 uL de 3.125 mg
agua
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Posteriormente se realizé el siguiente procedimiento: Se tomaron 50 yL de cada
una de las diluciones preparadas en tubos de 12x75, posteriormente se
adicionaron 450 pL de Cloramina-T y se dejé oxidar 20 min, cumplido el tiempo,
se adicionaron 450 pL de acido perclorico 3.15 M, se dejo reposar 5 min y se
agregaron 500 uL de reactivo de Ehrlich incubando en bafio Maria a 60 °C por 30
minutos, por ultimo, se centrifugo por 5 minutos a 5000 rpm y se leyeron las

absorbancias a 557 nm en el microespectrofotometro.

Determinacion de hidroxiprolina

El dia que se ocuparon las muestras de piel cicatrizada se le adicionaron 500 pL
de hidroxido de sodio 2N, se sometié a digestion en autoclave a 120 °C por 20
minutos. Una vez que las muestras fueron digeridas se centrifugaron y se tomaron
50 uL del sobrenadante de cada muestra para colocarlo en tubos de plastico
limpios de 12x75, posteriormente a cada muestra se le adicionaron 450 pL de
Cloramina-T y se dejé oxidar por 20 minutos a temperatura ambiente; una vez
transcurrido el tiempo se agregé 450 uL de acido perclorico 3.15M y se dejo
reposar por 5 min, cumplido esto se agregé 500 pL del reactivo de Ehrlich, dicho
compuesto forma un compuesto colorido, por lo que se dejoé incubar en bano
Maria a 60 °C por 30 minutos. Por ultimo se centrifugaron los tubos y se leyeron

las absorbancias del sobrenadante en el microespectrofotdmetro a 557 nm.
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Muestras

Tomar muestras de escisiones de cada raton, pesarlas y colocar en tubos
Eppendorf.

N\ 2L

Adicionar 500 yL de Hidroxido de sodio 2 N ( mezcla digestora) y someter a
120 °C en autoclave.

J C

Dejar enfriar y centrifugar a 500 rpm por 10 minutos .

N/

Tomar 50 pL del sobrenadante (cuidando de no tomar tejido digerido)
colocarlo en tubos de 12x75.

NS

Adicionar 450 uL de Cloramina—T dejar oxidar 20 minutos.

NS

Afadir 450 uL de Acido perclérico 3.15 M dejar reposar 5 minutos.

NS

Adicionar 500 pL del reactivo de Ehrlich incubar a 60 °C en bano Maria 25
min

NS

Centrifugar a 5000 rpm 5 min y leer absorbancia a 557 nm en
microespectrofotometro
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8.6 Determinacion de actividad antibacteriana

Material Bioldgico

Staphylococcus aureus
Escherichia coli

Prueba de Preparar en placas Petri
actividad de vidrio 25 mL de agar
antimicrobiana Soya Tripticaseina.

Preparar una suspension
de 1X10°5UFC de Bacterias
a utilizar Escheriquia coli y
Staphylococcus aureus.

) Realizar cinco pozos de 5
Inocular masivamente las mm en las placas con agar
bacterias con la usando de guia (imagen 7),
suspension de 1x10° UFC en cada pozo se adiciona
en las _plgcas_ con agar 50 yL de cada disolucion.
Soya Tripticaseina. (Extracto Hemiangium
(Sembrar por triplicado) excelsum, ciprofloxacino, y

solucion salina).

1000 pg/ml 500 pg/ml

Control (+)

Incubar a 37 °C,
observar el tamano de la
zona de inhibicion de
crecimiento a las 24 y 48
horas

Solucién Salina
Control (-)

[ Figura n° 7 Pozos de controles en agar soya tripticaseina ]
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8.7 Analisis estadistico

Los datos se analizaron a través de medias y desviacion estandar como pruebas
de comparacion se usd6 ANOVA con un intervalo de confianza de 95%, se usé la
prueba Tukey como post hoc, para tal efecto se uso el programa estadistico IBM
SPSS Statistics version 21.

9. Resultados

En la tabla y figura numero 9.1 se muestra las medias y desviacion estandar de las
concentraciones de hidroxiprolina en el tejido cicatrizado de los diferentes grupos
evaluados.

Se observa que no existe diferencia significativa p= 0.224 entre Madecasssol,

Vaselina y Cancerina.

Tabla 9.1 Hidroxiprolina en mg por g de tejido por grupo de estudio

Parametros Madecassol (+) Vaselina (-) Cancerina
n=6 n=6 n=6
Hidroxiprolina
(mg/g) 523.2 + 80.270 447.3 £ 82.411 496 + 53.284

Prueba de ANOVA de un factor (95% de confianza) con prueba de post hoc de Tukey, los valores corresponden

a la media * desviacion estandar p>0.05.

700,00

600,00 |

500,00

concentraciones hydroxyprolina

400,00

|

T T T
aselina Maddecasol Cancerina

300,00

Tratamientos

Figura 9.1 Comparacion de hidroxiprolina en tres grupos
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9.2 Comparacion de nitritos determinados en suero (mg/mL)

En la tabla y figura numero 9.2 se muestra las medias y desviacién estandar de
concentracion de nitritos en suero.
Existen diferencias significativas p= 0.029 en el control positivo (Madecassol)

siendo mas eficiente que vaselina y cancerina.

Tabla 9.2 Nitritos en mg por dL de suero por grupo

Parametros Madecasssol (+) Vaselina (-) Cancerina
n=6 n=6 n=6
Nitritos
(mg/dL) 6.2283 + 1.794 4.6450 + 0.649 4.2340 £+ 0.500

Prueba de ANOVA de un factor (90% de confianza) con prueba post hoc de Tukey, los valores corresponden
a la media * desviacion estandar, p<0.05.

10,00

8,00

Mitrito2

6,00

4,00 J_

T T
“aselina Maddecasol Cancerina

Tratamiento2

Figura 9. 2 Comparacion de nitritos en tres tratamientos

9.3 Comparacion de diametros de las lesiones

En los primeros 8 dias de tratamiento no se presentaron diferencia significativa
con una p20.05 en las medias de los diametros de las heridas, en la tabla numero
9.3 y figura 9.3 se muestra el diametro de las lesiones por grupo medido en los
dias 9, 10, y 11 del tratamiento, ya que hasta estos dias se presentaron diferencia
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significativas, en el dia 9 hay diferencia significativa, p=0.001, las heridas donde
se aplicd madecassol fueron de menor tamafo, por lo que cancerina y vaselina
son iguales en el tamafo de diametro de las heridas, en el dia 10 existe
diferencias significativas p=0.005 en los tratamientos, siendo madecassol el
tratamiento que tiene menores diametros en las heridas y cancerina, vaselina se
comportan igual en el tamafio de diametro de la herida, en el dia 11 existen
diferencias significativas p=0.005, en los grupos tratados con madecassol y
cancerina hubo reduccién de tamano del diametro de las heridas en comparacion

con vaselina.

Tabla 9.3 Tamaio de diametro (mm) en la lesién

Dia Madecasssol (+) Vaselina (-) Cancerina
n=6 n=6 n=6
Dia 9
6.7 £ 0.133* 9.9+0.120 7.3+0.108
Dia 10
4.5+ 0.137* 6.2 £ 0.041 6.5+ 0.083
Dia 11
3.5+0.126** 5.9+0.073 4.0 £ 0.130**

Prueba ANOVA de un factor (95%) de confianza), los valores corresponden a la media * desviacion estandar.
La diferencia de medias es significativa *p< 0.05 Madecassol Vs Vaselina Cancerina

** p< 0.05 Madecassol, Cancerina Vs Vaselina

Dia 1. Inicio de tratamiento

)

[ Cancerina ] Vaselina ]

[ Madecassol
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Dia 8.

[ Cancerina ] [ Vaselina ]

[ Madecassol ]

Dia 10

[ Cancerina ] [ Vaselina ]

Y

[ Madecassol ]




Dia 11

s ) -
»,
Vl’:’\“\
N A7
] P ' |
',* " e ) -
* T N d il gﬂlf‘

[Madecassol] [ Cancerina ] [ Vaselina ]

Figura 9.3 tamaio de diametro en las lesiones de los diferentes tratamientos.

9.4 Determinacion de actividad antimicrobiana

Se observé que el extracto acuoso de cancerina no tiene actividad antibacteriana,
en la figura 9.4.1, la cepa de S. aureus, presenta crecimiento alrededor de los
pozos en las diferentes concentraciones (125, 250, 500 pg/mL) del extracto y
control negativo (solucion salina) en comparaciéon del control positivo

(ciprofloxacino), el cual presenta un halo de inhibicién alrededor del pozo.

Por otro lado en la figura 9.4.2, la cepa E. Coli presenta crecimiento alrededor de
los pozos en las diferentes concentraciones (125, 250, 500 pg/mL) del extracto y
control negativo (solucion salina, y un halo de inhibicién en el control positivo
(ciprofloxacino), por lo cual el extracto acuoso no presenta actividad

antimicrobiana.
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Figura numero 9.4.2 Placas de agar Soya Tripticaseina inoculadas con E. Coli.

10. Analisis de resultados

La hidroxiprolina es un aminoacido que se encuentra principalmente en el
colageno, proteina de la trama 6sea, del tejido conjuntivo y de la piel. Junto con la
prolina, su precursor, representan del 25% al 30% de los acidos aminados totales
que forman el colageno.?* % El colageno es la proteina mas abundante del cuerpo
humano, se ha descrito como factor de reparacién de la epidermis, en particular
como agente cicatrizante y esta presente como agente que mejora el aspecto de
la piel humana.

En este sentido, en nuestros resultados respecto a la concentracion de
hidroxiprolina, en los tres grupos no hay una diferencia significativa, ya que todos

los tratamientos se parecen, aunque se esperaba que en el control positivo
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(madecassol) existiera una mayor concentracion de hidroxiprolina ya que este
medicamento tiene una eficacia comprobada, la cual como marca la literatura
ayuda a la regeneracion uniforme de la piel por medio de un aumento en la
sintesis de colageno, esta proteina que es rica en aminoacidos como la
hidroxiprolina, la cual proporciona atomos adicionales, capaces de formar puentes
de hidrégeno que estabilizan la triple hélice del colageno, que en cantidades
insuficientes de hidroxiprolina pierde estabilidad térmica, resultando menos
estable, y presentando manifestaciones clinicas evidentes, como fragilidad capilar
elevada, teniendo como resultado hemorragias y cicatrizacion ineficiente de la
piel, también se observd que la vaselina tuvo un comportamiento similar a los
otros grupos, y se esperaba que no tuviera efecto cicatrizante.

Correspondiente en la cuantificacion de nitritos, se ha sefalado que tienen un
papel importante en el cuerpo, actuan como neurotransmisor en el cerebro,
regulador cardiovascular y ayuda en las defensas, que lo emplean para destruir
microorganismos utilizando los nitritos para atacar ADN, proteinas y componentes
de la pared celular, en nuestros resultados se puede observar que en los ratones
tratados con madecassol, hubo mayores niveles de nitritos en el suero de los
ratones, con una p< 0.05, lo cual muestra que este tratamiento es mas eficiente
ya que se ha sefialado que, este metabolito ayuda a la eliminacién de diferentes
microorganismos y regeneracion de la piel, siendo precursor del acido nitrico,
ademas se notd que el tratamiento de cancerina presentaba niveles iguales a los
del control negativo (vaselina), por lo cual no hay una mejora durante el proceso
de cicatrizacidn por esta via, ya que carece del aumento en la produccion de acido
nitrico.*

Respecto a los diametros de las heridas de los diferentes grupos de ratones
tratados, en donde se observa que en los primeros dias de tratamiento no hubo
diferencias significativas, es decir que en las heridas no existe diferencia alguna,
en el proceso de cicatrizacion por lo tanto no hay una disminucién del tamarfo de
la herida al aplicar los diferentes tratamientos, sin embargo se puede observar que
en el tratamiento a base del extracto acuoso al 4% de cancerina, las heridas

producidas se visualizan secas a comparacion de los controles (madecassol,
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vaselina), y que como es marcado en las diferentes referencias en los primeros
seis dias de ocurrir una lesién profunda, se forma un coagulo para tapar la herida,
seguido de una migracién de diferentes células sanguineas las cuales ayudan a la
eliminacion de diferentes microorganismos, e inflamacion, y se segregan algunas
sustancias quimicas que ayudan a la regeneracidén de la piel, posteriormente al
noveno dia de tratamiento se puede notar una diferencia significativa en el
diametro de las heridas en los tratamiento, siendo significativamente menor el de
madecasssol Vs Cancerina, Vaselina, en el décimo dia se puede observar el
mismo efecto, mientras que en el dia once se puede notar que en algunos ratones
se le cae la costra, lo cual indica que hay una contraccion de la piel lesionada
durante regeneracion, asi como diferencias significativa en las medias de los
diametros de las heridas de madecassol y cancerina, las cuales son
significativamente menores que las tratadas con vaselina lo que sugiere que
madecassol y cancerina son los tratamientos mas eficientes en la regeneracion
de la piel dafada, y como es sefialado en las referencias el madecassol es un
medicamento de origen vegetal el cual ayuda a la formaciéon de nuevo colageno y
proliferacion de fibroblastos para una mejor cicatrizacion, la cancerina se comporto
de manera similar al madecassol, notdndose una mejoria en la reparacion de la
lesion, correspondiente con el tratamiento de vaselina se presenta una mejoria en
la regeneracion de la piel, aunque se esperaba que no presentara, ya que en la
industria farmacéutica es utilizada como vehiculo protector de la piel en diferentes
productos.®* %

Correspondiente a la actividad antimicrobiana el extracto acuoso no presenta
dicha propiedad en las diferentes concentraciones, ya que no inhibi6 el
crecimiento de las cepas evaluada, se esperaba que presentara una inhibicion ya
que en algunos estudios fitoquimicos de la corteza, se determiné que tenia
sesquiterpenos los cuales ayudan a limitar la dispersidén del patégeno, no obstante

de acuerdo a lo obtenido el extracto no presenta actividad antimicrobiana.™
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11. Conclusion.

El extracto acuoso de Hemiangum excelsum al 4% carece de actividad cicatrizante
en un modelo de ratones CD1. Tampoco presenta actividad antimicrobiana a las

concentraciones evaluadas (150, 250, 500 L) en cultivos microbioldgicos.

- Respecto a la concentracion de hidroxiprolina en el tejido cicatrizado de los
ratones no muestra diferencia significativa, en ninguno de los tres tratamientos
hay un aumento en la produccion de colageno, indicando que la planta no cuenta

con actividad cicatrizante.

- En relacién al segundo objetivo donde se cuantifico nitritos, los resultados indican
que el tratamiento con madecassol presento niveles elevados del metabolito (6.22)
lo que favorece la regeneracion del tejido; los valores de los tratamientos con

cancerina y con vaselina no presentan incremento significativo.

-Se compararon los diametros de las lesiones, en los primeros ocho dias de
medicidn no se presenta diferencias significativas en el tamafo de la herida, al
final del estudio se observé que los tratamientos con cancerina y madecassol

presentan tamafos de herida mas pequefios que con vaselina.
- En la evaluaciéon de efecto antimicrobiano se observaron crecimiento alrededor

de los pozos en las diferentes concentraciones del extracto lo cual nos indica que

a estas concentraciones no hay efecto antimicrobiano.
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12. Propuestas

» Evaluar el efecto cicatrizante de Hemiangium excelsum a concentracion
superior al 4%.

» Evaluar el efecto antimicrobiano de Hemiangium excelsum a
concentraciones superiores a 150, 250, 500 L.
» Realizar cortes histologicos de las heridas, para verificar los cambios

morfoldgicos en los tejidos.
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14. Anexos
Anexo | Preparacion de reactivos para determinacion de nitritos

« Sulfanilamida

Disolver 0.5 g de sulfanilamida en 150 mL de acido acético al 15% guardarlo en

frasco ambar.
< NED

Disolver 0.2 g de N-(1-naftil)-etilendiamino diclorohidrato en 150 mL de acido
acético al 15% V/V guardarlo en frasco ambar.
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Prepararacion de Cadmio

Colocar en tubos
de 13 x75 nm:

0.5g de cadmio
metalico

+2mL de
CuSO, al 5%

Se agita
cuavemente en
(rocker) 10 min

Se tira sobrenadante y se lava 3 veces el cadmio con agua destilada

Se llenan los tubos con HCL 0.1N reposar un minuto y tirar el sobrenadante repetirlo

nuevamente

S

Se llenan los tubos con NH,Cl al 5% ajustando el PH a 9 con Na,B,0, reposar 1

minuto y succionar el sobrenadante

Cadmio plateado
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Anexo Il Preparacion de reactivos para determinacion de hidroxiprolina
Buffer pH 6.5

Se disolvieron 120 g de acetato de sodio, 46 g de acido citrico, 12 mL de acido
aceético y 34 g de Hidroxido de sodio en agua destilada. Se ajusto el pHa 6.5y
se aforo el volumen a 1L de agua destilada.

Acido perclérico

Para preparar una solucién a 3.15 M, se diluyeron 27 mL de acido perclérico al
70% en 100 mL de agua destilada.

Reactivo de Ehrlich

Una solucién al 20% se prepard poco dias antes de su uso, se pesaron 20 g
de p-dimietilaminobenzaldehido y 100 mL de Metilcelsolve (metoxietanol), se
colocé la solucion en un bafio Maria a 60 °C para disolver el polvo.

Cloramina- T

La solucién fue preparada poco dias antes de su uso, se disolvieron 0.2 g de
Cloramina-T en 20 mL de agua destilada; posteriormente se afiadieron 30 mL
de metoxietanol y 50 mL de Buffer a pH 6.5.

Solucién estandar de Hidroxiprolina

La solucién estandar se prepard pesando 0.2 g de hidroxiprolina estandar los

cuales se diluyeron en 0.5 mL de HCL 0.001N La soluciéon se colocé en bano

Maria a 60 °C para disolver el polvo.
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Anexo lll Preparacion de reactivos determinacion de actividad
antimicrobiana

Preparacion de suspension de bacterias 1x10°

» Se ajusta al tubo uno de la escala de McFarland para obtener
una concentracion de 3x108 UFC.

Suspension A

estéril para obtener concentracion de 3x10% UFC.
Suspension B

* De B, se toma 0.1 mL, completar a 1 mL con disolucién salina
estéril para obtener concentracion de 3x105 UFC.

* De A, se toman 0.1 mL, completar a 10 mL con disolucion salina }

Suspension
C
+ De C, tomar 1 mL y completar a 3 mL con disolucion salina estéril
Suspension | Par@ obtener 1x105 UFC.
D

Anexo IV. Preparacion de Ciprofloxacino
Se preparo una disolucion de 20 mg /10 mL de ciprofloxacino (100 pug/50 pL) como

control positivo y como control negativo solucion salina isotonica.

62



	Portada
	Tabla de Contenido
	1. Resumen
	2. Introducción
	3. Marco Teórico
	4. Planteamiento de Problema
	5. Objetivo General
	6. Hipótesis   7. Metodología
	8. Técnicas
	9. Resultados
	10. Análisis de Resultados
	11. Conclusión
	12. Propuestas
	13. Referencias
	14. Anexos



