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1.-Resumen

Tradicionalmente las plantas se han utilizado por sus efectos benéficos para la
salud, tales como incrementar la velocidad de regeneracién de tejido, efecto
antimicrobiano e hipoglucemiante. Las cactaceas en México representan un
endemismo aproximado del 70% en América. Se han realizado estudios en el
género Coryphantha que demuestran que contiene alcaloides que ayudan a la

cicatrizacion por tener funciones vasoactivas y antimicrobianas.

Con base en esto se generd un extracto etandlico de Coryphantha pycnacantha
para posteriormente someterlo a pruebas experimentales en ratones de la especie
Mus musculus cepa CD1, formandoles lesiones cutaneas circulares en la region
dorsal escapular para aplicarles una pomada al 2% de extracto de C.
pycnacantha. Se compard su efecto con los grupos control positivo y negativo
durante 15 dias, en el ultimo dia se midié la cantidad de hidroxiprolina en el tejido
cicatrizado para evaluar la velocidad y la calidad de la cicatrizacion. El efecto
antimicrobiano sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coliy Candida albicans
se evalué6 con el método de micropozos en agar, con tres diferentes
concentraciones del extracto de C. pycnacantha utilizando Ciprofloxacino y
Terbinafina como control positivo, se midid la inhibicion de crecimiento
microbiano a las 24 y 48 horas. Por ultimo el efecto hipoglucemiante se evalué en
ratones Mus musculus cepa CD1 donde se les administro una dosis diaria durante
15 dias de acuerdo al peso del ratdén para observar algun efecto toxico y en el dia

15 se midieron las glucosas de todos los grupos los cuales son inducidos a la
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hiperglucemia para cuantificar a cada hora el descenso de los niveles de glucosa

en sangre y comparar entre grupos control y experimentales.

El extracto de C. pycnacantha mostré mayor actividad regenerativa que el control
positivo, no mostro actividad antimicrobiana y mostro actividad hipoglucemiante

solo a una concentracion.

2.-Introduccion

El uso tradicional de las plantas medicinales tiene gran relevancia debido a los
efectos benéficos que éstas presentan como actividad contra infecciones vy
enfermedades inmunolégicas. Los extractos de las plantas medicinales pueden
aumentar la cicatrizaciéon de heridas por el incremento de la tasa de division
celular del tejido conectivo, estimulacion del crecimiento celular del endotelio y de
los fibroblastos, por ciertos efectos sobre la microcirculacion, o ejerciendo su
accién por via antibacterial para prevenir infecciones en la piel y poder aumentar

su efecto cicatrizante (Carrasco, 2012).

Estudios realizados en Opuntia ficus indica, demuestran que los extractos de su
fruto, tallo y raiz, aumentan el nivel de cicatrizacion en ratas Wistar hasta en un
30% mas rapido que con cremas de uso comercial para extractos etandlicos y
metandlicos, mientras que extractos acuosos tan solo demostraban un indice de

10% con respecto a la crema comercial (Terence et al., 1977).

Existe una gran variedad de estudios de plantas, dentro de la familia de las
cactaceas se encuentran Opuntia streptacanthia, O. megacantha, O. fuliginosa, O.

lindheimeri y Stenocereus sp las cuales cuentan con actividad hipoglucemiante
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por su alto contenido de fibra ademas de contener un amplio numero de alcaloides
a la cual se le han atribuido muchos de los efectos fisioldégicos que se obtienen al
consumir estos productos (Park y Lee, 2013; Latha et al., 2014). Ademas se tienen
reportes de actividad antibacteriana de extractos metandlicos de especies del
género Stenocereus, sobre el cultivo de Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
aerogenes, Salmonella typhi y Listeria monocytogenes; del extracto metandlico de
Lophocereus schottii, sobre el cultivo de Salmonella typhi, Enterobacter
aerogenesy Listeria monocytogenes. Y también hay estudios de la actividad
antifungica del extracto metandlico de Stenocereus pruinosus, sobre el crecimiento
de Trichophyton tonsurans, Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis,

Microsporum gypseum y Microsporum cookei (Rodriguez et al. 2010).

En el género Coryphantha, se ha encontrado uno de los alcaloides en grandes
cantidades (Batis y Rojas, 2002) la hordenina ha probado que tienes una accién
inhibitoria contra un espectro amplio de bacterias resistentes a la penicilina (Batis
y Rojas, 2002). Ademas de tener gran importancia ya que es endémica de la
Republica Mexicana, se distribuye en los estados de Querétaro, Hidalgo, Estado
de México, Distrito Federal (Arias et al, 1997 y Scheinvar, 2004) y por su uso como

planta comestible (Secretaria del Convenio sobre la Diversidad Biologica, 2004).

La piel es un érgano complejo cuya funcién principal es formar una barrera que
protege al organismo de su entorno y al mismo tiempo permite la interaccidén con

él, desempefa una gran cantidad de funciones que incluyen:
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® Conservacion de la integridad del cuerpo

® Proteccion frente a agresiones externas

® Regulacion de la temperatura

® Absorcion y excrecion de sustancias

® Absorcion de radiacién ultravioleta

® Produccion de vitamina D

® Deteccion de estimulos sensoriales

® Barrera de proteccidn contra microorganismos

® Reparacién de heridas y cicatrizacion

Estas diversas funciones estan mediadas por una o varias de las capas que

conforman la piel: la epidermis, dermis y el tejido subcutaneo (Luchas, 2008).

El colageno es una proteina fibrosa que se encuentra en todos los tejidos y
organos a los que proporciona forma y resistencia estructural, en cada uno de
estos tejidos tiene una estructura caracteristica acorde a la funcion que
desempenfa; en la piel forma parte de la matriz extracelular del tejido conjuntivo,

siendo el componente principal de la dermis (Garrido,2016).

Cada molécula de colageno esta formada por tres cadenas polipeptidicas
entrelazadas llamadas cadenas a que se enroscan entre si para formar una triple
hélice dextrogira. El tamafo de las cadenas polipeptidicas varia entre 600 y 3000
aminoacidos; el colageno de la piel es rico en glicina (33% de los aminoacidos),
prolina (13 %) y en los aminoacidos derivados 4-hidroxiprolina (9%) y 5-

hidroxilisina (0.6%), sin la hidroxilacion de la prolina y la lisina no pueden formarse
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los enlaces de hidrégeno indispensables para alcanzar la estructura definitiva del

colageno (Ross, 2008).

Hasta ahora se han identificado hasta 27 tipos de colageno teniendo en cuenta
las combinaciones de cadena a que contienen, el colageno tipo | es el mas
abundante y esta formado por dos cadenas a1(l) y una cadena a2(ll) por lo que su
férmula molecular [al(I)] ,a2(I), se encuentra en huesos, piel, tendones, tejido
cicatrizado, pared intestinal y uterina, cartilago, cornea etc. El colageno tipo Il esta
compuesto por tres cadenas a idénticas [al(Il)]; y esta presente en los cartilagos
y el colageno tipo Il [al(Ill)]; se encuentra en los vasos sanguineos, piel,

cicatrices y pared intestina y uterina (Devlin, 2004).

Una herida es definida como el dafio o ruptura de la estructura anatémica y la
pérdida de sus funciones normales, esto puede ser desde una simple ruptura de la
estructura epitelial de la piel o ser mas profundo, extendiéndose hacia el tejido
subcutaneo con dafo en otras estructuras como tendones, musculos, vasos,

nervios, drganos parenquimatosos e incluso huesos (Velnar, 2009).

Las heridas se clasifican:

Heridas agudas: Son de corta evolucion y se caracterizan por una curacion
completa dentro de 6 a 12 semanas, el proceso ocurre con pocas complicaciones
o ninguna y el resultado es una herida bien sanada; por lo general estan causadas

por un agente externo traumatico.
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Heridas crénicas: Se definen como las heridas en las que no se ha logrado llevar
a cabo un proceso de cicatrizacién ordenado, la mayoria de las heridas que no
han cicatrizado en 3 meses se consideran cronicas. El mecanismo mas usual es la
desregulacion de una de las fases del proceso de cicatrizacion, esto ocurre con
mayor frecuencia en la fase inflamatoria; otros mecanismos importantes en el
desarrollo de las heridas cronicas son la hipoxia en el tejido lesionado y errores de
reepitelializacién debidos a traumas o desecacion que puede resultar en una

herida con menor espesor y fuerza mecanica.

La resistencia a los antibiéticos esta llegando a niveles alarmantes, segun la OMS
esta es una de las amenazas mas apremiantes a la salud publica en el mundo
actual, considerandolo un problema critico con severo impacto econdémico y social
que pone en riesgo los adelantos de la medicina moderna, siendo Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Candida albicans los patdégenos humanos mas
importantes, que se encuentran involucrados en una diversidad de infecciones e
intoxicaciones, resistente a los derivados de la penicilina y causantes de
infecciones dermatolégicas (Tamariz, et al. 2014, Musmeci y Lezcano, 2013;

Alvarado et al., 2014; Campoverde y Pomaquiza, 2014; Albuquerque et al., 2014).

La diabetes mellitus (DM) es una de las enfermedades cronicas no transmisibles
mas comunes y graves. Es un problema de salud publica que afecta a todas las
sociedades, sin importar su estado de desarrollo (Marroquin et al., 2005;
Hernandez, et al., 2008; Garcia et al., 2009; Rehman et al., 2011; Park y Lee,
2013; Sharma et al., 2013; Arif et al., 2014; Kumar et al., 2014; Latha et al., 2014),
La diabetes es definida como un trastorno del metabolismo de hidratos de
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carbono, proteinas y grasa, en el que los azucares en del cuerpo no se oxidan
para producir energia sin variar el grado de resistencia a la insulina. Se caracteriza
por el aumento de los niveles de glucosa en la sangre, que resulta de la ausencia
o inadecuada actividad de la insulina pancreatica o se vuelve progresivamente

resistente a su accion. (Rehman et al., 2011; Park y Lee, 2013; Latha et al., 2014).

La DM se encuentra asociada al desarrollo de complicaciones irreversibles e
invalidantes que pueden ser agudas y a largo plazo y aun peor mortales con
notable afectacién de la calidad de vida, si el tratamiento es inadecuado (Garcia et

al., 2009; Sharma et al., 2013).

Existen tres tipos principales de diabetes mellitus: Diabetes tipo 1: También
llamada diabetes mellitus insulinodependiente (DMID) o diabetes juvenil- sobre la
diabetes establecida (Kumar et al., 2014). Representa un trastorno heterogéneo y
poligénico, caracterizado por el fracaso para producir insulina debido a la
destruccion autoinmune de células B del pancreas (Rehman et al, 2011; Arif et al.,
2014). Diabetes tipo 2: También conocida como diabetes mellitus no
insulinodependiente (DMNID) o diabetes del adulto, en donde el organismo no
produce suficiente insulina o no la usa adecuadamente, es la forma mas comun de
esta enfermedad en un porcentaje que va del 90 al 95% de los casos. Actualmente
esta variante esta cerca de alcanzar proporciones epidémicas como resultado de
un aumento en el numero de personas ancianas y de una gran prevalencia de
obesidad y sedentarismo de la poblacion (Garcia et al., 2009, Kumar et al., 2014),
(Arif et al., 2014). Diabetes gestional: Las personas con diabetes tienen 2-4 veces
mas probabilidades de tener enfermedad coronaria y accidente cerebrovascular
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que las personas sin diabetes. Ademas, la diabetes mal controlada pueden
complicar el embarazo, los defectos de nacimiento son mas comunes en los bebés

nacidos de mujeres con diabetes (Kumar et al., 2014).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) se estima que existen mas de
347 millones de personas con diabetes en el mundo y que podria aumentar a
366.000.000 o mas para el afio 2030; alrededor de dos terceras partes de estos
pacientes viven en paises en vias de desarrollo (Marroquin et al., 2005; Sharma et
al.,, 2013; Arif et al., 2014; Latha et al., 2014). Existe una amplia variedad de
medicamentos farmacoldgicos que estan siendo utilizados para el tratamiento de
la diabetes (hipoglucemiantes orales -sulfonilureas y biguanidas- y/o insulina). Sin
embargo, en la actualidad los farmacos hipoglucemiantes pueden tener efectos
secundarios, incluyendo la obesidad, hipoglucemia severa, hiperandrogenemia,
acidosis lactica, la lesién celular hepatica idiosincrasica, déficit neuroldgico
permanente molestias digestivas, dolor de cabeza, mareos al tiempo que reduce
la glucosa en sangre o incluso pueden provocar la muerte (Garcia et al, 2009;
Sharma et al, 2013; Arif et al, 2014; Latha et al, 2014). En México muchas
personas han utilizado por afos un sin niumero de plantas y formulas poli-
herbales, en la actualidad han sido estudiados como apoyo en el tratamiento del
control de la diabetes Allium sativum, Allium cepa, Aloe barbadenesis, Aloe vera,
Galega officinalis, Gymnema slyvestre, Momordica charantia, Pterocarpus
marsupio, Panax quinquefolius, Trigonella foenum graecum, Silybum marianum,

Syzigium cumini, Vaccinium Mytillus, considerados menos tdxicos, de bajo costo y

Pagina
12



libre de efectos secundarios (Marroquin et al, 2005; Hernandez et al, 2008;

Rehman et al, 2011; Park y Lee, 2013; Latha et al, 2014).

En el género Coryphantha, existen alcaloides que han sido estudiados
extensivamente (Ranieri y Lloydia, 1976; Howe et al, 1977; Yeary y Keller 1980;
Meyer et al, 1983; Batis y Rojas, 2002; Bravo et al, 2006; Keely et al, 2006;
Keller et al, 2006;Sato et al, 2006), la mayoria de ellos con funcién farmacéutica
anti-depresiva, como suplemento alimenticio o psicoactivo, los indigenas usan la
planta para limpiarse la piel y como agente antibacteriano, para prevenir la

infeccion y promover la curacion.

3.-Marco teodrico

3.1.-Plantas medicinales de México

Todas las culturas han adquirido un conocimiento de las plantas o de los 6rganos
vegetales utilizados en medicina tradicional. Los mas antiguos documentos
escritos, tienen aproximadamente 6000 afios de antigliedad, incluyendo
descripciones de las plantas utilizadas en esa época. En un principio este
conocimiento era un derecho del brujo de la tribu inclusive se llegaron a establecer
ritos y creencias relativas a la recoleccion. Antes del siglo XVIII se conocian las
propiedades curativas de las plantas, su efecto sobre el organismo y modo de
aplicacion. No fue posible hasta éste siglo (s. XVIII); que con el desarrollo de las
teorias de la evolucién y herencia genética, el uso del microscopio y el nacimiento
de nuevas ciencias como la fitoquimica y de técnicas como el analisis

instrumental, el reconocimiento y el aislamiento de los principios activos de
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muchas plantas medicinales (Fonnegra y Jiménez, 2007). El primer libro de
herbolaria medicinal azteca y una de las mas importantes fuentes bibliograficas
histéricas en América en medicina, lleva por nombre “Libro de las yerbas
medicinales de los indios”, que se conociera cuatro siglos después como Caodice
Badiano (Cdédice De la Cruz-Badiano). Esta es una obra en la que se describen
mas de 150 plantas nativas de México y donde se constata su uso medicinal

(Esquivel-Gutiérrez, et al., 2012).

La gran mayoria de los principios activos se han obtenido sintéticamente en el
laboratorio y posteriormente ha sido utilizada en la preparacion de medicamentos
quimicos. El consumo de estos medicamentos se incrementé desplazando cada
vez mas el uso directo de las plantas medicinales de las cuales proceden,
alejandose asi el hombre de la medicina tradicional (Fonnegra y Jiménez, 2007).
Los problemas de salud y la dificil consecucion de los medicamentos sintéticos
han llevado de nuevo a la humanidad a la busqueda de la medicina tradicional. De
este modo, las plantas medicinales han vuelto a tener un auge acelerado como
medicina alternativa garantizando eficacia, seguridad y bajo costos (Fonnegra y

Jiménez, 2007).

Se calcula que la flora medicinal mexicana contiene entre 3,000 y 5,000 plantas
que tienen potencial terapéutico. Un total de 3,000 especies han sido compiladas
en un atlas de plantas medicinales empleadas por diversos grupos étnicos.
Increiblemente, aproximadamente el 1% de las plantas medicinales han sido
estudiadas a fondo en sus propiedades medicinales. Por lo tanto, es claro que
debe realizarse una mayor investigacion clinica y etnobotanica, en virtud de
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elucidar el posible beneficio medicinal de estas plantas (Esquivel-Gutiérrez, et al.,

2012).

Aunque los reportes indican un sinnumero de plantas medicinales utilizadas en
nuestro pais, las mas nombradas por sus usos son: Gordolobo (Gnaphalium sp.),
Eucalipto (Eucalyptus globulus), Hierbabuena (Menta sp.), Manzanilla (Matricaria
chamomilla), Nopal (Opuntia ficus-indica), Arnica mexicana (Heterotheca spp.),
Guarumbo (Cecropia obtusifolia), Verbena (Verbena carolina), Sauco amarillo
(Tecoma stans), Epazote (Chenopodium ambrosioides), Sabila (Aloe vera), Ruda
(Ruta graveolens) y Romero (Rosmarinus oficinalis), entre otras (Esquivel-

Gutiérrez, et al., 2012).

Algunos estudios sugieren que es necesario un estudio mas exhaustivo de este
tipo de plantas medicinales (Alarcén et al., 1993; Hernandez et al., 2002;

Prabhakar y Doble, 2008, Hernandez et al., 2002; Andrade y Henrich, 2005).
3.2.-Plantas medicinales como fuente de farmacos

Actualmente, se tiene el conocimiento de que muchos compuestos derivados de
plantas, cuya actividad farmacoldgica es importante, se producen mediante vias
metabdlicas adicionales al metabolismo primario, conocido como metabolismo
secundario ((Esquivel-Gutiérrez, et al., 2012), por lo que dichos compuestos son
llamados metabolitos secundarios. Ya sea de forma individual o en diferentes
combinaciones, poseen efectos estimulantes, calmantes o terapéuticos en el

humano, ademas de que es su mayoria son utilizados como materias primas de la
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industria farmaceéutica, alimentaria, textil, agroquimica, perfumeria y cosmetologia

(Esquivel-Gutiérrez, et al., 2012).

La distribucion de los metabolitos secundarios en el reino vegetal se infiere que es
amplia. Se estima que cerca de 50,000 especies vegetales que son utilizadas
medicinalmente, solo una pequena cantidad se ha investigado para la obtencion
de medicamentos. De todas, aproximadamente del 15 al 20 % de las plantas
terrestres han sido evaluadas sobre el resto de las especies vegetales, ademas de
que se desconoce si sus metabolitos poseen algun efecto farmacologico, por lo
que el conocimiento en este campo queda restringido a grupos taxondémicos
particulares, por lo que queda mucho por estudiar (Esquivel-Gutiérrez et al,,

2012).

4.-Justificacion

Debido a que la familia de las cactaceas es endémica de América y esta poco
estudiada en cuanto al uso medicinal, se quieren realizar estudios que confirmen

su uso medicinal, principalmente como cicatrizante.

En el género Opuntia se encuentran especies con actividad hipoglucemiante por
su alto contenido de fibra, ademas de contener un amplio numero de alcaloides a
la cual se le han atribuido muchos de los efectos fisioldégicos que se obtienen al
consumir estos productos (Park y Lee, 2013; Latha et al, 2014). Por ello se
estudiara a la especie Coryphantha pycnacantha, ya que puede tener un gran

numero de alcaloides, segun estudios anteriores en el mismo género.
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5.-Hipotesis

Varias especies del género Coryphantha sintetizan hordenina, tiramina y
metanefrina, alcaloides que poseen propiedades cicatrizantes, hipoglucemiantes y
antimicrobianas, por lo cual se esperaria que Coryphantha pycnacantha presente

propiedades similares, debido a que se encuentra en el mismo género.

6.-Objetivos

Generar un extracto etandlico que pueda ser aplicado de forma dérmica para
comprobar la efectividad de Coryphantha pycnacantha en la cicatrizacion, usando

como modelo a ratones de la especie Mus musculus cepa CD1.

Evaluar el efecto antimicotico del extracto etandlico de Coryphantha pycnacantha

sobre Candida albicans.

Evaluar el efecto antimicrobiano del extracto etandlico de Coryphantha

pycnacantha y sobre Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans.

Evaluar el efecto hipoglucemiante del extracto etandlico de Coryphantha

pycnacantha en ratones de la especie Mus musculus cepa CD1.

7.-Material biolégico

7.1.-Coryphantha pycnacantha

Especie de la familia Cactaceae, planta suculenta globosa o cilindrica que crece
por separado o juntas formando un grupo. Los tallos de color azul-verde a verde

opaco, alcanzan los 5-7 cm de altura y 5-9 cm de didametro. Las areolas son
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conicas, de 2.5 centimetros de largo con la base romboidal. Tienen de 2 a 4
espinas centrales ligeramente curvadas, aciculares, de color blanco o amarillo con
la cabeza mas oscura y gris, con la edad, de 1,3 a 1,9 centimetros de largo. Las 8
a 15 espinas radiales son curvas, de 8 a 18 milimetros de largo, de color blanco a
amarillo y que se vuelven grises con la edad. Las flores en forma de campana, son
de color amarillo brillante, tienen un tamafo de hasta 4 cm de largo y 5 cm de
diametro. Los frutos son alargados, verdes y jugosos, de 2.4 cm de largo (Dicht,

2003).

Los ejemplares ocupados en este proyecto fueron proporcionados por la empresa
mexicana cactus la unidén, que es la encargada de conservacion, manejo y
aprovechamiento sustentable de las especies endémicas en alguna categoria de

riesgo (UMA) con registro. SEMARNAT No.MX/VIV-CO-087-MEX.
7.2.-Staphylococcus aureus

Es una bacteria inmovil, esférica en forma de cocos, gram-positiva, de 0.8 a 1
micras de diametro, pertenece a la familia Micrococcaceae, crece en grupos
similares a racimos de uvas. Es una bacteria ampliamente distribuida por todo el
mundo, entre el 20% y el 40% de los adultos sanos son portadores asintomaticos
de S. aureus, su contagio se produce mayormente de persona a persona. La
mayor parte del tiempo habita en el cuerpo sin causar dafio (flora normal). Esta
suele estar principalmente en la piel y en las membranas mucosas, pero cuando
penetra en los tejidos, puede ocasionar una amplia gama de infecciones, debido a

la produccion de toxinas. En ocasiones, puede entrar en el torrente sanguineo
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desde el sitio de la infeccidn y alcanzar otros tejidos distantes (Campoverde vy

Pomaquiza, 2014).

7.3.-Escherichia coli

Es un bacilo gram negativo que mide de 0,5 a 1 micra de ancho y 3 a 5 micras de
largo, pertenece a la familia Enterobacteriaceae, bacteria no esporulada y movil
que presenta una compleja estructura antigénica. Forma parte de la microflora
normal del intestino del hombre y los animales de sangre caliente. Se trata de
bacterias de rapido crecimiento y amplia distribucion en el suelo, el agua,
vegetales y gran variedad de animales. Su contagio se da mediante transmision
oro-fecal o hidrico-fecal, y es un importante agente nosocomial. E. coli es una de
las principales bacterias causantes de diarrea en todo el mundo, puede causar
infecciones intestinales y extra-intestinales generalmente graves, tales como
infecciones del aparato excretor, cistitis, meningitis, peritonitis, mastitis, septicemia

y neumonia gram-negativa (Campoverde y Pomaquiza, 2014).

7.4.-Candida albicans

Hongo dimorfo que forma largas pseudohifas, hifas y blastoconidios (células
gemantes subesféricas de 3-8 x 2-7 um). Asimilan y fermentan azucares.
Numerosas clamidosporas unicelulares, redondas u ovaladas, con gruesa pared
refringente (8-16 um de diametro), situadas al final de las hifas, pseudohifas o
laterales sobre blastoconidios ovalados. Colonias de crecimiento rapido,
circulares, lisas, blancas, cremosas, pastosas y blandas, de bordes precisos,

centro ligeramente prominente, con olor a levadura. Candida albicans esta
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asociada a seres vivos de sangre caliente. Su temperatura 6ptima de crecimiento
es 37 °C. Se encuentra en los tractos digestivo y respiratorio, junto con la mucosa
genital (vagina). Estos son los reservorios mas importantes en los seres humanos
y origen de candidiasis enddgenas. En estas localizaciones se comporta como un
saprobio y su aislamiento no implica por si solo la presencia de infeccién. Candida
albicans no sobrevive durante mucho tiempo en superficies secas pero su
supervivencia es mayor cuando hay humedad, se ha aislado de los cepillos
dentales, cremas de manos, cosméticos y ropa. C. albicans es la especie mas
patdgena y su virulencia se debe a un conjunto de atributos relacionados con su
habilidad para evadir a los mecanismos de defensa del hospedador, de resistir al
tratamiento antifungico, o de lesionar las células y tejidos que invade. Los factores
de virulencia estancontrolados por diferentes genes que se expresan en un
numero determinado y momento concreto y que determinan el fenotipo y virulencia

de cada aislamiento (Castrillén et al., 2005).

8.-Material y método

8.1.-Extracto etandlico de Coryphantha pycnacantha

Se ocuparon un aproximado de seis ejemplares de Coryphantha pycnacantha
(Cactaceae) que contengan raiz y tallo, a los cuales se les quitaron las espinas
con la ayuda de unas pinzas. Posteriormente se lavaron a chorro de agua de llave

para quitar la tierra y se trituraron en un molino.
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Se pesaron 400 g de Coryphantha pycnacantha seco y molido, se colocan en un
matraz Erlenmeyer con 1L de etanol y se deja reposar por 8 dias; posteriormente

se filtré a vacio utilizando papel Whatman del No. 2.

Una vez filtrado, se coloco en un matraz balon de 1L (antes pesado), para eliminar
el disolvente en un rotavapor (Figura1l) a una temperatura de 50 °C bajo vacio.
Una vez obtenido el concentrado del extracto etandlico se pesé para obtener el
rendimiento. Se dejo secar por dos dias a temperatura ambiente, posteriormente

se mantuvo en un frasco ambar en refrigeracion hasta su utilizacion (Figura 2).

Figura 1. Concentracion en rotavapor de extracto de Coryphantha

pychacantha.
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8.1.1.-Preparacion de pomada de extracto etandlico de Coryphantha

pychacantha

En un vaso de precipitado de 100 mL, se colocan 10 g de vaselina, fundiéndose
en un horno de microondas a ciclos de 10 segundos. En otro vaso precipitado de
10 mL, se disuelven 0.2 g de extracto etandlico de Coryphantha pycnacantha en
un 1 mL de solucion salina (para que quede al 2%), el extracto disuelto se vierte
en la vaselina fundida, y con un agitador de vidrio se incorporara perfectamente el

extracto en la vaselina.

Una vez mezclada se lleva a sonicacion por un minuto para homogenizar, se

continua la agitacion con varilla de vidrio hasta que solidifique la mezcla (Figura 3)

Figura 2. Extracto de Coryphantha pycnacantha. Figura 3. Pomada al 2% de

Coryphantha pycnacantha.
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8.2.-Formacion de lesiones cutaneas

Se utilizaron 3 grupos de 6 ratones cada uno, de la especie Mus musculus cepa
CD1, un grupo se utiliz6 como control positivo (madecassol), otro como negativo
(vaselina) y el ultimo, el grupo experimental al cual se le administra pomada al 2%
de Coryphantha pycnacantha, los 18 ratones se mantienen a temperatura
ambiente, a luz y oscuridad con libre acceso a alimento y agua; en jaulas con tres

divisiones (uno por cada divisién) para evitar que se lesionen entre ellos.

Cada uno de los seis ratones de los tres grupos se anestesian en camara de éter,
practicandosele una incision circular en la region dorsal interescapular con un
sacabocado estéril de acero inoxidable de 1 cm de diametro, (Figura 4)

posteriormente se deja que los ratones se recuperen durante 20 min.

Pasado el tiempo de recuperacion se midio la lesion en largo y ancho,
posteriormente se administra a cada raton de forma cutanea las preparaciones
correspondientes cubriendo con una capa fina toda la lesién, diariamente durante

15 dias.

&
|3 Figura 4. Diagrama donde se realizaron las

lesiones cutaneas en la regiéon dorsal

interescapular del ratén.
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9.-Pruebas cuantitativas

Se tomo una muestra de 0.4 g de tejido cicatrizado de cada uno de los ratones en
el estudio, se ponen en tubos eppendorf y se mantienen en congelacion hasta la
cuantificacion de hidroxiprolina. También se tomaron muestras sanguineas de

cada raton para realizar una prueba de nitritos presentes en el suero sanguineo.

9.1.-Determinacién de hidroxiprolina en piel

1.- Pesar las muestras de las escisiones de cada ratén y colocarlas en tubos

Eppendorf (Figura 5).

2.- Adicionar 500ul de NaOH 2N a cada tubo.

3.- Colocar los tubos en autoclave a 120°C por 20 min.

4.- Una vez enfriadas las muestras, centrifugar a 5000 rpm.

5.- Traspasar 50yl de sobrenadante de cada tubo a uno diferente

respectivamente.

6.- Adicionar 450ul de Cloramina-T y dejar oxidar por 20min a temperatura

ambiente.

7.- Adicionar 450ul de acido perclérico (3.15M) a cada tubo y dejar reposar

durante 5min.

8.- Adicionar 500pl del reactivo de Ehrlich a cada tubo e incubar en bafo Maria a

60°C por 25min.

9.- Enfriar las muestras en bafio de agua fria.
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10.- Centrifugar las muestras a 5000rpm durante 5min (Figura 6).

11.- Leer la absorbancia de cada muestra a 557nm en microespectrofotometro.

Figura 5. Muestra de tejido cicatrizado para cuantificar hidroxiprolina.

Figura 6. Curva patrén de hidroxiprolina.
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9.2.-Determinacion de nitritos

Nota: Este analisis reduce los nitratos (NO3) a nitritos (NO3) mediante cadmio

metalico plateado con sulfato de cobre.

Reduccién con cadmio.

Se coloca en tubos de 13X100 limpios, 0.500 g de cadmio metalico en la campana
de extraccion. El cadmio se platea con una solucién acuosa de CuSO4 al 5%
(2mL), se agita en un rocker durante 10 minutos aproximadamente hasta que el
cadmio se platea. Lavar exhaustivamente con agua destilada para eliminar el
cobre, 3 lavados con el tubo lleno y después lavar con HCI 0.1N, usar 2
volumenes con el tubo lleno para remover todo el Cd (OH)2. Después se lava el
Cadmio con NH4CI (soluciéon acuosa al 5%) ajustando el pH a 9 con borato de

sodio.

Nota: el cadmio se puede guardar en esta solucion hasta el ensayo y se puede

volver a reutilizar lavando sin platear el cadmio.

Preparacién de reactivos:

Sulfato de cinc para desproteinizar: Preparar una solucion de ZnS04 pesando 300

g/L 0 30 g/dL.

Solucién acuosa de acido acético al 15% (V/V).

Reactivo de sulfanilamida: Disolver 0.5 g de sulfanilamida en 150 mL de acido

acético al 15%. Etiquetarlo y guardarlo en un frasco protegido de la luz.
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Reactivo de NED: Disolver 0.2 g de N-(l-naftil)-etilendiamino diclorhidrato en 150
mL de acido acético al 15%. Etiquetarlo y guardarlo en un frasco protegido de la

luz.

Solucién estandar de nitrito de sodio: Debe prepararse una solucion de nitrito de

sodio 2 uL/ml.

9.2.1.-Procedimiento de cuantificacion de nitritos

Adicionar 300 uL de agua bidestilada a 100 pL de plasma (la dilucién es 1:4)

Retirar 20 pL y adicionar 20 yL de solucién de ZnS04

Mezclar bien y centrifugar a 10,000 g por 5 minutos para separar el precipitado

A un tubo con cadmio activado retirarle el NH4Cl y adicionarle todo el
sobrenadante de la muestra. Dejar en agitacién en un rocker durante 15 minutos

cubierto con parafilm,

Centrifugar los tubos a 3500 g durante 5 minutos

Tomar 200 uL del sobrenadante* para el ensayo.
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Curva estandar

Tubo Estandar (pL) Agua destilada (uL)
1 0 900
2 100 800
3 200 700
4 300 600
5 400 500
6 500 400
Muestra 200 (sobrenadante™) 700

Adicionar 50 pL de sulfanilamida, incubar 10 minutos a temperatura
ambiente
Adicionar 50 pL del reactivo de NED, mezclar e incubar 30 minutos a

temperatura ambiente

9.3.-Método de micropozos en agar

Los microorganismos se mantienen en agar nutritivo incubado a 37 °C durante
24 horas. El cultivo madre se diluye en serie por diez veces con agua peptona
estéril y 0.1 ml de dilucion se incuba durante 24 horas a 37°C. Posteriormente se
prepararon las cajas Petri para los microorganismos dejando solidificar y se
agregaron 100 ul del cultivo acondicionado de las cepas, se distribuye por la
superficie del agar (método del hisopado) en las cajas. Después se realizaron los

pozos (de 10 mm de diametro) en donde se coloca 0.1 ml del extracto al 125, 250
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y 500 pg/ml en los pozos, 100 ug/pl de Ciprofloxacino para bacterias y Terbinafina
para levaduras (control positivo), y solucion salina (grupo control negativo) en el
orden mostrado en la Figura 7. Se deja incubar en la estufa a 37°C y

posteriormente se observo el halo de inhibicion a 24 y 48 horas después de hacer

el cultivo.

1} Extracto 125 pug/ml

2) Extracto 250 pg/ml

3} Extracto 500 ug/ml

4} Ciprofloxacino/Terbinafina
100 pug/ml (Control positivo)

5) Solucion salina {Control

negativo)

Figura 7. Contenido y orden en el que se realizan los pozos en la técnica.
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9.4.-Método efecto hipoglucemiante

Los reactivos se prepararan el mismo dia que el ensayo biologico.

Se realiz6é una dilucién 1:10 de una solucion inicial de glucosa al 50% (dosis de 2
mg/Kg) para administrar en dos cargas (dosis de 4 mg/Kg), una al tiempo cero (ti)

y a los 60 minutos (t1) durante el ensayo bioldgico para inducir hiperglucemia.

Asi mismo para el grupo control se utilizé solucion salina como tratamiento.

Se prepara una suspension de goma Ghatti al 1%, calentandolo en ciclos de 10
segundos. La suspension inicial del extracto de Coryphantha pycnacantha, se
preparé en agua para una dosis de 100 mg/Kg, realizando una diluciones, para
obtener concentraciones de 50 mg/Kg y 25 mg/Kg, conformando las dosis de los

grupos de experimento.

En cuanto a los grupos testigo positivos, se preparan suspensiones en goma
Ghatti al 1% utilizando como estandares de referencia dos farmacos
hipoglucemiantes: Glibenclamida y Tolbutamida con dosis 0.8 mg/Kg y 40mg/Kg

respectivamente.

9.4.1.-Actividad hipoglucemiante y de toxicidad

Los ratones se dividieron en 6 grupos de 6 ratones 3 para las concentraciones
experimentales y 3 para los controles positivo y negativo. Se sometieron a un
periodo de 15 dias de administracion via oral (Figura 8) de extracto de

Coryphantha pycnacantha a los grupos correspondientes de (25,50y 100 mg/Kg)
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y al dia 15 se realizo el ensayo hipoglucemiante sometiendo a los ratones a un

periodo de ayuno de 16 horas.

Figura 8. Administracién oral de

extracto de Coryphantha

pychacantha.

Se utilizaron 36 ratones de la cepa CD-1, los cuales se pesaron y distribuyeron al

azar en 6 grupos, como se muestra en la siguiente tabla:

Grupo Tratamiento Dosis (mg/Kg de
peso)

1 — Control Solucion salina

2 — Experimental Extracto 25

3 — Experimental Extracto 50

4 — Experimental Extracto 100

5 - Testigo Positivo Tolbutamida 40

6 - Testigo Positivo Glibenclamida 0.8

Se midi6é la glucosa al tiempo cero (ti), por un corte distal de la cola para la

obtencion de la muestra de todos los grupos, utilizando un glucometro (Figura 9).
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Figura 9. Medicion de glucosa con accu-chek.

Inmediatamente se administraran via oral los distintos tratamientos: Para el grupo1
se le administra un volumen contante de 0.2 ml de solucién salina. Para los grupos
experimentales se administran los volumenes previamente calculados del extracto
etandlico de Coryphantha pycnacantha para las dosis 25, 50 y 100 mg/Kg de
peso, a los grupos 2, 3 y a respectivamente. Posteriormente se administran los
volumenes previamente calculados de Tolbutamida (40 mg/Kg de peso) al grupo

5, y Glibenclamida (0.8 mg/Kg de peso) al grupo 6.

Una vez administrados los tratamientos, se administra la primera carga de glucosa
de una solucion al 50% diluida 1:10 via subcutanea, con una dosis de 4 mg/Kg de
peso repartida en dos dosis con un intervalo de tiempo de 1 hora, a todos los

grupos al tiempo cero (ti) para inducir a la hiperglucemia.
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Posteriormente se mide la glucosa al tiempo 1 (60 minutos) de todos los grupos

después de la primera carga e inmediatamente se administra una segunda carga

de glucosa a todos los grupos. Midiendo la glucosa a los tiempos 2, 3y 4 (120,180

y 240 minutos respectivamente) posteriores a la segunda carga de ésta en todos

los grupos.

9.5.-Analisis estadisticos

Se realizé una prueba ANOVA vy tukey con el programa SPSS version 21, para

identificar si hay diferencias significativas los grupos control y experimentales.

10.-Resultados

10.1.-Efecto cicatrizante

Suma de

cuadrados
Inter-grupos 388.519
Intra-grupos 754.975

Total 1143.494

Gl

2

15

17

Media F Sig.
cuadratica

194.260 3.860 0.044
50.332

Tabla 1. Anova del porcentaje de cicatrizacion: donde se comparé el

porcentaje de cicatrizacién de cada grupo para identificar si es significativo

con respecto a los grupos control.
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Grafica 1. Comparacion de resultados de la cicatrizacién, como podemos

observar el extracto muestra una diferencia significativa en comparaciéon con

los controles positivo y negativo, el cual es visiblemente mas efectivo que

los controles.

10.1.1.-Cuantificacion de hidroxiprolina

Suma de | dl Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Inter-grupos 917.045 2 458.523 3.070 .076
Intra-grupos 2240.691 15 149.379
Total 3157.736 17

Tabla 2. Anova de las concentraciones de hidroxiprolina donde el analisis

arrojo que no es significativo.
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Comparacién de medias
i Madecassol 17.9893
M Extracto 32.2745
i Vaselina 16.402

Grafica 3. Comparacion de las medias de concentracién de hidroxiprolina,
donde se observa que la media del grupo extracto es superior a los otros

dos.

10.1.2.-Cuantificacion de nitritos

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter- 133 2 .067 1.390 .079
grupos
Intra- .720 15 .048
grupos
Total .854 17

Tabla 3. Anova de concentraciones de nitritos, donde el analisis arrojo que

no es significativo entre grupos.
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Grafica 3. Comparacion de las medias de concentracion de nitritos donde se
muestra que la media de extracto es menor a las otras dos.

10.2.-Efecto antimicrobiano

Figura 10. Staphylococcus aureus.
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Figura 11. Escherichia coli.

Figura 12. Candida albicans.
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Figura 10, 11 y 12. Cajas Petri método micro-pozos en agar, donde no se
observa inhibiciéon en los grupos experimentales, salvo el control positivo el
cual fue tratado con un antibiético y antimicoético correspondiente a la cepa

sembrada.

10.3.-Efecto hipoglucemiante

Hipoglucemiante
180
160
g
. . |
S 140 5
o
o 120
8 i
5 100
[
[}
© 80
c
0
© 60
Lo d
c
g 40
o
(&)
20
0
25 mg 50 mg 100 mg SS Tolbutamida | Glibenclamida
M Tiempo O 64 61.6 68 71.3 61 60.8
HTiempo 1 130.1 98.8 143 156 114.8 175.1
i Tiempo 2 142.6 147.6 146.6 157.8 120.6 156
M Tiempo 3 87.8 66.2 101.8 100.5 84 82.6
M Tiempo 4 68.5 55.4 74.6 74.6 66.5 62.5

Grafica 4. Comparacion de medias de todos los tratamientos y tiempos del
ensayo donde estadisticamente la concentracion de 50 mg es un resultado
significativo ya que permanece en niveles bajos en la mayoria de los tiempos

medidos.
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10.3.1.-Ensayo de toxicidad
El analisis estadistico arrojo que no hay diferencia significativa en el peso relativo

de cada 6rgano de cada raton por grupo.

11.-Analisis de resultados

11.1.- Efecto cicatrizante

Estadisticamente el porcentaje de cicatrizacion es significativamente diferente en
comparacion con el grupo vaselina y Madecassol (Tabla 1) ya que en el grupo
extracto hay datos donde la cicatrizacion al dia 15 es total es decir del 100% esto

es apreciable en la comparacion de medias (Grafica 1).

Estadisticamente los resultados de hidroxiprolina no son significativos a una
P=0.05 (Tabla 2), pero al tener una media mas alta que los demas grupos (Grafica
2) se puede decir que existe una mayor cantidad de hidroxiprolina en el grupo de
extracto, la cual es un ingrediente fundamental en la sintesis de colageno, la
hidroxiprolina se ha descrito como factor de reparacién de la epidermis, en
particular como agente cicatrizante lo que indica una mayor calidad de

cicatrizacion (Zhang, 2009).

Los resultados de nitritos arrojaron que no hay una evidencia significativa a una
P=0.05 (Tabla 3), pero la comparacion de medias (Grafica 3) sugiere que el grupo
extracto a diferencia de los otros dos por tener una media menor indica que no hay

inflamacion presente en ese grupo (Clancy, 1998).
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11.2.-Efecto antimicrobiano

En las cajas no se observd inhibicion a ninguna concentracion, tanto para
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans entonces el extracto
de C. pycnacantha no tiene un efecto sobre las bacterias Gram positivas,
negativas y para hongos levaduriformes utilizadas en este ensayo. Esto
posiblemente a que los ejemplares de C. pycnacantha que se utilizaron son de
cultivo y a diferencia de los ejemplares silvestres no tuvieron las condiciones
necesarias para desarrollar los alcaloides que cumplen con la funcién

antimicrobiana (Calzada-Flores, 2001)

11.3.- Efecto hipoglucemiante

Estadisticamente el extracto de C. pycnacantha a una concentracion de 50 mg/kg
demostrd ser efectivo para reducir los niveles de glucosa en sangre como se
observa en la Grafica 4 donde los niveles de glucosa en sangre no son tan
cambiantes como en los demas grupos ya que tiene un efecto hipoglucemiante
rapido y prolongado que en analisis de tukey lo agrupa junto con Tolbutamida y
Glibenclamida que son medicamentos de accion rapida y de accion prolongada

(Davis, 2001).

El analisis toxicolégico arrojo que no hay evidencia de dafos en los sujetos
experimentales al ser tratados durante 15 dias con dosis de acuerdo a su peso de
extracto de C. pycnacantha, aunque habria que hacer pruebas quimicas para

descartar dafios mas alojados.
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12.-Conclusiones

El ensayo de efecto cicatrizante obtuvo resultados favorables, ya que se demostro
que el extracto etandlico de C. pycnacantha tiene niveles altos de hidroxiprolina lo
cual promueve la sintesis de colageno y asi se logra un tiempo de curacion mas
corto ya que al dia 15 ya habia ratones con la herida totalmente cerrada, ademas
de la ausencia de inflamacion debido a los niveles bajos en nitritos, asi podriamos
decir que el extracto obtenido en este ensayo potencialmente contiene tiramira y
la metanefrina (Batis y Rojas, 2002) los cuales tienen funciones vasoactivas y

simpaticomimético respectivamente.

El ensayo del efecto antimicrobiano, tuvo un resultado negativo muy
probablemente por ser un ejemplar de cultivado, que no desarrollo los alcaloides
necesarios a diferencia de los ejemplares silvestres, sin embargo no se descarta
su potencial debido a la variedad de formas y mecanismos de los

microorganismos.

El ensayo mostro que el extracto de C. pycnacantha tiene efecto hipoglucemiante
a una concentracién de 50 mg/kg y que es estadisticamente significativo, tiene un
efecto rapido y prolongado como los farmacos usados como control positivo y el
analisis toxicoldgico no mostro ningun efecto negativo al tratar a los ratones con el

extracto de C. pycnacantha.
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14.-Anexo

Preparacién de reactivos de cuantificacion de hidroxiprolina
Buffer

1.- Disolver 120 g de acetato de sodio, 46 g de acido citrico, 12 mL de acido
acético y 34 g de hidroxido de sodio en agua destilada.

2.- Ajustar el pH a 6.5 y aforar a un litro de agua destilada.
Cloramina-T

Se prepara diariamente disolviendo 1.41g de cloramina-T en 20 mL de agua
destilada, posteriormente anadir 30 ml de metilcelosolve y 50 mL del buffer
anterior.

Acido perclérico 3.15M

Diluir 27ml de acido perclorico al 70% en 100 ml de agua destilada.
27 ml ---- 100 ml agua

2.7 ml --- x=10 ml

p-dimetilaminobenzaldehido (reactivo de Ehrlich)

Una solucién al 20% se prepara poco antes del ensayo mediante la adicion de
100ml de metilcelosolve a 20g de p-dimetilaminobenzaldehido. Si no se
solubilizara facilmente, se puede colocar en bafio Maria a 60°C durante 1 o 2
minutos.
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Stock

1.- Pesar 0.2 g de Hyp STD vy diluirla en 0.5 ml de HCL 0.001N. Si no se disolviera,
se puede calentar en bafio Maria a 60°C hasta que se disuelva.

A partir de aqui se realizan las diluciones, tomando como tubo A este primero, es
decir:

200mg/0.5ml (500ul) de HCI 0.001N A
250pl de A + 250l de agua B
250l de B + Z50ul de agua C
250ul de C + 250yl de agua D
250ul de D + 250ul de agua E

2.- Tomar 50ul de cada dilucion y pasarlo a nuevos tubos Eppendorf
respectivamente.

3.- Adicionar 450ul de Cloramina-T a cada tubo y dejar oxidar por 20min a
temperatura ambiente.

7.- Adicionar 450ul de acido perclérico (3.15M) y dejar reposar durante 5min.

8.- Adicionar 500pl del reactivo de Ehrlich a cada tubo e incubar en bafio Maria a
60°C por 25min.

9.- Enfriar las muestras en bafo de agua fria.
10.- Centrifugar a 5000rpm durante 5 min.

11.- Leer la absorbancias a 557nm en microespectrofotometro.
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Solucion Blanco
1.- Colocar 50pl de agua destilada en un tubo Eppendorf.

2.- Adicionar 450ul de Cloramina-T y dejar oxidar por 20min a temperatura
ambiente.

7.- Adicionar 450ul de acido perclorico (3.15M) y dejar reposar durante 5min.

8.- Adicionar 500pl del reactivo de Ehrlich a cada tubo e incubar en bafio Maria a
60°C por 25min.

9.- Enfriar la muestra en bafio de agua fria.
10.- Centrifugar a 5000rpm durante 5min.

11.- Leer la absorbancia a 557nm en microespectrofotometro.
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