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RESUMEN

La planta [/pomea pes-caprae se ha utilizado como antiinflamatorio,
antiespasmaddico y analgésico. El uso de farmacos tépicos de origen vegetal es
una practica frecuente en medicina veterinaria para minimizar el desarrollo del
tejido fibroso, que en ocasiones incapacita o compromete el trabajo futuro de un
animal. El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad cicatrizante de los
extractos de hexano y diclorometano de Ipomea pes-caprae en heridas inducidas
en la piel de ratas macho Wistar. Las ratas tratadas con el extracto de
diclorometano exhibieron un incremento significativo en la cicatrizacion. A nivel
microscopico se observo menor cantidad de tejido conjuntivo fibroso, regeneracion
de glandulas accesorias en la dermis y el estrato corneo bien organizado en la
epidermis, mientras que los grupos control y tratados con hexano, exhibieron
mayor grado de lesion.

Palabras clave: cicatrizacion, piel, extracto, Ipomea pes-caprae, rata Wistar

ABSTRACT

Ipomea pes-caprae plant has been used as anti-inflammatory, anti-spasmodic and
as analgesic. The use of topic compounds of vegetal origin is a frequent practice in
veterinary medicine to minimize the development of fibrosis, that can disable or
compromise the future work of an animal. The objective of this work was to
evaluate the healing activity of diclorometane and hexane extracts of Ipomea pes-
caprae on induced skin surgical injuries on Wistar male rats. The rats treated with
the diclorometane extract showed a significant improvement on the healing
process. Microscopically, it was found less amount of fibrous connective tissue,
regeneration of adnexal glands of the dermis, and a well organized epidermis,
while the control groups exhibited a much higher lesion.

Key words: healing, skin, extract, [poomea pes-caprae, Wistar rats






Introduccion

Las heridas cutaneas, intencionales o accidentales, son lesiones en las que se
activan mecanismos fisiologicos destinados a recuperar la integridad vy
funcionalidad de la piel; el proceso de reparacion inicia con la lesion que activa
la formacién de un coagulo, el cual actua como barrera que impide la salida de

células de la sangre, activando mediadores quimicos y células de defensa.

Las plantas medicinales han sido utilizadas desde nuestros ancestros para
curar heridas que afectan a un gran numero de pacientes y que pueden reducir
seriamente su calidad de vida. Se estima que existen cerca de 6 millones de
pacientes en el mundo que padecen de heridas crénicas. Esta reportado que
los extractos de algunas plantas, como Verbascum mucronatum (Akdemir et al,
2010), Centella asiatica (Shukla et al., 1999) Trichosanthes dioica (Shivhare Y
et al., 2010), Flabellaria paniculata (Olugbuyiro et al., 2010), Hypericum
perforatum (Pesin et al., 2010); Caryocar coriaceum (Liduina et al., 2010),

tienen actividad cicatrizante.

La planta Ipomea pes-caprae (rifionina) es una hierba postrada de hojas
acorazonadas de consistencia carnosa, con flores muy vistosas de color rosa o
morado en  forma de campana. Los frutos son esponjosos y contienen
abundantes semillas. Se puede encontrar en regiones tropicales y habita en las
zonas calido-humedas, desde el nivel del mar y hasta los 800 m. En la
medicina tradicional se ha usado para inactivar el veneno de las medusas,
como antiinflamatorio, antiespasmodico y analgésico, motivo por el cual se
inicié su estudio para comprobar su efecto en la cicatrizacion. La informacion
cientifica acerca de la actividad de la planta Ipomea pes-caprae en este
proceso es nula, sin embargo, en la herbolaria si se describen sus efectos

cicatrizantes.



1.1 Antecedentes
La Piel

La piel es un 6rgano complejo que realiza diversas funciones, entre las que se
encuentran el servir como barrera entre el medio interno y externo para la
proteccion contra agresiones fisicas, como la radiacidon ultravioleta, o proteger
del contacto con sustancias quimicas y agentes biolégicos; es un 6rgano de
percepcion, termorregulacion, evaporacion (ya que impide la pérdida de
liquidos), biosintesis de vitamina D, blanco de sefales neuroendocrinas,
absorcion de sustancias (intercelular y transcelular), almacén de grasa,
excrecion a través de las glandulas sudoriparas, y secrecion de sebo que,
ademas, es un componente integral del sistema inmunitario y puede

considerarse linea frontal de defensa (Castrillon, 2008).

La piel esta constituida por la epidermis, que es la capa mas superficial y la
conforman cinco estratos celulares, que son: corneo, lucido, granuloso,
espinoso y basal; las células de la capa basal se producen constante mente y
sufren un proceso de diferenciacién termino terminal desplazandose hacia la
superficie. En este proceso las células sufren un cambio gradual de células
basales cilindricas y nucleadas hacia células anucleadas planas y ricas en
queratina, que se localizan en las capas externas de la epidermis (Ramirez,
2010).

La dermis sostiene a la epidermis y esta conformada por células y una matriz
extracelular de fibras de colagena, elastina y la sustancia fundamental
compuesta por proteoglucanos y glucosaminoglucanos, irrigadas por varios
plexos vasculares; la elasticidad de la piel la provee la elastina, mientras que la
fuerza tensil es provista por la colagena. En la unién de la dermis y la epidermis
existe una serie de extensiones de la dermis hacia la epidermis llamadas
papilas dérmicas se las conoce como clavos interpapilares (Martin et al., 2006,
Roh C. y Lyle S, 2006).

En la epidermis se encuentran foliculos pilosos que aportan factor de

crecimiento de fibroblastos , factor de crecimiento de hepatocitos, factor de



crecimiento derivado de plaquetas, Factor transformante beta, que serviran
probablemente para la estimulacién del crecimiento del pelo (Castrillon et al.,
2008)

Bajo la dermis se encuentra el tejido hipodérmico de sostén, el cual contiene
terminaciones nerviosas que inervan a las capas de la piel, asi como vasos

sanguineos Y linfaticos que la irrigan (Navarrete, 2003).
1.2 Reparacion Tisular

Cuando se presenta una lesion celular o tisular, se activan una serie de
mecanismos cuyo fin es el control del dafio, y posteriormente, el inicio del
proceso de reparacion. Este proceso se puede llevar a cabo de dos maneras,
por regeneracion o por cicatrizacion. La regeneracidén permite la restitucion total
del tejido afectado, recuperandose tanto la morfologia como su funcionamiento;
mientras que en la cicatrizacion, unicamente se reconstituye la continuidad del
tejido afectado, dejando como consecuencia cambios estructurales en la

organizacion y funcion tisular (Mcheik et al 2014).

La regeneracion se refiere a la proliferacion de las células de un tejido
lesionado a fin de remplazar las estructuras perdidas. En el caso especifico de
los mamiferos, los érganos y tejidos complejos se regeneran tras una lesion
severa; sin embargo, es comun emplear el término para referirse al crecimiento
compensatorio del higado (hiperplasia) después de una reseccion o necrosis.
Por otro lado, tejidos con elevada capacidad proliferativa, como el tejido
hematopoyético o los epitelios de recubrimiento que se encuentran en
constante renovacidén, por lo que tras una agresion pueden regenerarse,
siempre y cuando las células madre no hayan sido destruidas al afectarse la

membrana basal (Nathoo et al 2014).

La cicatrizacion, por otro lado, suele ser una combinacion de regeneracion y
formacion de cicatriz. La participacion de estos dos componentes en la
reparacion, dependera principalmente de la capacidad regenerativa del tejido o
tipo celular involucrado y de la extension de la lesion. Una herida epitelial

superficial sanara mediante proliferacion celular; contrario a las lesiones de



mayor magnitud que llegan a comprometer la matriz extracelular (MEC), que
sanaran mediante la formacion de cicatriz, al igual que las lesiones persistentes
que ocasionan inflamacién de tipo crénica. El término fibrosis hace referencia al
deposito excesivo de colagena que se produce en estas circunstancias (Kumar
et al., 2010).

Comprender los mecanismos de la regeneracion y reparaciéon nos obliga a
conocer algunos factores que permiten el control de la proliferacién celular, asi
como las diversas funciones de los componentes de la MEC (Mcheik et al
2014).

1.3 Control de la proliferacion celular

El proceso de la proliferacidon celular esta a cargo de los queratinocitos localas
que se encuentran en los bordes de la herida y por las células madre epiteliales
de los foliculos pilosos o glandulas sudoriparas. Este proceso es activado por
las vias de sefializacién de las células epiteliales y no epiteliales en los bordes
de la herida, que liberan diferentes citoquinas y factores de crecimiento, por
ejemplo, EGF, KGF, IGF-1 y NGF. Ademas, la inhibicion por contacto y la
tension fisica de los desmosomas y hemidesmosomas produce mediadores de
lipidos y activa quinasas asociadas a la membrana (SRC quinasas), resultando
en un aumento de la permeabilidad de las membranas para los iones, por
ejemplo, calcio. Esto transmite una sefal de iniciacion a las células a los
bordes de la herida con una retraccion y reorganizacion de sus tonofilamentos

intracelulares en la direccion de la migracion (Reinke y Sorg, 2012).

En organismos adultos, el tamafo de las diferentes poblaciones celulares
estara determinada por tres aspectos: la velocidad de proliferacién celular, la
diferenciacion y por ultimo la muerte por apoptosis. Por lo tanto, es posible que
ocurra un incremento de células, ya sea por un aumento en la proliferacién, o
bien, por disminucién de la muerte celular. La influencia de la diferenciacion,
dependera del tejido, ya que en algunos las células diferenciadas no podran
reponerse, mientras que en otros, las células que mueren son remplazadas

continuamente por células nuevas a partir de células madre.



Es posible estimular la proliferaciéon celular en condiciones fisioldgicas y
patolégicas, dicha proliferacion es controlada en gran parte por sefiales del

micro-entorno, solubles o de contacto, que pueden estimularla o inhibirla.
1.4 Actividad proliferativa tisular

Podemos dividir a los tejidos corporales en tres grupos, dependiendo de la
actividad proliferativa de las células que los constituyen: en los tejidos labiles
las células estan en constante division, en los tejidos estables las células son
quiescentes y finalmente, en tejidos permanentes las células no se dividen. Sin
embargo, a la luz de los hallazgos recientes que conciernen la reprogramacion
de la diferenciacion celular, esta clasificacion debe de ser interpretada

cuidadosamente.

* Las células labiles, son aquellas que se dividen continuamente y
proliferan durante toda la vida, sustituyendo a las células que se
destruyen. Entre ellas se incluyen los epitelios de recubrimiento como
los epitelios estratificados escamosos de la piel, cavidad oral, vagina y
cuello uterino, el epitelio de transicion del sistema urinario; las células de
la médula 6sea. En la mayoria de estos tejidos, las células maduras
derivan de células madres, cuya capacidad proliferativa es
extraordinaria.

* Los tejidos quiescentes suelen tener un nivel de replicacion bajo, pero
cuando el tejido requiere células, se estimulan para que comiencen las
divisiones celulares, por lo que son capaces de reconstruir el tejido de
origen. Dentro de este grupo podemos encontrar a las células
parenquimatosas hepaticas, renales 'y pancreaticas; células
mesenquimatosas, como fibroblastos, hueso, cartilago y musculo liso;
células endoteliales vasculares. La capacidad regenerativa de estas
células se pone de manifiesto en la regeneracion del higado tras una
hepatectomia parcial o lesion quimica aguda. Los fibroblastos, en
concreto, pueden proliferar de forma amplia, como sucede en los

procesos de cicatrizacion y fibrosis.



* Los tejidos permanentes no se dividen; contienen células que se han
quedado en la fase G4 prolongada y no pueden sufrir mitosis en la vida
posnatal. En este grupo se incluyen las neuronas y las células
musculares cardiacas y esqueléticas. Si las neuronas del sistema
nervioso central se destruyen, el tejido se suele sustituir por una
proliferacion de elementos de soporte del sistema nervioso central, las
células gliales. Sin embargo, estudios recientes demuestran que es
posible una neurogenia limitada a partir de células madre en los
encéfalos adultos. EI musculo cardiaco muestra una capacidad de
regeneracion nula, por lo que tras una lesion del musculo cardiaco,

como se produce en un infarto, se forma una cicatriz.
1.5 Ciclo celular y regulacion de la replicacion celular

La replicacion celular es un proceso estrictamente regulado por factores de
crecimiento o mediante la transmision de sefiales por elementos de la MEC a
través de las integrinas. Para lograr la replicacion del DNA y division de la
célula, ésta debe sufrir una serie eventos regulados de manera estrecha que se
llama ciclo celular. El ciclo celular esta integrado por las fases G (presintética),
S (sintesis de DNA), G, (premitética) y M (mitotica). Las células quiescentes
que no han entrado al ciclo celular se encuentran en la fase Gy. En el ciclo
celular, al ser un proceso critico en el que pueden ocurrir diversas fallas en la
replicacion del DNA, se disponen multiples controles y redundancias a lo largo

del ciclo, sobre todo en la transicion de la fase G4 a S.

Las células quiescentes pueden entrar a G1 desde un estado de Gy (primer
paso que conduce hacia el ciclo celular), o tras completar la mitosis (en el caso
de células que se replican de forma continua). Posteriormente, las células en
G1 progresan tras el ciclo, alcanzando un estado critico entre la transicién G+/S,
llamado punto de restriccion; paso limitante de la velocidad de replicacion, asi
como un punto de control que vigila la integridad del DNA antes de la
replicacion. Una vez superado este punto de restriccidon, las células quedan
comprometidas de forma irreversible para la replicacion. Sin embargo, cuando

las alteraciones del DNA son demasiado graves para su reparacion, estas



células entraran en un proceso de apoptosis, o bien, en un estado de no
replicacion llamado senescencia. Es posible también que defectos en estos
puntos de control, permitan que células con dafios graves a nivel gendmico se
dividan, ocasionando mutaciones en las células hijas, lo que a su vez puede

llevar a la formacion de neoplasias.
1.6 Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son péptidos que regulan la proliferacion de
diferentes tipos celulares, que de igual forma pueden fomentar la supervivencia
celular, el movimiento, la contractilidad, la diferenciacion y la angiogénesis,
funciones de vital importancia en el proceso de reparacion. Todos los factores
de crecimiento actuan como ligandos que se unen a receptores especificos, los
cuales conducen las sefales a las células diana; sefales que pueden inducir la
transcripcion de genes que controlan la entrada o progresion dentro del ciclo
celular. Multiples estudios han demostrado efectos benéficos por parte de estos
factores de crecimiento, sin embargo, el rol de los factores de crecimiento
endogenos en la respuesta reparadora y regeneradora han sido soélo
parcialmente descritos, y en la mayoria de los casos, la funcion sugerida de
estas moléculas esta basada en estudios descriptivos y/o datos recolectados a

partir de cultivos celulares (Werner 2003).

A continuacion se describen algunos de los factores de crecimiento importantes

en el proceso de reparacion tisular.

Factor de crecimiento epidémico (EGF) y factor de crecimiento
transformante a (TGF- a). El Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) es una
familia de mitdbgenos dentro de los que se incluye el Factor de Crecimiento
Transformante alfa (TGF-a). Todos los miembros de esta familia ejercen su
funcion al unirse a cuatro diferentes receptores de alta afinidad: EGFR1/Erb1,
HERZ2/ErbB2, HER3/ErbB3 y HER4/ErbB4, tirosina quinasas transmembranales
expresadas en gran variedad de tipos celulares. Estos receptores modulan
etapas claves del desarrollo de un organismo, tales como proliferacién celular,

motilidad, diferenciacion y homeostasis del tejido; lo cual se lleva a cabo por la



activacion de diversas vias de transduccion en las cuales se incluyen las
cascadas de RAS/RAF/MEK/ERK, PLC-gamma/PKC, P13K/AKT, JAK/STAT,
NF-kB (Campbell et al., 2014). Estos receptores requieren dimerizarse, lo cual
es un proceso independiente de la accién de las citocinas, aunque estas
ultimas son necesarias para su activacién, sin embargo, también se ha
reportado que existe una considerable cantidad de dimeros preformados de

EGFR en la superficie celular (Poger et al., 2014).

Se reportan 3 principales funciones biolégicas y de mayor importancia en la
reparacion: citoproteccion, mitogénesis y migracion (Bodanar et al., 2011).
Originalmente, TGF-a fue extraido de las células de un sarcoma transformado
por virus y se encontrd que participa en la proliferacién de células epiteliales en
embriones y adultos, asi como en la transformacion de células normales que
pueden dar origen a cancer. TGF- a muestra cierta homologia con EGF, ya
que puede unirse a los receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

y comparten algunas de sus actividades bioloégicas (Toru, 2014).

Con ayuda de técnicas histologicas y de ELISA, en un modelo de lesion
cutanea fue posible observar un aumento en la cantidad de receptores antes
del aumento del grosor de la epidermis afectada; luego de este aumento, siguid
un decremento de EGFR que resultdé posteriormente en la disminucién del
espesor de la epidermis. Este patrén de expresion sugiere que EGFR juega un
papel importante en la reepitelizacion de heridas cutaneas (Campbell et al,
2014).

Todos los ligandos de EGFR son sintetizados en su forma anclada a
membrana, las cuales son procesadas en el reticulo endoplasmico para que el
receptor se exprese en la membrana celular. La forma transmembranal también
es capaz de estimular el crecimiento de células adyacentes. Sin embargo, se
ha observado que cuando se suprime el procesamiento proteolitico del ligando,
se ve suprimida la migracion de queratinocitos, ademas ocasiona un marcado

retraso en la reparacion de heridas (Werner et al., 1998).



El EGF es mitogénico para diversas células epiteliales, hepatocitos y
fibroblastos, distribuido de forman amplia en secreciones y liquidos tisulares.
Los queratinocitos, macréfagos y otras células inflamatorias reclutadas durante
la cicatrizacién de una herida, son los encargados de producir EGF y FGF, que
son considerados los principales estimuladores de la migracién de fibroblastos,

asi como del fendmeno de contraccion de la herida (Ramirez, 2010).

Factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF). Aislado inicialmente de
plaquetas y suero, posteriormente fue demostrado como idéntico a un factor
previamente identificado y aislado en los fibroblastos llamado factor de

dispersion.

HGF tiene efectos mitogénicos sobre los hepatocitos y células epiteliales,
incluidas las células de revestimiento. Durante el desarrollo embrionario, HGF
suele comportarse como un morfégeno, induciendo la dispersién y migracion
celular, fomentando también la supervivencia de los hepatocitos. Es producido
por los fibroblastos y la mayor parte de las células mesenquimales, endoteliales

y células hepaticas no parenquimatosas (Gurtner et al., 2008).

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Familia de proteinas
constituida por proteinas de doble cadena que pueden existir en tres isoformas
(AA, AB, BB). PDGF es producido por macrofagos activados, células
endoteliales, musculares lisas y muchas células neoplasicas; se almacena en
los granulos de las plaquetas y se libera cuando estas se activan. Después de
ocurrir una herida, PDGF se libera en grandes cantidades mediante la
degranulacién de plaquetas. Ejerce sus funciones al unirse a tres diferente
receptores de tirosina quinasa transmembranales. Se ha sugerido que tiene
dos funciones principales, pero distintas, durante la reparacion de una herida:
tiene una funcion temprana que condiciona la migracién y proliferaciéon de
fibroblastos y la secrecion de MEC, asi como la migracion de células
musculares lisas y monocitos hacia la zona de inflamacion y cicatrizacion en las
heridas cutaneas; su otra funcién induce el fenotipo miofibroblasto como

consecuencia de la estimulacion de los fibroblastos para obtener matrices de



colagena, lo que induce a estas células a cambiar a dicho fenotipo (Werner et
al., 2003).

La expresiéon de PDGF vy sus receptores se vio afectada en heridas de ratones
diabéticos (db/db) genéticamente modificados, con afeccién de la reparacion,
indicando que cierto nivel de expresion de PDGF y sus receptores, es esencial

en el proceso de reparacion (Werner et al., 2003).

Por otra parte, el aumento de la secrecidon de PDGF puede estar involucrado
en la patogénesis de la cicatrizacién hipertrofica y queloide, como sugiere el
potente efecto de PDGF en la proliferacién de fibroblastos y la produccion de

MEC por estas células (Werner et al., 2003).

Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). Los VEGF son una
familia de proteinas homodiméricas que incluyen VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D y PIGF (Factor de crecimiento placentario). Esta familia ejerce su
funcidén biolégica a través de tres diferentes receptores de tirosina quinasa
(Werner and Grose 2003). La mayor expresion del gen VEGF-A es justo
después de una lesidn cutanea, siendo los queratinocitos y macrofagos sus
mayores productores, lo que apoya su importancia en el proceso de reparacion.
Ademas, sus receptores también fueron detectados en vasos sanguineos del
tejido de granulacion, lo que sugiere su participacion en la angiogénesis,
mediante estimulos paracrinos (Werner and Grose 2003). Asi mismo, VEGF es
un potente inductor de la formacion de vasos durante las fases tempranas del
desarrollo (vasculogenesis) y tiene un papel esencial en el crecimiento de
nuevos vasos en individuos adultos, durante la inflamacién cronica,
cicatrizacion de las heridas y en los tumores. Esto se ha podido demostrar
cuando se aplican antigenos neutralizantes anti-VEGF-A, lo que ocasiona una

subita disminucion de la angiogénesis en las heridas (Johnson y Wilgus, 2014).

Diversos tipos celulares como los fibroblastos, células endoteliales y
queratinocitos, son capaces de producir VEGF. Se ha reportado que se
expresa en niveles basales en piel intacta, pero su expresion aumenta en

queratinocitos durante la reparacion. VEGF quizas sea crucial para la
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angiogénesis durante la fase de proliferacién del tejido de granulacion. Debido
a su potente accion de vasopermeabilidad, la cual permita la extravasacion de
proteinas, también es conocido como factor de permeabilidad vascular (VPF)
(Li et al., 2003).

Factor de crecimiento fibroblastico (FGF). Familia de factores de crecimiento
con mas de veinte miembros de los que son mejor conocidos el FGF acido
(aFGF o FGF-1) y basico (bFGF o FGF-2), y FGF-7 (llamado factor de
crecimiento de los Queratinocitos o KFG). Sus sefales son enviadas a través
de cuatro proteinas tirosina quinasa transmembranales de alta afinidad, los
llamados receptores de FGF (FGFR1-4). Una propiedad caracteristica de los
FGF es su interaccion con proteoglicanos de heparina o heparan sulfato, los
cuales estabilizan a los FGF para prevenirlos de la desnaturalizacion térmica y
protedlisis, y limita fuertemente su difusion. Aun mas importante, la interaccion
con heparina y heparan sulfato activa los receptores de sefalizacion (Werner
and Grose 2003). FGF-2 unido a heparan sulfato también muestra una
actividad prolongada; esto ha sido demostrado en células endoteliales, en
donde diez minutos de exposicion a FGF-2 mas heparan sulfato, estimuld
durante mas tiempo la produccién de activador de plasminégeno, que cuando
unicamente se utilizé6 FGF-2 (Schultz et al., 2008).

La mayoria de los miembros de la familia de los FGF tienen un amplio espectro
mitogénico. Estimulan varias células de origen mesodérmico, ectodérmico e
incluso de origen endodérmico (Werner and Grose, 2003). Ademas de su
efecto mitogénico, también regula la migracion y diferenciacion de sus células
blanco; algunos FGF han demostrado ser citoprotectores, ayudando a
mantener la supervivencia celular durante condiciones de estrés (Werner et al.,
1992).

Mediante el uso de inmunohistoquimica, FGF ha sido localizado en piel
lesionada. En un modelo de herida por incision en ratones, FGF2 fue hallado
extracelularmente en la superficie de la herida, asi como entre la dermis
adyacente, esto unicamente en animales adultos (Withby et al., 1991). En otro

estudio similar, FGF2 se encontré asociado a foliculos pilosos localizados en
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los bordes de la herida, al igual que en queratinocitos basales del epitelio
normal e hiperproliferativo de la epidermis dafiada, aunque sorprendentemente
no se encontré inmunoreactividad en el tejido de granulacion dérmico (Kurita et
al., 1991). La expresion de FGF-1, FGF-2, FGF-5 y FGF-7 se indica como un
hallazgo comun tanto en piel normal como lesionada, pero la expresiéon de
todos estos incrementa después de una lesion (Toru, 2014). En especial FGF-
7, cuya transcripcion del RNAm para dicho factor puede incrementarse hasta
160 veces después de una lesion cutanea, induccion unica de tal magnitud, lo
que no solo sefala su importancia en la renovacion fisioldégica de la epidermis,
sino también como un orquestador en la proliferacién celular de la epidermis en

el proceso de reparacion de una herida (Werner et al., 1992).

El papel de FGF2 en el proceso de reparacion tisular fue establecido en
experimentos con ratones carentes de FGF2, usados en estudios de reparacién
y regeneracion de heridas. Curiosamente, estos ratones parecian
indiferenciables de sus companeros que no tenian dicho defecto. Sin embargo,
cuando fueron desafiados mediante una incisidon, los ratones deficientes de
FGF2 mostraron un retraso importante en la reparacion. En contraste, no se
encontraron anormalidades en la reparacién en ratones cuya expresion de
FGF1 fue suprimida (Werner and Grose, 2003). En adicion a su efecto
mitogénico, también promueven la proliferacion y diferenciacion endotelial, asi
como la migracion de estas mismas células en la fase temprana de la
reparacion y durante la formacion del tejido de granulacién, la primera mediante
el aumento del plasmindgeno tipo uroquinasa, o bien, por la induccion de

integrinas avB3 en la superficie celular endotelial (Li et al., 2003).

Los FGF contribuyen a la respuesta de cicatrizacion de las heridas,

hematopoyesis y otros procesos a través de varios mecanismos:

* Reparacion de las heridas: FGF-2 y KGF, contribuyen a
reepitelizar las heridas cutaneas.
* Formacion de nuevos vasos (angiogénesis): FGF-2 es

especialmente capaz de inducir la formacién de nuevos vasos.
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* Hematopoyesis: relacionado con la diferenciacion de células
sanguineas especificas y con el desarrollo del estroma de la
médula ésea.

* Desarrollo: los FGF juegan un papel importante en el desarrollo

del musculo cardiaco y esquelético, maduracion del pulmén.

Factor de crecimiento transformante B (TGF- 8) y factores de crecimiento
relacionados. Familia constituida por alrededor de 30 proteinas, entre las que
se incluyen tres isoformas de TGF- B (TGF- 1, TGF- 2, TGF- B3). TGF- 1 es
la mas comun en los mamiferos, es producida por plaquetas, células
endoteliales, linfocitos y macréfagos. Esta proteina tiene multiples efectos,
frecuentemente contradictorios, segun el tejido y el tipo de lesién (Deminova-
rice et al., 2012).

Inmediatamente después de ocurrida la lesién, TGF- 31 es liberado en grandes
cantidades por las plaquetas. Esta forma inicial derivada de las plaquetas actua
como quimiotactico para neutréfilos, macrofagos y fibroblastos, y estas células
en otros tipos celulares a la aumentar los niveles de TGF- (1. Esta
combinacion de diferentes fuentes celulares y almacenajes temporales
aseguran el abastecimiento continuo de TGF- durante todo el proceso de

reparacion (Werner and Grose 2003).

TGF-B inhibe el crecimiento de la mayoria de las células epiteliales. Sin
embargo, también se ha sugerido que puede estimular la re-epitelizacion y la
formacion de tejido de granulacion, lo que como se comento antes, hace su
efecto “paraddjico”. Es un potente agente fibrogénico que estimula la
quimiotaxis de los fibroblastos e induce la produccion de colagena, fibronectina
y proteoglicanos; inhibe la degradacién del colagena al reducir las proteasas de
la matriz y al aumentar la actividad de los inhibidores de las proteasas (Ignotz
1986). Ademas, TGF-B cuenta con una potente accion antiinflamatoria, pero

puede fomentar algunas funciones inmunitarias.

El TGF-B1 puede ser considerado como el inductor directo del fenotipo

miofibroblastico, debido a que es capaz de aumentar la sintesis de actina de
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musculo liso, lo cual se cree que puede generar el incremento de la fuerza
contractil en el miofibroblasto, hecho que se correlaciona con el incremento de
actina de musculo liso en el sitio de lesion. Esto se ha observado mediante la
aplicacion exogena de TGF-B1, la cual aumenta la contraccion de los
miofibroblastos en mallas de colagena en una forma dosis dependiente, a
través del aumento de miofibroblastos y de la expresion de actina de musculo
liso (Vaughan et al., 2000).

En un estudio realizado por Brown et al en 1995, en el cual se utilizaron ratones
transgénicos deficientes del gen tgf-B1, que transcribe para TGF-f1, se
observd que no mostraban anormalidades en el desarrollo y parecian
fenotipicamente normales, hasta tres semanas después, cuando desarrollaron
sindrome de emaciacién acompanado de una respuesta inflamatoria multifocal,
resultando en una falla multisistémica y muerte. Los ratones fueron desafiados
a los diez dias de edad mediante un corte escisional. En los primeros dias, las
heridas parecian sanar normalmente en los ratones TGF-B1 deficientes.
Aunque en la valoracion histolégica, al dia diez posterior a la realizacion de la
herida, fue revelado un tejido de granulacion de menor grosor y menos
vascularizado en los ratones transgénicos. Esto sugiere que la falta de TGF-1
puede ser compensada por otras isoformas del factor durante la etapa
temprana del proceso de reparacién, lo que indica el papel primordial que juega
TGF-B1 en la etapa tardia del proceso (Brown et al., 1995). Aunque el papel de
TGF-B1 durante la reparacion puede considerarse bifasico, ya que Inicialmente
puede incrementar la migraciéon de fibroblastos a la herida, por su habilidad
para estimular su quimiotaxis y migracion celular. Fuerzas de traccion ejercidas
por este fenbmeno pueden promover el cierre inicial de la lesion; con el tiempo,
la tension comenzara a desarrollarse y bajo estas condiciones los fibroblastos
llegaran a adquirir el fenotipo de miofibroblastos, con la formacion de fibras
tensiles (Vaughan et al., 2000).

Citocinas. Las citocinas realizan importantes funciones como mediadores de la

inflamacion y las respuestas inmunitarias. Algunas de ellas pueden ser
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consideradas de igual manera como factores de crecimiento, debido a su

actividad inductora de proliferacién en algunas lineas celulares.

Entender el mecanismo por el cual la unién de un factor de crecimiento con su
receptor induce la transmision de una sefal a través del citoplasma celular es
importante. Por mucho tiempo fue aceptado que la activacién del receptor
resultaba a causa de la dimerizacién del mismo mas la subsecuente union del
ligando. Actualmente, estudios de algunos receptores de citocinas sugieren que
la dimerizacion, por si sola, no es capaz de inducir su activacion. En su lugar,
reconfiguraciones conformacionales dentro de los protdmeros (sitios de unién
de tres moléculas) son consideradas de mayor importancia. Los receptores de
tirosina quinasa, son miembros de los receptores de membrana de citocinas,
con un dominio intramembranal que posee actividad fosforilativa (Poger et al.,
2014).

1.7 Matriz extracelular (MEC) e interacciones célula-matriz

La reparacion y regeneracion no solo dependen de los factores solubles, sino
también de las interacciones entre las células y los componentes de la matriz
extracelular (MEC). Ademas de brindar turgencia a los tejidos, la MEC regula
procesos tales como el crecimiento, proliferacion y movimiento de las células
que se encuentran asociadas a ella. Se remodela de forma constante en un
ciclo de sintesis y degradacion durante la morfogenia, regeneracion vy
cicatrizacion de las heridas. La sintesis y deposicion de MEC ocurre
mayoritariamente en respuesta a factores de crecimiento, citocinas y estimulos
fisicos mediados por receptores localizados en la superficie celular (Schultz et
al., 2008). Sus diversas funciones incluyen las de soporte mecanico, control del
crecimiento celular, mantenimiento de la diferenciacion celular, andamiaje para
la renovacion tisular, establecimiento de un microambiente tisular, asi como
almacenamiento y presentacion de proteinas reguladoras. Las heridas cronicas
gue no sanan, no pasan por las fases normales de reparacion, por lo que se
cree que esto es en gran parte debido a interacciones alteradas entre los
factores de crecimiento y la MEC (Wilgus, 2012). Ademas, estudios recientes

indican que los cambios en la matriz pueden ocurrir incluso antes de alguna
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lesidén, hecho que parece predisponer a individuos a procesos de reparacion de
tipo cronico (Schultz et al., 2008).

La MEC esta compuesta principalmente por tres tipos de macromoléculas:
proteinas estructurales fibrosas, como colagena y elastina, que aportan fuerza
tensil y capacidad retractil; glucoproteinas adhesivas, que conectan a sus

elementos entre ellos.

El tapdn de fibrina por si solo constituye una matriz extracelular provisional, que
por si mismo puede inducir la secrecion de IL-8 por células endoteliales, al
igual que TNF-a, IL-1B, IL-6, MIP-1, MIP-2 y MCP-1 por linfocitos

mononucleares (Marquart et al., 2014).

Adherencia celular a la MEC es requerida para la respuesta a factores de
crecimiento: En la superficie celular hay un gran numero de moléculas de
adhesion a la MEC, que facilitan el contacto célula-célula o célula-matriz.
Dichas interacciones activan la migracion y sefales de crecimiento y
diferenciacion. Estas moléculas estan involucradas en interacciones diferentes:
aquéllas que se unen en la superficie basal de la célula y funcionan como
receptores de adhesion célula matriz, como las integrinas y los receptores
CD44; moléculas presentes en el punto de contacto entre células adyacentes
que mantienen la adhesion entre ellas, tal es el caso de las cadherinas y las
moléculas de adhesion intercelular 1 y 2 (ICAM-1, ICAM-2) (Mutsaer et al.,
1997). Con unas cuantas excepciones, las células deben adherirse a la MEC
para sobrevivir y crecer. Es bien sabido que la propiedad clave que separa a
las células tumorales de células normales, es la necesidad de anclaje a la MEC
para su sobrevivencia y crecimiento (Schultz, 2008). Finalmente, aquéllas
moléculas presentes en la superficie luminal con funciones de adhesion célula-
célula, importantes en la adhesion leucocitaria y plaquetaria, como la molécula

de adhesion celular plaquetaria endotelial 1 (PECAM-1) (Mutsaer et al., 1997).

Las integrinas son la familia principal de receptores de la superficie celular que
regulan la adhesion a la MEC. Las integrinas se encuentran involucradas de

manera critica en la sobrevivencia celular, apoptosis, crecimiento, desarrollo, y
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eventos de fosforilacién durante la traduccion de sefales (Schultz et al., 2008),
migracion celular, deposicion de MEC y contraccion de la herida (Mutsaer et al.,
1997).

La adhesion celular a la MEC induce la expresion de factores de
crecimiento: El mantenimiento del crecimiento del epitelio estratificado de la
dermis, es un claro ejemplo de que MEC interviene en proliferacién celular in
vivo, ya que las células que estan en contacto con la lamina basal se
encuentran en constante divisibn, mientras que las células que ya no se
encuentran adheridas migran hacia arriba, cambian de forma y se diferencian

en las capas superiores de la epidermis.

Regulacion de MEC por los factores de crecimiento: Los factores de
crecimiento también regulan la MEC estimulando a las células a aumentar la
produccion de sus componentes, 0 aumentado la sintesis de metaloproteinasas
(MMP) que sintetisan a la MEC. De este modo, las interacciones entre factores

de crecimiento y la MEC son bidireccionales (Schultz et al., 2008) (Cuadro 1).

Implicaciones en heridas cronicas y dificiles de sanar: En heridas crénicas
y aquéllas que atraviesan por procesos complicados de reparacion, la
interaccion entre la MEC vy los factores de crecimiento se encuentra alterada,
las causas mas frecuentes suelen ser anormalidades sistémicas, como
diabetes e insuficiencia venosa. De hecho, las heridas cronicas estan
fundamentalmente caracterizadas por anormalidades bioquimicas de la MEC,
al igual que niveles incrementados de proteasas, tales como las MMP vy
elastasas liberadas por los neutréfilos (Schultz et al., 2008), lo que puede
modificar la actividad de algunos factores de unirse a sus receptores, como el
FGF-2 (Wilgus et al., 2012).

Cuadro 1. Resumen y ejemplos de las interacciones entre componentes de la
MEC y factores de crecimiento

Descripcion Ejemplo
Factores de crecimiento unidos a FGF-2 debe unirse a cadenas de heparan sulfato para
componentes de la MEC actuar como mitégeno

Interacciones mediadas por integrinas

La presencia de integrinas es necesaria para la
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angiogénesis inducida por VEGF

Componentes de la MEC Migracion de fibroblastos

Regulacion de factores de crecimiento por | TGF- controla la produccién y degradacion de la MEC
parte de la MEC

MEC, matriz extracelular; TGF, factor de crecimiento transformante; FGF, factor de
crecimiento fibroblastico; VEGF, factor de crecimiento del endotelio vascular (Schultz
et al., 2008)

Matriquinas: Las matriquinas son dominios especificos de macromoléculas
extracelulares, liberadas por protedlisis, capaces de unirse a receptores
celulares de superficie, activarlos y regular muchas de las actividades celulares
(Marquart et al., 2014). Pueden dividirse en dos grupos: matriquinas naturales,
las cuales son capaces de sefalizar en su forma original; mientras que las
matricriptinas (o matriquinas cripticas) requieren un cambio conformacional o
corte proteolitico para llegar a ser matriquinas funcionales. Como ejemplo esta
la proteina laminar 332, la cual contiene repeticiones de unidades parecidas a
los EGF, por lo que pueden ser traducidas a través de los EGFR, sin embargo,
la proteina laminar 332 es considerada una matricriptina ya que tiene que ser
cortada por MMP para exponer las repeticiones de unidades parecidas a EGF
(Wilgus et al., 2012).

Mucha de la informacién publicada sugiere que las matriquinas quizas tengan
un papel preponderante en el control del proceso de reparacién. Estas pueden
ser producidas durante la degradacion proteolitica de la MEC. Por ejemplo, se
demostré que la reparacion fue severamente afectada en ratones deficientes
de colagenasas y plasmindgeno, y se ha observado que productos de la
degradacion proteolitica de la MEC, funcionan como potentes quimiotacticos de

neutréfilos (Marquart et al., 2014).
1.8 Reparacion mediante la formacion de cicatrices y fibrosis

Si la gravedad de la lesion, el dafo celular y dafio al soporte estructural son
graves, el tejido no podra repararse por regeneraciéon. En estos casos, el
proceso de reparacion se realizara mediante la deposicion de colagena y otros

componentes de la MEC, lo que determina la formacién de una cicatriz. En
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lugar de la regeneraciéon de los tejidos, lo que ocurre es una respuesta
fibroproliferativa que sustituye el tejido en lugar de recuperarlo. La reparacion

mediante depdsito de tejido conjuntivo se desarrolla de la siguiente manera:

* Inflamacion

* Angiogénesis

* Migracion y proliferacion de fibroblastos
* Formacion de cicatriz

* Remodelacién de tejido conjuntivo

En la mayoria de los casos en el proceso de cicatrizacion se produce una
combinacion de reparacion y regeneracion, y esto se vera determinado por: 1)
la capacidad proliferativa de las células, 2) la integridad de la MEC y 3)
resolucion de la cronicidad. Cuando una lesidn persiste, se favorece el

crecimiento excesivo de tejido conjuntivo, fenbmeno conocido como fibrosis.
1.9 Mecanismos de angiogénesis

La angiogénesis es un proceso fundamental que afecta reacciones tales como
la regeneracion y cicatrizacion de las heridas, procesos isquémicos vy
menstruacion. Se le denomina angiogénesis 0 neovascularizacion a la
formacion de vasos en organismos adultos, puede consistir en la ramificacion y
extensién de vasos previos, o bien, puede producirse por la estimulacién y
reclutamiento de células endoteliales progenitoras en la médula 6sea. Este
evento tan complejo es estrictamente regulado por diversos factores solubles
que actuan de forma consecutiva y concertada. El factor de crecimiento
vascular (VEGF), angiopoyetinas, factor de crecimiento fibroblastico (FGF) y el
factor de crecimiento transformante beta (TGF-), son algunas de las
sustancias criticas en la angiogénesis (Li et al., 2003). La hipoxia también actua
como regulador de este proceso, pues se ha encontrado que el gradiente de
oxigeno en la herida es menor que en todo el tejido que lo rodea, siendo el
centro de la lesion hipoxico con respecto al tejido adyacente, lo cual puede ser
ocasionado por el aumento de la distancia de la fuente de oxigenacion

(capilares), en adicion a la actividad fagocitica consumidora de oxigeno de los
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macrofagos (Benavides, 2008). La tension baja de oxigeno, al igual que altas
concentraciones de lactato o iones de hidrogeno, observado también en el area
afectada, puede convertir a los macréfagos en angiogénicos (fenotipo M2)
(Mahdavian et al., 2011).

Angiogénesis a partir de vasos preexistentes. En este tipo de
neovascularizacion primero se observa vasodilatacién a causa del 6xido nitrico
y aumento en la permeabilidad mediada por VEGF, a esto le sigue la
degradacion de la membrana basal del vaso original mediada por las
metaloproteinasas de la matriz (MMP), posteriormente, las células endoteliales
comenzaran a migrar hacia el estimulo angiogénico, seguido por Ia
proliferacion de células endoteliales. Después de esto, comienza la maduracion
de las células endoteliales, lo que da lugar a la inhibicién del crecimiento y
remodelado del tubo capilar, finalmente ocurre el reclutamiento de células
periendoteliales, como los pericitos y células musculares lisas vasculares, para

dar lugar a un vaso maduro. (Hang et al., 2013).

Angiogénesis a partir de células precursoras endoteliales (CPE). Las CPE
son reclutadas desde la médula 6sea hacia los tejidos para dar paso a la
formacion de nuevos vasos sanguineos. Estas células también pueden
contribuir a la re-endotelizacién de los implantes vasculares en los procesos
isquémicos, las heridas cutaneas y los tumores, ya que las CPE circulantes
aumentan cuando hay isquemia, lo que sugiere que pueden participar en la
funcion vascular y determinar el riesgo de sufrir enfermedades

cardiovasculares.
1.10 Reparacion de heridas cutaneas

La curacion de heridas cutaneas puede dividirse en tres fases: inflamacion,
proliferacion y maduracion. Debido a que algunos de los sucesos de cada
etapa se traslapan, esta division suele ser subjetiva, pero es de ayuda para
entender la secuencia de acontecimientos que suceden durante la cicatrizacidon

cutanea.
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La forma mas sencilla de reparaciéon de una herida cutanea es la cicatrizacion
de una incisién quirurgica no infectada que se aproxima por puntos. A este tipo
de reparacidon se le denomina cicatrizaciéon por primera intencion; en ésta se
produce una reepitelizacién para cerrar la herida con formacién de una cicatriz
relativamente fina. La situacion es otra cuando se produce un herida escisional
con amplia pérdida de células y tejidos. La curacién de este tipo de heridas se
encuentra asociada a reacciones inflamatorias intensas, con formacién de
abundante tejido de granulacién y amplios depoésitos de colagena, que dan
lugar a una cicatriz importante que en general se contrae con el tiempo, a este
tipo de curacion se le denomina cicatrizacion por segunda intencion. A pesar de
las diferencias citadas, los mecanismos basicos de cicatrizacion por primera o
segunda intencion, son parecidos. A continuacion se comenta la secuencia de

acontecimientos en la cicatrizacion de una herida (Schultz y Wysocki, 2009).
Fase inflamatoria

La inflamaciéon es una importante consecuencia al dafio, la cual normalmente
lleva a la reparacion del tejido y a la restauracién de su funcion. La respuesta
inflamatoria puede ser subdividida en respuesta vascular y celular (Li jie et al.,
2007).

Respuesta vascular y hemostasis (formacion del coagulo). El dafio tisular
ocasiona disrupcién de vasos sanguineos y consecuentemente hemorragias,
las plaquetas se adhieren, comenzando a aglutinarse y a liberar mediadores
que facilitan la coagulaciéon. Aunque la hemostasis es la principal funcién de la
coagulacion sanguinea, una funcién secundaria de las plaquetas, pero de igual
importancia, es el iniciar la respuesta de reparacién via liberacién de factores
quimiotacticos y crecimiento (Li jie et al., 2007). El coagulo esta compuesto por
eritrocitos, fibrina, fibronectina y componentes del complemento, cuya funcién
es detener la hemorragia y servir como soporte para las células que migran
atraidas por las citocinas y quimiocinas liberadas en la zona. En 24 horas
aparecen neutrofilos en los margenes de la incision que aprovechan el
andamiaje del coagulo y ayudan a remover restos celulares y bacterias

invasoras a través de fagocitosis.
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Respuesta celular e inflamacion. La respuesta celular en la fase inflamatoria
es caracterizada por la infiltracion leucocitica en el area afectada. En la fase
inflamatoria temprana, neutréfilos y monocitos son las poblaciones celulares
predominantes en el sitio de lesidon, siendo los neutréfilos los primeros en
llegar; posteriormente, el numero de neutréfilos declina y los macréfagos
predominan (Li jie et al., 2007). Neutrofilos y macrofagos son reclutados por las
sustancias quimiotacticas liberadas por los mastocitos (histamina e
interleucinas) y por factores generados durante la coagulacion (fibrinbgeno y
fibrinopétidos). La infiltracion neutrofilica sélo dura un par de dias, pero la
existencia de contaminacién en la herida puede prolongar su presencia e
interferir en la reparacion (Li jie et al., 2007). Dentro de las primeras horas
también los linfocitos T se infiltran en la epidermis y se adhieren a los
queratinocitos, activandose ambos para generar citocinas pro-inflamatorias. IL-
1, IL-6, TNF-a y GM-CSF son producidos por los queratinocitos, e IL-2, IL-3 e
IL-4 por los linfocitos T (Atif et al., 1999).

Estudios recientes in vitro han demostrado que los neutréfilos aislados del sitio
de reparacidon pueden, modular el fenotipo y el perfil de expresidén de citocinas
por parte de macrofagos, llegando a regular la respuesta inmune innata durante
la reparacion (Emig et al., 2007). Por otro lado, es importante tener en cuenta
que aun no se ha definido claramente el papel de los neutréfilos en la
reparacion, ya que en un estudio realizado con ratones neutropénicos se
encontr6 que estos ratones pasan por un proceso mas rapido de
reepitelizacion, no se observaron efectos sobre la resistencia y fuerza del
colagena, y no hubo influencia sobre el numero de macrofagos en el sitio de
lesién; finalmente, en ratones diabéticos la afectacion tipica en el proceso de
reparacion se vio disminuida en ratones con deplecidon neutrofilica, hallazgos
que de hecho sugieren que los neutréfilos retardan la reepitelizaciéon (Dovi,
2003). De igual manera, se ha reportado que la presencia de neutrofilos no es
esencial para la colonizacion de fibroblastos y angiogénesis para la posterior
formacion del tejido de granulacion, dejandole unicamente un papel de
importancia en la remocién de glébulos en el area afectada (Christian et at.,
2005).
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En otro estudio realizado por Delvalajara et al (2000), en el cual utilizaron
ratones deficientes del receptor de quimiocina CXC-2 (CXCR-2), se observo
que los ratones exhibian una resolucién de la herida retardada, que in vivo
parece estar relacionada con un pobre reclutamiento de neutréfilos durante la
fase aguda de la fase de inflamacion; también se ha encontrado que los
neutréfilos pueden regular la expresién de genes (aumentando la de los genes
anti-apoptéticos y disminuyendo la de los apoptoticos), destruyen las
formaciones de fibrina, degradan la MEC, y promueven la migracién de
poblaciones celulares importantes al sitio de lesion, como queratinocitos y
fibroblastos (Theilgaard-Monch et al.,, 2004). Lo que esta claro es que los
neutrofilos son una de las principales fuentes de citocinas pro-inflamatorias,
tales comolL-1q, IL-1B, IL-6 y TNF-a (Mahdavian et al.,2011).

Se ha reportado que las células NK actuan mayoritariamente en la fase
temprana de la reparacién. Estas células aparecen en grandes cantidades a las
24 horas post-agresion y alcanzan su pico para el dia 3; posteriormente su
numero decae a niveles indetectables, lo que es seguido por el periodo de
predominancia neutrofilica. Su funciéon esta relacionada con la defensa de

microorganismos patogenos (Atif et al., 1999).

Para el caso de los macrofagos, son atraidos por las mismas sustancias que
atraen a las neutrofilos, pero su reclutamiento continua, mediado por
sustancias quimiotacticas especificas para monocitos. Los macréfagos son
considerados las células regulatorias mas importantes en la reaccion
inflamatoria; fagocitan, digieren, eliminan patogenos, limpian desechos
tisulares, destruyen cualquier neutréfilo remanente, y liberan factores
quimiotacticos que atraen a los fibroblastos. Los macrofagos pueden ser
considerados como verdaderas fabricas de produccion de factores de
crecimiento, tales como PDGF, FGF, VEGF y TGF (Li jie et al., 2007) (Cuadro
2).

Mecanismos de resolucion inflamatoria. La reparacion exitosa después del
dafio tisular requiere de la resolucion de la respuesta inflamatoria, esto se

lograrda mediante mecanismos que pueden incluir: disminucion de la expresion
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de quimiotacticos mediante citocinas anti-inflamatorias como la IL-10 o el TGF-
B, o bien, mediante el aumento en la sintesis de moléculas anti-inflamatorias
como el antagonista de los receptores a IL-1 o receptores solubles del TNF
(Emig et al., 2007).

En el 2002 se identificé que el Nrf-2, un factor de transcripcion activado por el
factor de crecimiento de queratinocitos 1, regula la respuesta inflamatoria
durante la reparacion; se pudo observar que en ratones carentes de este factor,
la reparacion de las heridas se caracterizd por una respuesta inflamatoria
prolongada. De igual forma se ha estudiado la influencia de las hormonas
reproductivas sobre este proceso, area en la que se ha demostrado que la
reduccion de los niveles de estrogenos trae como consecuencia inflamacion y

cicatrizacion excesiva (Emig et al.,2007).

Cuadro 2: Fase inflamatoria de la reparacién: asociacion con tiempo, cambios
visibles y constituyentes microscépicos (Baum, 2005)

Componentes de

Tiempo aprox. Proceso Cambios visibles asociados Células la MEC Reguladores clave
Epinefrina
Células
0a 15 min Hemostasia Palidez Prostaglandinas
endoteliales
Tromboxanos
Formacion de coagulo Plaquetas Fibrina Trombina
Células
endoteliales Fibronectina
Células Sistema nervios
15 min a 6° dia Inflamacion Rubor, calor, tumor y dolor . . L
endoteliales Matiz provisional a simpatico
base de fibrina Histamina Cininas
Mastocitos Leucotrienos
Neutroéfilos Trombina
Macroéfagos Complemento
Linfocitos T PDGF
IL-8
GRO-2a/ CXCL-1
TGF-B
IL-1a
IL-1B
IL-6
TNF-a
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Fase de proliferacion

En esta fase la actividad celular predomina. Es aqui cuando se construye la
barrera permeable (re-epitelizacion), se establece una apropiada irrigacion

sanguinea (angiogénesis) y se refuerza el tejido dérmico dafiado (fibroplasia).

Reepitelizacion. Es un proceso de restauracion de una epidermis intacta
después de una lesion. Generalmente involucra muchos fendmenos, incluida la
migracion de queratinocitos epidermicos adyacentes a la herida, la proliferacion
de queratinocitos con el fin de abastecer a la nueva capa creciente, la
diferenciacion de neoepitelio a epidermis estratificada, y la restauracion de una
zona con membrana basal intacta que conectara la epidermis y la dermis
subyacente. El TGF-1 es considerado uno de los ligandos mas importantes en
la migracidén de células epiteliales durante la re-epitelizacion, ya que estimula la
produccion de subunidades de integrinas que a su vez promueven la migracion
de queratinocitos a la MEC provisional. Otros factores de crecimiento
importantes para este fendmeno son el EGF, TGF-a, KGF y el EGF unido a
heparina HB-EGF (Mahdavian et al., 2011).

Recientemente, el reconocimiento de nuevas funciones por parte de los
microRNA’s (miRs) en queratinocitos y células endoteliales ha ampliado la
complejidad de este fase, ya que se ha demostrado que en ratones deficientes
de miR-155 ocurre una mejora del cierre de la herida cuando son comparadas
con el tipo silvestre. Con una menor cantidad de area de tejido de granulacion,
sorprendentemente la aceleracion del cierre de la herida estuvo asociada con
la presencia de un mayor numero de macrofagos en el sitio de lesion, y aun
mas importante, se hallé formacion de novo de foliculos pilosos en los bordes

de la lesion (Soligen et al., 2014).

Angiogénesis y formacion de tejido de granulacién. El tejido de granulacion

es un tipo especializado de tejido formado por la proliferacion de fibroblastos y
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células endoteliales formado durante las primeras 24 a 72 horas del proceso de
reparacion. Su tipica apariencia histolégica consiste en la presencia de
pequefios vasos de nueva formacion (angiogénesis) y proliferacion de
fibroblastos; debido a que los vasos tienen fugas, presenta edema. La cantidad
de tejido de granulacion depende del tamano del defecto tisular creado por la
herida y de la intensidad de la inflamacion. De 5 a 7 dias posteriores al dafio
tisular, el tejido de granulacion llena la zona afectada y la angiogénesis alcanza

su punto mas alto (Wong et al., 2007).

Proliferacion celular y depdsito de colagena (Fibroplasia). Los macréfagos
que sustituyen a los neutrofilos, son células con mayor capacidad de eliminar
restos celulares y cuerpos extrafios e inducir la angiogénesis y la remodelacion
de la MEC. Estos macréfagos son atraidos por quimiocinas, TNF, PDFG, TGF-
B y FGF y pueden mostrar distintos fenotipos funcionales, por lo que pueden
ser divididos en dos grupos: macrofagos M1 (activados por la via clasica) y M2
(activados por la via alterna). Existen diferentes estimulos para causar la
diferenciaciéon en estos dos fenotipos, siendo el principal para los M1 productos
bacterianos similares a lipopolisacaridos (LPS) y citocinas inflamatorias, como
el interferon. EI fenotipo M1 exhibe propiedades antimicrobianas por su
liberacion de mediadores de la inflamacion como TNF-a, 6xido nitrico e IL-6;
citocinas capaces de inducir serios dafios tisulares secundarios. Del lado
contrario estan los macrofagos activados por IL-4 e IL-13, diferenciandose en
los llamados alternamente activados (M2), que suprimen la reaccion
inflamatoria e inmune especifica, pero que a la vez se encargan de la remocién
de restos celulares, promueven la angiogénesis y la remodelacion del tejido. Es
asi como se presenta en la fase temprana, mayoritariamente (85%) el fenotipo
M1 dentro de la poblacibn de macrofagos, que posteriormente tras fagocitar
células apoptéticas, pueden revertir al fenotipo M2, contribuyendo a la

resolucion de la inflamacion en esta etapa (Mahdavian et al., 2011).

En esta fase, ya se reconocen fibras de colagena en los margenes de la
incisidon. A las 24-48 horas, brotes de células epiteliales se desplazan desde el

margen de la herida y depositan componentes de la membrana basal mientras
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avanzan. Se fusionan en la linea media por debajo de la costra superficial,
produciendo una capa de epitelio delgado que cierra la herida. Este proceso es
mucho mas lento en cicatrices por segunda intencién, debido a que el espacio
a cubrir es mucho mas extenso. Los macrofagos estimulan la produccién de
KGF-7 (Factor de crecimiento de queratinocitos) e IL-16, que estimulan la
migracion y proliferacion de queratinocitos. Entre los 8 y 14 dias post incision
se ha reportado la mayor la cantidad de linfocitos T recultados, los cuales

pueden persistir en pequefas cantidades de 7 a 8 meses (Atif et al., 1999).

Mientras la epitelizacidon ocurre, aumenta la cantidad de fibrillas de colagena,
que empiezan a crear un puente entre los bordes de la incisiéon. La fibroplasia
describe un proceso de proliferacion de fibroblastos, la cual comienza
aproximadamente el dia 4 y una vez que han llegado al sitio donde se produjo
el dano tisular, gradualmente cambian a fenotipos pro-fibroticos, activando su
funcién principal que es la sintesis de proteina (Jie Lie et al., 2007). En un
comienzo se produce una matriz provisional, que comprende fibrina,
fibronectina plasmatica y colagena tipo lll, pero pronto es sustituida por una
matriz de colagena de tipo | y con la precencia TGF-B, factor que aumenta la
proliferacion y migracion de fibroblastos, aumenta la sintesis de colagena vy
disminuye su degradacién mediada por metaloproteinasas. La importancia de
los fibroblastos en el proceso de reparacion se ha visto en los ultimos afios al
ser incorporados en implantes sintéticos de piel, lo que ha resultado en una
reparacion tisular mas rapida con un mejor proceso de cicatrizacion y

excelentes resultados cosméticos (Wong et al., 2007).

Formacion de la cicatriz. Durante la segunda semana el infiltrado leucocitario,
edema y aumento de la vascularizacién desaparecen. Debido al aumento de la
cantidad de colagena dentro de la zona de la herida, comienza el
blanqueamiento de la cicatriz. Entonces, el tejido de granulacién ha quedado
reducido a una cicatriz palida, avascular, constituida por fibroblastos fusiformes,
colagena denso, fragmentos de tejido elastico y otros elementos de la MEC.
Los apéndices dérmicos destruidos en la herida no recuperan su forma, aunque

las ratas pueden desarrollar nuevos foliculos pilosos en las grandes heridas
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bajo la estimulacién del ligando Wnt, que se encarga de la estimulacion de las

células madre (Wang et al., 2015).

Contraccion de la herida. La contraccion de la herida comienza tan pronto
como es realizada y tiene su pico en la segunda semana. El grado de
contraccién de la herida puede variar segun la profundidad de la misma, para
heridas que abarcan todo el espesor de la piel, la contraccion es un parte
importante en la reparacién, llegando a reducir el tamafio de la herida hasta en
un 40% (Jie Lie et al., 2003). El proceso de contracciéon ayuda a cerrar la
herida, debido a que disminuye el espacio entre los extremos dérmicos y la
superficie de la lesion. Por tanto, es un rasgo mas importante en la cicatrizacion

por segunda intencion.

Los mediadores predominantes en este proceso contracti son los
miofibroblastos mediante la sefializacion ocasionada por el depoésito previo de
fibronectina y la exposicion de TGF-B1 (Serini et al., 1998); debido a su
capacidad de contraccion y relajacién, durante la formacion del tejido de
granulacion, los fibroblastos gradualmente se transforman en miofibroblastos
que se caracterizan por poseer microfilamentos de actina, similares a los vistos
en células musculares lisas (Li jie et al., 2007). Aunque se sabe que algunos
factores de crecimiento, tales como PDGF o FGF-2, y algunas citocinas como
el IFNy, parecen inhibir este fenotipo de fibroblasto al interferir con la sintesis
de actina (Desmouliere et al., 1994), efecto que al parecer comparte la
hormona de crecimiento (GH), debido a que en ratones que sobre-expresan la
GH se ha observado un menor numero de miofibroblastos en el sitio de lesién,
sumado a esto, los miofibroblastos presentes mostraron una menor cantidad de
fibras de actina, lo que di6 como resultado una ineficiente contraccion de la
herida (Thorey et al., 2004).

Comparado con los fibroblastos normales de la dermis, los miofibroblastos
sintetizan una mayor cantidad de los componentes de la MEC (Mahdavian et
al., 2011) (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Fase proliferativa del proceso de reparacion: asociacion con tiempos,
cambios visibles y constituyentes microscopicos (Baum, 2005)

Cambios visibles Moléculas | Componentes de Reguladores clave y
Tiempo aprox. Proceso asociados Células de adhesion la MEC enzimas
Integrinas
24 a 48 horas Desprendimiento | Reepitelizacion Queratinocitos p1 Provisional ECM | MMP/TIMP TGF-B
de costra Colageno FGF-2 NGF
Neoepidermis Fibronectina FGF-7 HGF
Vitronectina FGF-10 HB-EGF
Tenascina E GM-CSF IL-6
Oxido Nitrico Ceptina
Thtegrina
4°a7°dia Tejido de Angiogénesis Células a3 Provisional ECM | MMP/TIMP
Granulacion endoteliales Colageno VEGF
GAG FGF
Proteoglicanos Angiopoyetina
TGF-B
PDGF
3°a21°dia Deposicion de la red | Fibroblastos Integrinas EGF
de colageno TGF-1
FGF-2
Produccion de
Dia 2 a semanas factores Macréfagos CTGF
de crecimiento Cyr61
STP

Fase de remodelacion

La remodelacidon consiste en la deposicion de una matriz y sus subsecuentes
cambios con el tiempo. Esta ocurre a lo largo de todo el proceso de reparacion,
tan pronto como el tapdén de fibrina en la fase inflamatoria temprana es
remplazado por el tejido de granulacion, que es rico en colagena tipo Il y vasos
sanguineos, y que subsecuentemente es remplazado por colagena de tipo |

con mucho menos irrigacion (Jie Lie et al., 2007).

Una de las caracteristicas mas emblematicas de la fase de remodelacion es el
cambio de la composicion de la MEC. Durante la fase temprana de la
reparacion, el colagena tipo Ill es el que predominantemente sintetizan los
fibroblastos entre el dia 3 y 5 post-lesion, estimulados por el TGF-3, PDGF,
FGF-2 y el IGF-1, factores producidos fundamentalmente por macréfagos
(Mahdavian et al., 2011); durante el transcurso de un afio o mas, la dermis
gradualmente regresa a su fenotipo normal estable, consistiendo mayormente

en colagena de tipo | (Jie Lie et al., 2007).
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Remodelado del tejido conjuntivo. EI cambio de tejido de granulacién por
una cicatriz implica cambios en la composicion de la MEC. Existen dos

determinantes para este evento: la velocidad de sintesis y de degradacion.

La habilidad para degradar proteinas extracelulares es esencial para cualquier
célula, para que ésta pueda interactuar correctamente con el ambiente que la
rodea, para el desarrollo de una funcién apropiada (Mark et al., 2001). La
degradacion de la colagena se consigue por las metaloproteinasas de la matriz
(MMP), llamadas asi debido a que son sintetizadas como zimdgenos,
dependen de iones de metal para poder realizar su actividad catalitica; dentro
de este grupo de enzimas se incluyen a las colagenasas intersticiales (MMP-1,
2y 3), que rompen colagena fibrilar de los tipos I, Il y Ill; las gelatinasas (MMP-
2) que degradan la colagena vy fibronectina; estromelisinas (MMP-3, 10 y 11),

que actuan sobre diversos componentes de la MEC.

Como se mencion6 anteriormente, las MMP son sintetizadas como enzimas
inactivas o zymodgenos. Su latencia es mantenida por un grupo cisteina-
sulfhidrilo despareado, cerca del extremo C-terminal del dominio pro-peptidico.
Este grupo sulfhidrilo actua como un cuarto ligando para el sitio activo del ion
zinc, para cuya activacion es necesario que ocurra la sustitucion de la cisteina
por el zinc mediante una remocién proteolitica de dominio pro-petidico, o por
una perturbacion ectdpica de la interaccidn cisteina-zinc. Una vez desplazado,
el grupo thiol es remplazado por una molécula de agua, entonces puede atacar
a los enlaces peptidicos, sitios blanco de las MMP (Mark et al., 2001). Debido a
esto, también se ha sefalado que los requerimientos de zinc en el sitio de
lesién son altos durante el proceso de reparacion, fendbmeno observado por
(Lansdown et al 1999), en donde a partir del dia 5 hasta el dia 7 post-lesion las
concentraciones de zinc se incrementaban de manera importante,
sobrepasando los niveles previos a la lesion; de igual manera, se ha observado
que en ratas deficientes de zinc la re-epitelizacion se ve retardada, asi como la
fuerza tensil de la cicatriz resultante; de hecho una de las formas de inhibir a
las MMP es a través de la remocion del zinc mediante agentes quelantes
(Schwartz et al., 2005).
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Las MMP también pueden degradar factores de crecimiento y factores
angiogénicos, asi como sus receptores. Asimismo, se conoce que las MMP
juegan un papel esencial en la liberacion de factores de crecimiento y durante
el corte de proteinas de la MEC, que pueden activar a receptores de factores
de crecimiento, revelando que estas enzimas no unicamente se encargan de
degradar componentes de la MEC, si no que, en ultima instancia, incluso
pueden influenciar el comportamiento celular (Schultz et al., 2008), como lo ha
demostrado (McQuibban et al.,2002) al descubrir que las MMP son capaces de
regular la respuesta inflamatoria al procesar las moléculas quimiotacticas de
monocitos (MCP-3), y no sdélo eso, sino que los productos truncados de estas
moléculas muestran una actividad anti-inflamatoria, lo que puede significar su

papel vital en la regulacion de la respuesta inmune.

La secrecion de MMP es inducida por factores de crecimiento (PDGF, FGF),
citocinas y fagocitosis en los macroéfagos. Se sintetizan como precursores
(precolagenasas) y son activadas por sustancias quimicas como los radicales
libres. Tras su formacién, las colagenasas activas son inhibidas por moléculas
especificas de cada tejido llamadas inhibidores de las metaloproteinasas,
producidos en su mayoria por células mesenquimatosas, lo que impide la
accion descontrolada de esta proteasa. Es importante considerar que aunque
la secrecidén de proteasas es esencial para un buen proceso de reparacién de
las heridas, niveles cronicos elevados de ciertos tipos de proteasas pueden
conducir a la degradacion de la MEC, asociada con procesos de regeneracion

alterados.

Recuperacion de la fuerza tensil. Las colagenas fibrilares son de vital
importancia para la recuperaciéon de la fuerza en heridas posterior a la
cicatrizacion. Sin embargo, como se menciond anteriormente, su acumulacion
en el sitio de reparacion no solo depende de la velocidad de su sintesis, sino
también de la reduccion de su degradacion. La resistencia de la herida
aumenta con rapidez en las 4 semanas siguientes, y tras el tercer mes de
haber ocurrido la herida llega a un equilibrio, con recuperacion del 70 a 80% de

la fuerza tensil de la piel no lesionada.
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Cuadro 4. Fase de maduracién del proceso de reparacion: Asociacion con
tiempos, cambios visibles y constituyentes microscopicos (Baum et al., 2005)

Tiempo aprox. Proceso Cambios., visibles Células Componentes Reguladores
asociados de la MEC clave
4° a14° dia Contraccién Aproximacion Miofibroblasto Colagena PDGF
de los bordes TGF-B
NGF
3° semana Remodelacion Resistencia Fibroblasto Colagena MMP/TIMP
de la MEC aumetada (20% Proteoglicanos  TGF-B8
restaurada) Agua PDGF
6° semana Resistencia IL-6
aumentada (70% Cyr61
restaurada)
6° mes Resistencia

aumentada (80%

restaurada)

semanas a Regresion de Dureza reducida Macréfagos IL-10

meses la inflamacion Linfocitos T

semanas a Rubor y densidad Células TSP-1

meses capilar reducida endoteliales TSP-2
Angiostatina
Endostatina
Vasostatina

Indefinido Inhabilidad de Ausencia de

producir un anexos cutaneos

nicho apropiado
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1.11 Ipomoea pes-caprae (rifionina)

Descripcion de la planta

La llegada de los espafoles cambié radicalmente la medicina nativa y los usos
de las plantas medicinales. En diversos documentos de los primeros afios de la
colonizacion, se muestra que el conocimiento de la botanica proviene de los

indios prehispanicos de México (Aguilar, 2001).

En la actualidad existe un interés por las plantas medicinales en las diferentes
regiones del mundo, lo cual deriva de la preocupacién por regresar a los modos
de vida naturales debido a las limitaciones en la asistencia médica actual, lo
que provoca un deterioro de la calidad de vida, esta situacién lleva a un
incremento en la demanda de plantas medicinales en nuestro pais (Aguilar,
2001).

México es uno de los paises de América con mayor tradicion ancestral y
riqueza en el uso de la herbolaria medicinal, donde se registran poco mas de
3000 especies que se emplean en remedios naturales, a pesar de que se tiene
esta riqueza, son pocas las investigaciones en el uso y manejo de las plantas
medicinales, y por lo tanto, hay escasa informacion etnobotanica sobre el tema
(Gémez Alvarez et al., 2012).

Las plantas del género Ipomoea son ampliamente estudiadas para encontrar
nuevos principios activos, ya que contienen una gran cantidad de componentes
llamados metabolitos secundarios; a partir de estos compuestos, se modifican
quimicamente para generar nuevos medicamentos, con lo que se pretende que
sean mas especificos y se potencie su efecto principal, aumentando el tiempo
efectivo de accidon dentro del organismo y disminuyendo los efectos colaterales.
Los metabolitos secundarios son moléculas que la planta produce como
mecanismos de sefalizacion y defensa contra agresiones del ambiente (estrés
abidtico: cantidad de luz, agua, cambios extremos de temperatura, heridas), la
produccion depende del estado de desarrollo y del estado fisiolégico en que se

encuentre la planta (Pontones et al., 2009).
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La planta Ipomoea pes-caprae pertenece al reino Plante, Filo Traquedfitas,
Clase Magnoliopsida, Orden Solanales, Familia Convolvulaceae y Género
Ipomoea. Los nombres comunes que recibe esta planta son: vid ferrocarril, la
gloria de la playa en la mafana, rifionina, salsa-da-praia o batateira-da-praia y
bejuco de playa (CONABIO, 2013).

Distribucion

Ipomoea pes-caprae es una de las plantas de playa mas ampliamente
distribuidas en regiones tropicales y subtropicales del mundo. Se encuentra a lo
largo de las cadenas de playas costeras e islas tropicales de América del Norte
y del Sur, al este de Africa central, el oeste de Africa, India, Asia y Australia. En
el norte de América, Ipomoea pes-caprae se distribuye desde Florida hasta las
Bahamas pasando por las costas del golfo de México, pero se puede encontrar
en practicamente todas las playas de nuestro pais: Baja California Norte, Baja
California Sur, Campeche, Chiapas, Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacan,
Nayarit, Oaxaca, Quintana Roo, Sinaloa, Tabasco y Tamaulipas; esta planta se

considera nativa mexicana (Villasefior et al., 1998).

El area de distribucion se extiende desde aproximadamente 30° de latitud norte
y sur. La localizacién esta determinada directamente por el clima, ya que
Ipomoea pes-caprae no tolera condiciones heladas prolongadas, sin embargo,
soporta temperaturas mas alla de los 40°. Se cree que su dispersion fue por la
capacidad que tienen sus semillas de ser impermeables y de poder flotar en
agua salada, ademas, crece en los suelos salinos y arenosos de playas, y las
semillas no tienen latencia, pero la testa tiene que ser desgastada un poco en

la arena, porque sin esto no entra el agua y no puede germinar.
Usos

Se han descrito diferentes componentes de la planta Ipomoea pes-caprae
como: eugenol, 4-vinyguaiacol, actinidols, pB-damascenone, (E)-phytol, acido
betulibico, isoquercitrina, a y f- amirina y ésteres de acido quinico (Tao, Hao
et al. 2008). Sin embargo, la mayoria de los estudios realizados con esta planta

han sido elaborados con semillas, hojas y tallos en extractos o infusiones, y con
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resinas. Por ejemplo, las semillas de Ipomoea pes-caprae han sido utilizadas
como antipiréticas, antieméticas y laxantes . Algunas plantas de este género se
utilizan con frecuencia para el tratamiento de colicos. En la medicina tradicional
tailandesa y china, la planta Ipomoea pes-caprae se utiliza para tratar
diferentes tipos de inflamacion; una infusién de esta especie se utiliza via oral,
para curar la rubéola y prurito causado por el veneno de las medusas
(dermatitis por veneno de medusa) y se aplica externamente para tratar el dolor
y Ulceras. Las infusiones también se han utilizado para el tratamiento de
problemas renales, gastrointestinales, hipertension, Ilumbalgia, artritis,
reumatismo, diuresis, gota, gonorrea, hidropesia y fatiga (Pontones, 2009;
Khan et al., 1994; Bhat et al., 2005; Maria de Souza et al., 2000). En México,
esta planta es conocida como frifionina”, debido a que de acuerdo a la
medicina tradicional, los extractos de la planta Ipomoea regulan el calor del
rinbn afectado mejorando su funcion (Escobedo-Martinez et al., 2007). En
modelos animales, los extractos obtenidos de las hojas de Ipomoea pes-
caprae, han demostrado tener actividad antiinflamatoria, disminuyendo la
sintesis de prostaglandinas in vivo e inhibiendo la contraccion del musculo
(Pongprayoon et al., 1992). Se ha demostrado que los extractos de Ipomoea
tienen actividad antagonica para la histamina, neutralizan la actividad toxica del
veneno de medusas, tienen propiedades antinociceptivas y muestra efectos

inhibitorios en agregacion plaquetaria, asi como liberador de serotonina.

Algunas resinas y alcaloides de esta planta son utilizadas por los nativos de la
India como purgante y tonico. También se cree que tiene actividad
antienvejecimiento (Khan et al., 1994). En un estudio realizado en la India se
evaluo la actividad antifungica de Ipomoea pes-caprae utilizando el extracto
crudo de flores en diversos grupos de hongos productores de aflatoxinas:
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus; hongos fitopatdogenos: Fusarium
oxysporum 'y Helminthosporium oryzae, y hongos patdbgenos humanos:
Candida albicans y Microsporum audouinni. El| estudio tuvo resultados
favorables con el extracto etandlico de la flor Ipomoea pes-caprae pues se
observé un efecto inhibitorio significativo en la produccion de aflatoxinas
(Parasakthy et al., 1993).
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Ipomoea pes-caprae

Figura 1. Imagen de la planta /pomoea pes-caprae (Linn).
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Il. JUSTIFICACION

Las plantas medicinales han sido utilizadas por nuestros ancestros para curar
las heridas, agudas y/o crdnicas, que afectan a un gran numero de pacientes y
que reduce seriamente su calidad de vida. Se estima que existen cerca de 6
millones de pacientes en el mundo que padecen de heridas crénicas (Kumar,
2007). En los animales se presentan lesiones frecuentes en la piel, en algunos,
como los caballos, es necesario un adecuado manejo de las heridas para
minimizar el desarrollo del tejido fibroso, que en ocasiones incapacita o

compromete el trabajo futuro del animal (Bogado, 2005)

La terapéutica convencional consiste en farmacos tépicos de origen vegetal
(Menéndez, 2007), en el mercado existen diversas formulaciones como el
Madecassol, elaborado de la planta Centella asiatica (Shukla et al, 1999) el
cicatrizante Cicatrivet, usado en el campo veterinario, elaborado a partir de
Tonkinesis sp (bejui), Matricaria sp, Chamomilla (manzanilla), los cuales se han
usado en pruebas de laboratorio para probar su actividad sobre heridas de piel
en rata y no han mostrado resultados satisfactorios, asi como crema, pomada o
tintura de Calendula officinalis, utilizada por su actividad cicatrizante tanto en

humanos como en animales (Menéndez, 2007).

En la literatura cientifica reciente, podemos encontrar estudios hechos con
plantas medicinales sobre la actividad cicatrizante, ejemplos de ellos son
Verbascum mucronatum llamado vulgarmente gordolobo negro (Akdemir et al,
2010), Serpervivum tectorum conocido como siempreviva (Dominguez et al,
2001), Caryocar coriaceum llamada pequi o piqui (Liduina et al, 2010),
Flabellaria paniculata o cereza (Olugbuyro et al, 2010), Hipericum perforatum
(Pesin et al, 2010), Trichosanthes dioica, nombrada pimienta de jamaica
(Shivare et al, 2010). La informacion cientifica acerca de la actividad
cicatrizante de la planta Ipomea pes-caprae es nula, sin embargo, en la
herbolaria se describen sus efectos cicatrizantes, como es el caso de que

ayuda a sanar las lesiones producidos por las medusas (Pongprayoon, 1994).
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Motivo por el cual se decidié estudiar la actividad biolégica de esta planta
preparando extractos de hexano y diclorometano, probandolos sobre un

modelo de herida inducida.

Esto indica la importancia de los estudios fitoquimicos y farmacolégicos para el
aislamiento de nuevos productos naturales, con propiedades cicatrizante, mas

efectivos y que no produzcan efectos nocivos

Es importante continuar con la busqueda de plantas cuyos extractos tengan
efectos cicatrizantes potentes, para que en un futuro se puedan aislar los

principios activos de estas especies.
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Ill. HIPOTESIS

La aplicaciéon de extractos de hexano y diclorometano de Ipomea pes-caprae
en heridas inducidas en piel de rata, favorecera el proceso de cicatrizacién al
disminuir el tiempo de cierre de la herida, incrementar el proceso de
remodelacion tisular y aumentar la expresion de los factores EGFR y FGF, en

comparacion a un cicatrizante comercial.
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IV. OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar la actividad cicatrizante de los extractos de hexano y diclorometano de

Ipomea pes-caprae en heridas inducidas en la piel de ratas macho Wistar.
Objetivos particulares

1. Determinar el tiempo de cicatrizacion de las heridas inducidas en piel de
rata, mediante la medicibn macroscoépica de las heridas desde la induccion y

hasta un periodo de 12 dias.

2. Evaluar el proceso de cicatrizacion a nivel histolégico, mediante la
observacion de los cortes de piel tefidos con H&E y el analisis semi-
cuantitativo de la presencia de los tipos celulares durante el proceso de

reparacion tisular.
3. Determinar la expresion de los factores de crecimiento: factor de crecimiento

epidermal alfa (EGF- o) y factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-2),
mediante la técnica de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia.
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V. MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio farmacolédgico de cicatrizacion en ratas de la cepa Wistar
con extractos de la planta Ipomea pes-caprae, colectada en el estado de

Veracruz México, durante los meses de agosto y septiembre.

La planta fue procesada para obtener los diferentes extractos; para ello se seco
a la sombra, se cortaron las hojas y los tallos para introducirlos al molino del
laboratorio de bromatologia de la UAM-X, cuando se termind de moler se
guardo toda la molienda en bolsas de plastico para almacenarlo en un lugar

seco y fresco hasta su posterior uso para la extraccion.
Preparacion de los extractos

Se colocaron 35g de la planta seca previamente molida en un cartucho de
papel filtro cubierto con algodon en un soxlet, se agregd el disolvente
diclorometano o hexano, cada uno de los ellos se procesaron durante 8 h. por
3 dias, dejando secar el cartucho durante 24 h.; al cambiar de disolvente, éste
arrastrara los metabolitos de la planta disueltos en él y después de 24 h., se

retirara del soxlet.

Posteriormente, el disolvente se eliminé en un evaporador rotatorio a presion
reducida y el residuo se dejé enfriar para ser utilizado en las pruebas
farmacologicas. Esto se repitié con cada uno de los disolventes mencionados.
Los extractos representaron un rendimiento de 0.714 g para diclorometano y

2.5 g para hexano.

Los extractos de hexano y diclorometano se disolvieron en metanol vy
diclorometano, se les agregé PVP (Polyvinylpyrrolidone) y se colocaron en un
bafio Maria para eliminar el disolvente. El residuo se mezclé con solucion de

NaCl al 0.9 %, para obtener una concentracion de 10%.
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Pruebas experimentales

Para realizar las pruebas de cicatrizacién se utilizaron ratas de la cepa Wistar
producidas en la Unidad de Producciéon y Experimentacién de Animales de
Laboratorio- Bioterio (UPEAL-B), machos de 2 meses de edad, con un peso de
200 = 50g; se mantuvieron con iluminacién controlada, con periodos de luz-
oscuridad de 12:12 horas; temperatura de 25°C; humedad de 55%;

alimentacion y agua ad libitum.

Los animales se agruparon de la siguiente manera:

GRUPO TRATAMIENTO
| Control negativo (n=12) Solucidn fisiolégica 0.9% de NaCl
Il Control positivo (n=12) Madecassol 35mg
11l Experimental (n=12) Extracto de Hexano 0.02 ml
IV Experimental (n=12) Extracto de Diclorometano 0.02 ml

Los grupos se dividieron y a cada uno se les aplicaron diferentes soluciones
sobre la herida: Al grupo control positivo se le aplico 35 mg de Madecassol
sobre la herida con una espatula de plastico, al grupo control negativo se le
aplicé 0.2 ml de solucion salina (0.9%) con un gotero, a los grupos
experimentales se les aplico 0.2 ml de alguno de los 2 extractos de Ipomea

pes-caprae, con una concentracion al 10%.
Preparacion de los animales

Todas las ratas fueron anestesiadas con ketamina a una dosis de 75-95 mg/kg
y xilacina de 5 mg/Kg. Ambos medicamentos se aplicaron en forma
intramuscular, una vez anestesiados los animales, se rasur6 la region dorsal el
dia previo al inicio del experimento. El dia que se realiz6 la incision se
anestesiaron los animales, se realiz6 la asepsia y antisepsia de la regidén dorsal
con cloruro de Benzalconio al 1% para la desinfeccion del area quirurgica y

posteriormente se realizé una incision profunda que abarco desde la epidermis
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hasta el tejido subcutaneo de 1.5 cm de longitud con bisturi estéril del No. 22
(Vargas, 2009).

Una vez que los animales recibieron el tratamiento de acuerdo al grupo en que
fueron seleccionados, se colocaron en jaulas con hojas de papel absorbente
como sustrato, para que se recuperaran de la anestesia; posteriormente fueron
colocadas en sus jaulas individuales, con camas de viruta, hasta el final del

experimento.

Los extractos de diclorometano y hexano al 10%, el Madecassol y la solucién
fisiologica, se aplicaron diariamente a la misma hora hasta que se observé la
cicatrizacion completa en cualquiera de los grupos. La pauta para determinar
que la piel habia cicatrizado fue cuando se observé la herida sin costra y con
una tonalidad rosa palido, lo que nos indicé que se habia resuelto la herida
(Robbins, 2010).

Evaluaciéon macroscopica

La longitud de la herida se midié con una regla y se hizo para los cuatro
grupos, durante la duracién del experimento con una periodicidad de tres dias,

obteniendo las medidas en los dias 0, 3, 6, 9 y 12 del experimento.

A partir del dia 3 del experimento se realizé la eutanasia de 3 animales de cada
grupo con una sobredosis de anestesia, con el fin de recuperar muestras de

piel los dias 3, 6, 9 y 12 para su estudio histopatoldgico.
Evaluaciéon microscopica

Con la finalidad de determinar el efecto del extracto diclorometano, hexano y
solucién salina sobre la cicatrizacion de heridas inducidas en piel de rata, se
tomaron muestras cutaneas de las heridas quirurgicas; la piel se fijo en formol
buferado al 10% durante 24 a 48 horas, se trabajaron en el procesador
automatizado de tejidos para luego elaborar ser incluidos en parafina, a partir
de los cuales se realizaron cortes a 5um de espesor mediante el uso del
micrétomo. Los cortes histologicos se colocaron en laminas portaobjetos, se

desparafinaron en la estufa y se procedidé a realizar la coloracion con
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Hematoxilina & Eosina (Thomas, 1995). La evaluaciéon microscopica fue
realizada en los cuatro grupos en los dias 3, 6, 9, y 12 del experimento. En ésta
se evaluaron parametros como: hiperplasia epitelial, tejido de granulacién,
presencia de macrofagos, linfocitos, neutréfilos, fibroblastos, necrosis,
hemorragia y fibrosis. A dichos parametros se les asign6é una puntuacion de
acuerdo a su presencia en el tejido siendo (+) leve, (++) moderado, (+++)

abundante.
Inmunohistoquimica

Las pruebas se realizaron en el laboratorio de inmunohistoquimica del
Departamento Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
Con el fin de identificar factores de crecimiento en las heridas de las ratas, se
solicitaron cortes histolégicos de 5 ym de grosor montadas en laminillas
electrocargadas, los cuales fueron marcados con 2 diferentes anticuerpos,
EGFR (Factor de Crecimiento Epidermal; Bioworld Technology, Estados
Unidos, EGFR L1116 pAb) y FGF-2 (Factor de Crecimiento de Fibroblastos;

abcam discover more, Inglaterra, Anti-FGF-2).

Como controles, se usaron 2 laminillas (positiva y negativa) con secciones de
piel positivos a factor de crecimiento a la hora de aplicar el anticuerpo, al
control negativo se le sustituyo el anticuerpo primario por Tris, con el fin de que

no se marcara los sitios de union antigeno anticuerpo.

Se estandariz6 la técnica de inmunohistoquimica para cada uno de los

anticuerpos y se aplico la siguiente metodologia:

Las laminillas se dejaron en la estufa a una temperatura de 60°C por una hora
para desparafinarlas, para completar este procedimiento se sumergieron en
xilol, realizando 2 cambios de 10 minutos cada uno. Para la rehidratacion del
tejido, los porta-objetos se sumergieron en alcohol etilico a diferentes
concentraciones, absoluto, 96%, 80% y 70%, realizando 3 cambios de 3
minutos cada uno, por cada concentracibn de alcohol, y finalmente se
sumergieron en agua destilada realizando un cambio de 3 minutos a

temperatura ambiente.
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Inhibicién de la peroxidasa endégena

Para inhibir la actividad de peroxidasa enddgena, los érganos se trataron con
peréxido de hidrogeno y metanol absoluto, en una relacion 1:8, realizando 2
cambios de 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se hizo un

lavado con agua destilada durante 3 minutos.
Proteasa

Posteriormente se decant6 el agua destilada y se agregoé la proteasa (SIGMA
P-5147) al 0.1% para incubar en camara humeda durante 10 min, en estufa a

37°C. Se lavo con agua destilada y se hicieron 2 cambios de 5 min.
Se lavo con Tris, un cambio de 5 minutos.
Se decanto el Tris

Se bloquea la avidina endbégena y se incub6é en camara humeda durante 30
min en estufa a 37°C. Una vez que salié de la estufa se lavd con Tris y se hizo

un cambio de 5 min.
Se decanto el Tris

Se bloquea la biotina enddégena y se incub6 en la estufa durante 30 min a una

temperatura de 37°C. Se lavd con Tris y se hizo un cambio de 5 min.
Anticuerpo Primario

Se decant6 el Tris y se agreg6 el anticuerpo primario EGFR (L1116) pAb o Anti
FGF (Basic antibody ab8880) ambos de isotipos IgG a una dilucion en PBS de
1:300; se dejo incubando toda la noche en al refrigerador a una temperatura de

4°C. Se lavo con Tris con un cambio de 5 min.
Anticuerpo secundario

Se aplicé el anticuerpo secundario (anti-conejo, isotipo IgG, acoplado a biotina
®) y se incubd en camara humeda durante 20 min, en la estufa a 37°C. Se hizo

un lavado con Tris.
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Se agrego el conjugado de enzimas, se incub6 en camara humeda durante 20
min en la estufa a 37°C. Se hizo un lavado con Tris, y se hizo un cambio de 5

min.
Revelado

Se aplicarén dos gotas (20 pl/gota) de cromogeno (3-amino-9-etil carbazol ), vy
se observo la reaccidn del colorante al microscopio; se establecié un tiempo de
1 min con 10 segundos para el revelado. Se lavaron las laminillas con agua

destilada y se dejaron en un vaso de Coplin por 5 min.

Una vez terminado el tiempo se aplic6 hematoxilina como contraste durante 7
min, se lavd con agua destilada utilizando la pizeta y se sumergieron en Tris
durante 30 segundos, posteriormente se dejaron en agua destilada para

realizar el montaje con resina de agua.
Métodos estadisticos

La capacidad de cicatrizacion de los tratamientos se compar6 mediante
ANOVA de dos vias, seguida de la prueba de comparacion multiple de
Bonferroni. El modelo incluydé como factores principales el tiempo de evaluacion

y el tratamiento que recibié cada grupo.

Para comparar el efecto cicatrizante entre los distintos tratamientos se utiliz6 el
porcentaje de cierre de la herida; tomando como el valor maximo de la misma
(100%), aquella longitud registrada al momento de la induccién (dia 0). De esta
forma, se dividié entre dicho valor la longitud de la herida de cada dia posterior
y se obtuvo asi el porcentaje de cicatrizacion. A partir de los porcentajes de
cierre, se realizaron ajustes no lineales del cierre de la herida a través del
tiempo. Mediante dichos ajustes se obtuvieron parametros de la habilidad de
cicatrizacion, tal es el caso del valor TCsq (tiempo de cicatrizacion del 50% de la
herida) y el coeficiente de determinacién (R?), que es un indicativo de la

bondad de ajuste del modelo.

Finalmente, se realizd un analisis de sobrevida para conocer el tratamiento que

presentd la mayor cantidad de individuos experimentales que tuvieron una
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cicatrizacion > 80%. Para ello se compararon los dias 9 y 12, en los cuales se
presentaron los cambios significativos en la cicatrizacibn de acuerdo al

ANOVA, utilizando el estadistico Log-rank de Mantel-Cox para compararlas.

VI. RESULTADOS

Para evaluar la capacidad cicatrizante de los extractos diclorometano y hexano
de la planta Ipomoea pes-caprae, se indujeron heridas en piel de rata. Los
resultados comparativos indican de forma general que en todos los
tratamientos se desarroll6 una cicatrizacidon dependiente del tiempo, es decir;
que posterior al momento de induccién (dia 0), se observé un decremento en la
longitud de la herida (fig. 1). Sin embargo, la cicatrizacién presenté diferencias

de acuerdo al tratamiento empleado, que a continuaciéon se presentan.

A partir del momento de induccion, el grupo que recibié solucién salina
presentd un cambio significativo (p < 0.05) en la longitud de la herida hasta el
dia 6, seguido de un decremento significativo (p < 0.05) en el tamafio de la
herida hacia los dias 9 y 12; no obstante, no hubo diferencia entre estos dos
ultimos dias (p > 0.05), mostrando una longitud de 6.8 + 1.9 y 4.3 + 1.2 mm,
respectivamente. Por su parte, el grupo que recibié6 Madecassol presentd un
comportamiento similar al de solucion salina, caracterizado por un cambio
discreto en el cierre de la herida durante los primeros seis dias de evaluacion,

seguido de una reducciodn significativa al final del tratamiento.

Los extractos de Ipomoea presentaron resultados contrastantes en su habilidad
para cerrar la herida. Particularmente, el extracto diclorometano logré una
cicatrizacion mucho mas eficiente desde el dia 6 (p < 0.05), seguido de los
valores mas pequefos de herida a los dias 9y 12 (2.3 £+ 0.8 y 2.0 £ 0.5 mm,
respectivamente). La herida tratada con el extracto de hexano no cicatrizé de
forma tan exitosa; este hecho se manifestdé al comparar los tres primeros dias
de evaluacion, en los cuales no se observaron diferencias significativas con los
otros tratamientos (p > 0.05). Unicamente hasta llegar a los dias 9 y 12 se
observo una disminucion importante en la longitud de la herida, sin embargo,
los valores fueron similares (7.3 £ 0.7 y 4.6 £ 035 mm a los 9 y 12 dias,

respectivamente; p > 0.05) a los presentados en el grupo de solucion salina.
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Imagenes macro de la las ratas tratadas

Figura 2. Piel de la regién dorsal. Dia 0. Incision quirurgica sobre la linea media de
bordes no adosados.
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Figura 3. Piel de la regién dorsal. Dia 3. Incision quirurgica sobre la linea media de
bordes no adosados que esta totalmente cubierta por una formacion de material rojo,

sélido, seco (costra).
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Figura 4. Piel de la regién dorsal. Dia 6. Incision quirdrgica sobre la linea media de
bordes no adosados que esta totalmente cubierta por una formacion de material rojo,
sélido, seco (costra). La incisién de la rata tratada con diclorometano se observa
disminuida de tamafio en comparaciéon con el resto de los extractos y la solucion

salina.




Figura 5. Piel de la regién dorsal. Dia 9. Incision quirurgica sobre la linea media de
bordes parcialmente adosados. En los tratamientos de solucioén salina, madecassol y
hexano aun se aprecia escaso material rojo, sélido, seco (costra). La incisién de la rata
tratada con diclorometano se observa practicamente adosada.




Figura 6. Piel de la region dorsal. Dia 12. Incision quirurgica sobre la linea media de
bordes totalmente adosados. En los tratamientos de solucion salina, Madecassol y
hexano aun se aprecia una ligera cicatriz mientras que en la rata tratada con
diclorometano la incisiéon es apenas perceptible.
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Figura 7. Gréfica del promedio + EE de la longitud de la herida inducida sobre piel de
ratas macho, medida durante 12 dias de tratamiento. La capacidad de cicatrizacion de
los tratamientos se comparé mediante ANOVA de dos vias, seguida de la prueba de
comparaciéon multiple de Bonferroni. EI modelo incluyé como factores principales el
tiempo de evaluacion y el tratamiento que recibié cada grupo. No se considerd la
interaccion de factores debido a que dicha informacion se analizé con otro modelo®”®.
Para cada grupo en tratamiento, literales distintas entre los dias de evaluacién indican
diferencias significativas al nivel de p < 0.05.

Para comparar el efecto cicatrizante entre los distintos tratamientos se utiliz6 el
porcentaje de cierre de la herida, tomando como el valor maximo de la misma
(100%), la longitud registrada al momento de la induccion (dia 0). De esta
forma, se dividié entre dicho valor la longitud de la herida de cada dia posterior
y se obtuvo asi el porcentaje de cicatrizacion. A partir de los porcentajes de
cierre, se realizaron ajustes no lineales del cierre de la herida a través del
tiempo. Mediante dichos ajustes se obtuvieron parametros de la habilidad de
cicatrizacion, tal es el caso del valor TCsq (tiempo de cicatrizacion del 50% de la
herida) y el coeficiente de determinacion (R?) que es un indicativo de la bondad

de ajuste del modelo.

Los resultados del ajuste del porcentaje de cicatrizacién logrado en cada grupo
de tratamiento se presentan en la figura 8 (panel izquierdo). La forma de las

curvas ajustadas demuestra las diferencias entre el grupo que recibio el
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extracto diclorometano y los otros grupos. Es evidente el desplazamiento hacia
la izquierda en la curva de diclorometano, lo cual se reflejé en un tiempo menor
para lograr cerrar el 50% de la longitud inicial de la herida, ademas, en dicho
tratamiento se present6 la mayor reduccion porcentual de la herida al dia 12, el
cual correspondié al 12% del valor original. De forma contraria, los demas
grupos presentaron curvas similares, caracterizadas por un retraso en el cierre
de la mitad de la herida, con un porcentaje de entre 20-30% en la longitud final
de la herida, es decir; con una cicatrizacion deficiente. Para corroborar este
conjunto de observaciones se compard el parametro TCsp que resultd
significativamente distinto (p < 0.05) sélo para el grupo que recibi6 el extracto

diclorometano y que se ubico en un valor de 6.4 dias (fig. 8, panel derecho).
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Figura 8. Curvas de ajuste del efecto de cicatrizacion tiempo-dependiente. Se
presentan los porcentajes de cierre de heridas inducidas en piel de rata y tratadas con
los extractos diclorometano y hexano de Ipomoea, solucidén salina y Madecassol. El
tiempo se transformdé para ajustar curvas de tipo log (tiempo) Vs. cicatrizacion
normalizada. A partir de los ajustes se obtuvieron los parametros TCs, y R% Para
comparar la habilidad de cicatrizacién de los tratamientos se consideré el valor TCsg
que se compard estadisticamente mediante la prueba F de suma de cuadrados
extra®®. Entre los grupo en tratamiento, literales distintas indican diferencias
significativas al nivel de p < 0.05.
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Finalmente, se realizd un analisis de sobrevida para conocer el tratamiento que
presentd la mayor cantidad de individuos experimentales que tuvieron una
cicatrizacion > 80%. Para ello se compararon los dias 9 y 12, en los cuales se
presentaron los cambios significativos en la cicatrizacion de acuerdo a la
comparacion presentada en la figura 1. Los resultados se presentan en la figura
3 y sugieren que la capacidad de cicatrizacidon entre los tratamientos fue
significativamente (p < 0.05) diferente, lo anterior a juzgar por la diferencia en la
forma de las curvas y de acuerdo al estadistico de Mantel-Cox utilizado para

compararlas.
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Figura 9. Analisis de sobrevida del porcentaje de sujetos experimentales que
presentaron una cicatrizacion > 80% entre los dias 9 y 12. La forma de las curvas se
compar6é mediante el estadistico Log-rank de Mantel-Cox para mas de tres grupos.
Notar las diferencias en la forma de las curvas de cada tratamiento, asi como el
porcentaje final de animales que presentaron una cicatrizacion eficiente (> 80%)
durante la fase final de evaluacion (dias 9-12).

En resumen, tomando todos los resultados en conjunto, el extracto
diclorometano indujo la mayor capacidad de cicatrizacion en heridas inducidas

en piel de rata. Es por ello que a continuacion, unicamente se presentaran los
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resultados comparativos entre el grupo que recibi6 solucién salina y aquel que

recibié extracto diclorometano de Ipomoea.

Para determinar histolégicamente el efecto del extracto diclorometano de
Ipomoea y de la solucion salina sobre la cicatrizacion de heridas inducidas en
piel de rata, se utilizaron tinciones H&E de secciones de la piel tratada durante
los dias de experimentacion. Para iniciar, en la figura 10 se presenta una
imagen representativa de piel intacta de rata macho, la cual se tifié con H&E
para revelar las caracteristicas histologicas y determinar en los grupos tratados
los cambios inducidos sobre el proceso de remodelacion tisular. El inserto
muestra una imagen a mayor aumento. En la fotomicrografia se observan las
capas de la piel, desde la mas superficial (epidermis), hasta la mas profunda
(tejido subcutaneo); en la region central del corte se aprecia la dermis, region
donde se encuentran los anexos cutaneos, glandulas sebaceas y foliculos

pilosos.

—_—
200 pm

500 ym

Figura 10. Imagen representativa de un corte de piel intacta de rata macho. H&E.
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A continuacién se presentan las caracteristicas histopatolégicas de las heridas
inducidas en piel de rata. Para ello se muestran imagenes representativas en la
figura 5, para solucion salina (panel A) y diclorometano (panel B) por cada dia
evaluado. Los siguientes son los cambios que ocurrieron a lo largo del periodo
experimental, ademas de las caracteristicas de cicatrizaciéon que definieron a

los grupos comparados.
Evaluaciéon microscopica

En los animales tratados con solucién salina, a nivel histolégico se observé la
presencia de fibroblastos, edema, abundantes células inflamatorias (neutréfilos,
macroéfagos vy linfocitos), asi como capilares de nueva formacion. Las células
endoteliales de los vasos sanguineos eran prominentes, mientras que los
fibroblastos y fibras de colagena estaban orientados hacia la superficie de la

piel.

Con el extracto diclorometano, se observo la presencia de fibroblastos, edema
moderado, células inflamatorias (neutrofilos, macrofagos y linfocitos), vy
capilares de nueva formacién. Las células endoteliales de los vasos
sanguineos eran prominentes, los fibroblastos y fibras de colagena estaban
orientados a la superficie de la piel, ademas, se regeneraron las glandulas
accesorias en la dermis y el estrato corneo se aprecia bien organizado en la

epidermis.
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A Salina B Dicloro

Figura 11. Comparacion histolégica del efecto cicatrizante del extracto de
diclorometano de Ipomoea pes-caprae y solucion salina, sobre heridas inducidas en
piel de rata. La barra de escala representa 250 y. H&E.

Por ultimo, se realizaron pruebas de inmunohistoquimica contra el FGF (factor
de crecimiento de fibroblastos) y el EGFR (receptor al factor de crecimiento
epidermal) que son dos moléculas fundamentales durante la remodelacién
tisular. Lo anterior fue con el proposito de evaluar si en los grupos tratados se
presentaba la expresion de dichas moléculas, y si el patrédn de expresion
cambiaba a lo largo del proceso de cicatrizacion. De forma representativa, en la
Figura 6 se muestra la inmunohistoquimica contra FGF y EGFR en piel intacta
de rata. De esta forma fue posible evaluar en el tejido pre-tratado el patrén de
expresion de cada molécula, para posteriormente determinar si en los grupos

tratados se presentaban cambios.
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Figura 12. Inmunotinciones contra FGF foto del lado izquierdo y EGFR foto del lado
derecho en cortes de piel intacta de rata macho.

Los resultados obtenidos en las muestras provenientes de tejido tratado con
solucion salina y diclorometano no mostraron diferencias en el patrén e
intensidad de expresion de FGF y EGFR, por tal razébn no se incluyen

imagenes representativas de las inmunohistoquimicas realizadas.
VII. DISCUSION

El tratamiento de heridas tiene un enorme impacto en la economia sanitaria,
representando para muchos paises uno de los mayores gastos en los recursos
destinados a la salud (Wang, 2012). A pesar de los avances en la industria
farmacolégica, la disponibilidad de sustancias capaces de estimular los
procesos de reparacion siguen siendo limitadas (Csupor, 2010).

Diversos estudios han mostrado el efecto benéfico de ciertas plantas o sus
extractos en el proceso de reparaciéon de heridas cutaneas, sefialando que
compuestos derivados de plantas deben ser considerados como prospectos
para el tratamiento de heridas (Bhaskar et al., 2012, Mehmood, 2010; Mekonne
et al., 2013; Balekar et al., 2012). En el presente estudio se evaluaron

macroscopica y microscopicamente, heridas cutaneas tratadas con extractos
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de hexano y diclorometano de la planta Ipomea pes-caprae, utilizando como
control negativo solucién fisioldgica de NaCl al 0.9%, y como control positivo,

unglento con 35mg de Madecassol (Zelinha et al., 2010; Ipek et al., 2012).

Se ha reportado en algunos paises que Ipomea pes-caprae es usada en la
medicina tradicional como tratamiento para la neuralgia y artritis, asi como para
el tratamiento de colicos (Chistensen and Reese, 1983); de igual forma, se ha
encontrado que extractos de I. pes-caprae contrarrestan la actividad proteolitica
y hemolitica de ciertas toxinas de medusa, e inhiben contracciones entéricas en
cuyos inducidas por histidina, acetil-colina y bradicinina (Sampson, 2000). En el
presente trabajo se ha demostrado otro uso posible de esta planta en el
tratamiento de heridas cutaneas, ya que los extractos de diclorometano y
hexano mostraron tener efectos positivos en la reparacién de heridas cutaneas

inducidas en ratas.

En este estudio, en la evaluacion macroscopica se observaron diferencias
significativas entre los extractos de diclorometano y hexano, los cuales
mostraron reducir la longitud de la herida de manera mas marcada a partir de
los dias 6 y 9, respectivamente; en el caso del extracto de hexano, la diferencia
en la longitud de la herida no fue estadisticamente significativa sino hasta el
noveno dia del experimento. Este hallazgo demuestra una mayor eficacia del
extracto de diclorometano, lo cual puede deberse a que ambos extractos
difieren en las sustancias activas obtenidas con cada disolvente. La mayoria de
los reportes farmacolégicos de diversas plantas evaluan la capacidad de
extractos organicos solubles o acuosos por su habilidad en la reparacion de
heridas de ratas o ratones, lo cual representa que los constituyentes quimicos
pueden ser muy diversos entre los extractos, y por lo tanto, pueden tener
diferentes acciones sobre el microambiente de la herida (Kumar et al., 2007).
Esto se ha podido demostrar debido a que los compuestos polifendlicos de
plantas pueden tener un efecto inespecifico al actuar contra infecciones
bacterianas y estimular la proliferacién y diferenciacion de queratinocitos
(Werdin et al., 2009, Deters et al., 2001), mientras que los oligo y polisacaridos

estimulan la proliferacion de queratinocitos y fibroblastos (Brunold et al.,2004;
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Deters et al.,2008; Zippel et al., 2009), asi como la formacién de colageno y

componentes de la matriz extracelular (Deters et al., 2005).

Por otro lado, la evaluaciéon histopatoldgica confirmd una mejor reparacién de
las heridas tratadas con el extracto de diclorometano, debido al incremento en
la deposicion de colagena y fibroblastos en el tejido de granulacion. La
capacidad curativa de algunos extractos y compuestos ha sido atribuida al
aumento de la formacion de colagena y a la angiogénesis (Shukla et al., 1999).
La angiogénesis en el tejido de granulacion mejora la circulacion del sitio de la
herida, y por lo tanto, la oxigenacién y llegada de nutrientes esenciales para el
proceso de reparacion (Szabo et al., 1995). La estimulacion y proliferacion de
células epiteliales son importantes en este proceso; esto es evidente en el
estudio de Habibipour (2003), en el cual heridas tratadas con fenitoina
contenian una mayor cantidad de fibroblastos, colagena y neovascularizacién,
lo cual al final resultdé en un incremento de la fuerza tensil y aceleracién de la

reparacion de la herida.

Los resultados del extracto de diclorometano de /. pes-caprae muestran que al
dia 6 después de la lesidn, hay necrosis moderada, angigénesis y tejido de
granulaciéon abundante, en cuanto a los tipos celulares existen macréfagos,
fibroblasto y neutréfilos, sin embargo, no hay diferencias con los otros grupos;
al final de esta fase (dia 9) con dicho extracto no hay tejido de granulacion y se
observan abudantes vasos sanguineos, la reepitelizacion esta avanzada al
igual que el proceso de remodelacion, esto se correlaciona con el corte
histologico obtenido el dia 12, donde finalmente se llega a la remodelacion con

escaso tejido fibroso, lo cual no se observé en los demas grupos comparados.

Todo esto sugiere que la actividad cicatrizante se debe a la activaciéon de
fibroblastos, los cuales estan presentes en la etapa final de remodelacion para
convertirse en miofibroblastos y favorecer una mejor cicatriz (Spiekstra et al.,
2007).

La estimulacion de la proliferacién y diferenciacion de ciertas poblaciones

celulares importantes en el proceso de reparacion (macrofagos, fibroblastos,
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queratinocitos) es un proceso mediado de forma especifica por factores de
crecimiento, tales como HGF, KGF, TGF (Zippel et al., 2010). En nuestro
estudio no fue posible observar cambios en el factor de crecimiento FGF-2 ni
en el receptor para EGF (EGFR) en los animales tratados con el extracto de
diclorometano, deacurdo a la bibliografia también se sugiere que los foliculos
pilosos de la pies, son reservoros de celulas madre, que cuando hay una herida
en la piel se pueden diferenciar a celulas epiteliales, para resarsir el dano. Esto
nos indica que posiblemente los componentes del extracto no tengan efecto en
el aumento de secrecion del FGF-2, ni en el aumento de la expresion de los
EGFR en la superficie celular. Consideramos importante estudiar si existe
efecto de dicho extracto en la secrecion de ligandos de otros factores de
crecimiento, lo cual no fue posible debido a la poca disponibilidad de reactivos
para inmunohistoqgimica, que nos forzé a la utilizacidn de un anticuerpo para

receptor en vez de uno para su lingando (EGF).

El proceso de reparacion es promovido por diversos productos naturales;
productos de plantas que estan compuestos esencialmente de taninos,
saponinas, flavonoides, triterpenos, alcaloides y naftoquinonas, entre otras
biomoléculas (Sumitra et al., 2005). Estos agentes tienen actividad sobre una
0 mas fases de la reparacion, y estan involucradas en la desinfeccion de la
herida, ademas de promover un ambiente humedo que ayude al

establecimiento de un medio propicio para el proceso de reparacion natural.

En los extractos de Ipomoea pes-caprae se han encontrado compuestos como
E-fitol y damascenona (Pongprayoon et al., 1990 y 1992), que poseen
actividad antinflamatoria y analgésica a través de la inhibicion de la
prostaglandina E; lo cual nos hace pensar que dichos compuestos pueden
regular esta respuesta inespecifica del sistema inmune durante la fase
inflamatoria del proceso de reparacion (Bohlin et al., 1993). Por otro lado, se
observa una mejor remodelacién, probablemente por una mayor cantidad
colagena; ésto debido a que de esta planta se han aislado 8 ésteres de acido
quinico que inhiben la actividad de la colagenasa (Teramachi et al., 2005),

ademas de no tener actividad citotdxica. Es importante mencionar que los
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compuestos aislados por Pongprayoon (1992), presentan actividad
antiespasmadica, lo que ayudaria a la reparacion de la lesidén cutanea, debido a
que aumenta la permeabilidad vascular. En la literatura se ha reportado que
algunas plantas, como Flabellaria paniculata (Joseph et al., 2010), aceleran la
reparacion de heridas a través de su efecto antimicrobiano. Este podria ser el
caso, debido a que I. pes-caprae se ha usado en la medicina tradicional para
tratar la gonorrea (Khan et al.,, 1994), ademas, se han aislado oligosacaridos
que contienen xilosa y que presentan esta actividad contra Staphyloccocus

aureus (Escobedo-Martinez et al., 2010).

La via por la cual los dos extractos de Ipomea pes-caprae mejoran el proceso
de reparacion de heridas cutaneas no ha podido ser explicado en este estudio,
pues es necesario estudiar el mecanismo de accidon de estos extractos; aunque
es evidente que los compuestos apolares del extracto de dicloro juegan un
papel mas importante en el efecto terapéutico. Este fenbmeno fue compartido
por extractos etandlicos no polares de Centaurea sadleriana, los cuales
mostraron superioridad terapéutica en la reparacion de heridas sobre los
extractos polares de la misma planta (Csupor et al., 2010). De esta forma se
podria decir que las propiedades benéficas de Ipomoea pes-caprae durante la
reparacion pueden ser atribuibles a los metabolitos secundarios presentes en la
planta y en los extractos y un proceso mas rapido de reparacion puede estar en
funcién al efecto individual de ellos o bien, a su efecto en conjunto,

dependiendo de los compuestos extraidos por el disolvente.

Cabe mencionar que diversos estudios sefialan tres mecanismos generales por
los cuales diferentes extractos de plantas ejercen la actividad cicatrizante, que
son: actividad antibacteriana, efecto antioxidante y aumento de la migracion,
proliferacion y diferenciaciéon celular. En algunos casos, las plantas o sus
extractos presentan estas tres caracteristicas, siendo el caso de Bridelia
ferruiginea, cuyos extractos acuosos y etandlicos inhibieron el crecimiento
bacteriano y estimularon la proliferacion de fibroblastos in vitro, e igualmente
protegieron a estos ultimos de dafos por radicales libes (Adetutu et al., 2011).

De igual forma, la planta Morinda citrifolia conocida comunmente como noni,
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cuenta con propiedades antibacterianas, antioxidantes, analgésicas,
hemostaticas y astringentes; en ella se ha demostrado la presencia de
sustancias activas como saponinas, triterpenos, taninos, alcaloides, glucésidos
iridoides y flavonoides, responsables de dichos efectos en la reparaciéon de
heridas (Fehmeeda et al., 2014, Suwiti et al., 2010; Mills y Bone et al., 2000;
Rasal et al., 2008). Sin embargo, su actividad antioxidante no fue evidente en
un modelo in vivo en heridas de ratas, poniendo en duda dicho efecto sobre el

proceso de reparacion (Yuslianti et al., 2013).

Se ha reportado que los antioxidantes son importantes coadyuvantes en la
reparacion al proteger a los tejidos de dafio oxidativo (Martin, 1996). Ademas,
se ha demostrado que existe una correlacién entre extractos de plantas de uso
medicinal para el tratamiento de heridas (Phyllanthus muellerianus, Pycnanthus
angolensins y Combretum smeathmanni) con su capacidad para alterar la
fisiologia de fibroblastos y queratinocitos, y su capacidad antioxidante (Agyare
et al., 2009; Pattanaik et al., 2014).

En cuanto a la actividad antibacterial, se ha demostrado que diferentes
extractos de diferentes partes de las plantas (Agrimonia eupatoria, Arctium
minus y Potentilla reptans) usadas para el tratamiento de heridas en Reino
Unido, poseen dicha actividad, llegando a inhibir el crecimiento in vitro de
bacterias gram-positivas y algunas veces de gram-negativas (Watkins et al.,
2012). En estudios recientes se ha demostrado que consituyentes fitoquimicos
como los flavonoides (Tsuchiya et al., 1996) y terpenoides (Scortichini et al.,
1991) son conocidos por su capacidad para mejorar el proceso de reparacion,
principalmente mediante sus acciones astringentes y antimicrobianas, que
parecen ser responsables de la contraccion de la herida y del aumento en la
taza de re-epitelizaciéon (Jain, 2010). En un estudio realizado en el 2014 por
Fahmeeda et al (2014), se demostrd la presencia de alcaloides, terpenoides,
taninos, flavonoides y esteroiedes en un extracto a base de etanol de la planta
Aegle marmelos, el cual mostré poseer actividad antibacteriana contra
bacterias gram-positivas y gram negativas, y actividad antifungica contra

Aspergillus fumigatus y Candida sp (Fahmeeda et al., 2014).
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Sin embargo estudios realizados con extractos de etanol y hexano de las
plantas Brugmansia suaveolens, Eupatorium laevigatum, Galinsonga parviflora,
Iresine herbstii, Kalanchoa turbiflora, Petiveria alliacea, Pluchea sagittalis, Piper
regnellii, Schinus molle, Sedum dendroideum, Waltheria douradinha, Xanthium
cavanillesii; demostraron actividad antibacterial in vitro de moderada a nula
(Schmidt et al., 2009).

Ebelin, en el 2014, encontré6 que los triterpenos de la planta Betula alba,
aumentaron la migracion de queratinocitos in vitro, asi como la expresion de
estructuras de actina tales como, filopodias, lamelipodias y fibras de tensién,
las cuales contribuyen a la migracion celular. Sin embargo, no econtré ningun

aumento en la proliferacion de queratinocitos (Ebelin et al., 2014).

En resumen, podemos concluir que, sea cual sea la planta, su actividad sobre
el proceso de reparacidon recae en sus componentes fitoquimicos. Estos
componentes han sido estudiados y discutidos en gran numero de trabajos,

siendo los principales los taninos, las saponias y los flavonoides.

Se ha encontrado que los taninos son benéficos en el tratamiento de la
dermatitis al coagular proteinas de superficie, reduciendo asi la permeabilidad y
secrecion, al formar una capa protectora y debido a su propiedades
antimicrobiales (Bedi et al., 2002). Vermonia scorpioides, Terminalia arjuna y
Hibiscus rosa sinesis tienen actividad pro-reparativas debido a la presencia de
taninos, con un efecto sobre la regeneracion y organizacién de los tejidos
(Bashkar et al, 2012; Leite et al., 2002; Chaudhari et al, 2006). Los
polisacaridos de Opuntiaficus indica también demostraron facilitar el cierre de
heridas cutaneas (Trombetta, 2006). Ademas, también se sabe que las
saponinas promueven el proceso de reparacidon debido a su actividad
antioxidante y antimicrobial (Mukherjee, 2002). Finalmente, los flavonoides
detectados en plantas medicinales evitan la lipoperoxidacion, por lo tanto,
incrementan la viabilidad de las fibras de colagena facilitando la vascularidad y
resistencia de las mismas, ademas de proteger la sintesis de DNA y disminuir
la necrosis (Getie et al., 2002; Shetty et al., 2008).
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VIIl. CONCLUSIONES

El extracto de dicloromentano acelerd la cicatrizaciéon, lo cual marca la pauta
para utilizar otras concentraciones con el fin de evaluar si hay una mejora en la

cicatrizacion.

La planta Ipomoea pes-caprae demostré actividad cicatrizante al tener una

mejor remodelacién de la herida, en un tiempo menor que los controles.

Es necesario realizar estudios de purificacion del extracto para aislar los

componentes fitoquimicos presentes, responsables de la actividad cicatrizante.
IX. PERSPECTIVAS

Para futuras investigaciones sobre esta planta, sera necesario realizar pruebas
complamentarias, para saber como es que acelera la cicatrizacion, cual es el
ingradiente activo que ayuda al proceso de cicatrizacion y estudiar en que parte

de la planta se encuentra presente el ingrediente activo.
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