UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

Evaluacién del efecto cicatrizante y
antimicrobiano del extracto acuoso de
Oenothera rosea.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
QuimMmico FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA:
SOFiIiA ALEJANDRA LUNA SANDOVAL

DIRECTOR: DR. JOSE LuUIs ALFREDO MORA GUEVARA

ASESOR: DR. RUBEN MARROQUIN SEGURA

ESTE TRABAJO RECIBIO EL APOYO DEL PROYECTO PAPIT
1G300315

ZARAGOZA
T — MExico D. F., 2016



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Sofia Alejandra Luna Sandoval

DEDICATORIA

A mis padres y a mis hermanos Gabriela, Luis y Minerva,
por su paciencia, su amor y su apoyo incondicional;
Son mi mas grande ejemplo de tenacidad,

ustedes han hecho esto posible.

A mis sobrinos Fernanda, Gabriel, Arantza y Valeria,

gracias por hacer amenos los momentos que compartimos,

por su carifio y compafiia.

A Carlos, por la compafiia, el apoyo y el carifio

demostrados durante este tiempo.

A todos ustedes, MUCHAS GRACIAS!




Evaluacion del efecto cicatrizante y antimicrobiano del extracto acuoso de Oenothera rosea.

AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer de manera muy especial al Dr. José Luis Alfredo Mora Guevara y
al Dr. Rubén Marroquin Segura por sus valiosas ensefianzas y orientacion para llevar a

cabo la investigacion y la elaboracién de ésta tesis.

Agradezco también al Bidlogo Leonardo Ulises Guzman Cruz y a la M. en C.
Balbina Vazquez Benitez, por su invaluable ayuda en la autentificacion del ejemplar de
Oenothera rosea probado en este trabajo; asi como al M. en C. Marco Antonio Hernandez
Muioz por su colaboracion para otorgar un numero de registro a dicho ejemplar dentro del

Herbario de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM.

Por ultimo, les doy las gracias a todos mis profesores que contribuyeron en mi
formacion profesional, y a todas aquellas personas que de una u otra manera, me han

permitido terminar éste trabajo.




Sofia Alejandra Luna Sandoval

. INtrodUCCION. ..

. Marco TeOICO. ..o

2.1.Estructurade lapiel...................ooiil.
211, Epidermis........cccooviiiiiiiiiiiie
21.2. Dermis......coooiiiiii

2.2.Proceso de cicatrizacion..........ccccceven...

2.2.1. Hemostasia e inflamacion...............

2.2.2. Fibroplasia...........ccccovviiiiiiiiin. .

2.2.3. Deposito de matriz. Caracteristicas estructurales del colageno..............

2.2.4. ANQIOGENESIS.....c.vvviiiiiiiiiiieannn,
2.2.5. Epitelizacion................ccooooeiin.

2.2.6. Remodelacion y Contraccion de la herida................coooiiiiinn.

2.3.Factores que interfieren en el proceso de cicatrizacion.................................

2.3.1. Factoreslocales..........ccccceeeeiiinn..

2.3.1.1. Oxigenacion.......................

2.3.1.2. Infecciones.......ccccueuiiiiiinn...

2.3.2. Factores sistémicos..........cccvuun...

2321, Edad............o

2.3.2.2. Diabetes..............ccoeiiiinl.
2.3.2.3. Medicamentos....................
2.3.2.4. Nutricion.............ccccvviiiienn.
2.3.2.5. Alcoholismo y Tabaquismo....

2.4. Tipos de cicatrices...........cocovviiiiinnnn...

2.4.1. Ulceras cicatriciales......................

2.4.2. Cicatrices atroficas......cocooovvvvenn....

2.4.3. Cicatrices normotroficas.................

2.4 4. Cicatrices hipertréficas..................
2.4.5. Queloides........ccooviiiiiiiiiie

2.5.Plantas medicinales.........ccooeeiiiiiiiiiiii...

2.5.1. La Centella asiatica y el Madecassol

© 0 O

11
11
14
14
16
17
18
19
19
19
20
20
20
21
21
22
23
24
24
24
24
25
25
26
27




Evaluacion del efecto cicatrizante y antimicrobiano del extracto acuoso de Oenothera rosea.

2.5.2. OCNOIAGIA FOSCA. ....... e

3. Planteamiento del problema........ ...

4. Hipotesis....

5. Objetivos....

5.1.0bJetiVO GeNEIal..... ..o

5.2.0bjetivos partiCulares. ... ...

6. Material Yy MEtOOS. ... ..o s

6.1.Disefo (Tipo de eStUAIO).......couiirii e,

6.2.Universo (Poblacion y muestra)............oooiiiiii i
B.3. VariabIes. . ..o

6.3.1. Variables independientes. ..........c.cooiiiiiiiii e

6.3.2. Variables dependientes. ...,

S T K =Yol o | (o= 1< TR

6.4.1. Obtencion del Extracto acuoso de Oenotheraderosea.........................

6.4.2. Preparacién del unguento al 4% del extracto acuoso de O. rosea...........

6.4.3. Evaluacion del efecto cicatrizante en ratones macho CD1.....................

6.4.4. Determinacion de Hidroxiprolina en tejido cicatrizado...........................

6.4.5. Determinacion de NitritoS. ...

6.4.6. Ensayo Antibacteriano.............coooii i

6.4.7. Ensayo AntimiCOtICO........oouiii i

6.5. Analisis

7. Resultados.

LR 2= o [ 5] (o]0 FEUT T

8. DiISCUSION dE reSUAOS. . . ... e e e e e e e,

9. CONCIUSIONES . . ..t e,

10.Propuestas.

11.Anexo........

12.Referencias

29
30
31
31
31
31
32
32
32
32
32
32
32
32
33
34
36
39
41
44
46
47
51
56
57
58
60




Sofia Alejandra Luna Sandoval

1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud de los
paises en desarrollo, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que cerca del
80% de la poblacion mundial utiliza rutinariamente la medicina tradicional para satisfacer sus
necesidades primarias de salud. De acuerdo a la OMS, una planta medicinal se define como
cualquier especie vegetal que en uno o varios de sus organos contiene sustancias que
pueden ser empleadas para propdsitos terapéuticos o cuyos principios activos pueden servir
de precursores para la sintesis de nuevos farmacos.

Las plantas medicinales en México forman parte importante de la historia y cultura del
pais; el uso y aplicacion de los remedios herbolarios constituyen un conocimiento que aun se
transmite de generacion en generacién como parte de una tradicion; sin embargo, no se
cuenta con estudios suficientes que comprueben la eficacia de las plantas utilizadas para
fines medicinales ni de los remedios derivados de éstas.

Existe un gran numero de especies vegetales a las que se les han atribuido
propiedades farmacoldgicas; tal es el caso de Oenothera rosea, planta comunmente
conocida como “hierba del golpe”, la cual es usada como antiinflamatorio, ademas de usarse
como desinfectante y cicatrizante en afecciones de la piel, en éstos casos se utiliza el
cocimiento o la infusién de manera local como cataplasmas o en lavados. Por tal motivo, ésta
planta ha sido estudiada y se ha demostrado que posee acidos fendlicos, flavonoides y
antocianinas en sus hojas; éstos componentes fitoquimicos se han asociado a diversos
efectos farmacologicos. Por ejemplo, algunos acidos fendlicos han demostrado tener
actividad antimicrobiana, por otro lado, los flavonoides ademas de tener efectos
antimicrobianos también tienen efectos antiinflamatorios.

Hasta el momento se han evaluado algunas actividades farmacolégicas in vitro de
extractos acuosos y metandlicos de O. rosea, por ejemplo, el efecto antiinflamatorio y el
efecto antibacteriano contra Escherichia coli, Salmonella enteritidis y Vibrio cholerae. Estos
estudios han arrojado resultados que demuestran que O. rosea posee componentes con
propiedades farmacoldgicas.

Con base al conocimiento empirico y a las investigaciones que prueban que O. rosea

posee componentes fitoquimicos los cuales pueden ser responsables de la actividad
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antiinflamatoria y antibacteriana demostrada en estudios previos; se consideré posible que
dicha planta también tenga actividad cicatrizante, por lo que en este ensayo se evaluo el
efecto cicatrizante de un unguento al 4% de un extracto acuoso de O. rosea sobre lesiones
expuestas de ratones macho CD1, haciendo una comparacion con los resultados obtenidos
con el uso de Madecassol® como control positivo y Vaselina como control negativo. Por otra
parte, se realizd la determinacion de 4-Hidroxiprolina, (aminoacido que suele encontrarse
unicamente en el colageno) como indicador de la eficacia con la que se llevd a cabo el
proceso de cicatrizacion.

Tanto la actividad antiinflamatoria como la antimicrobiana se encuentran asociadas a
la actividad cicatrizante; ya que dos de los factores mas importantes que afectan el proceso
de cicatrizacion son el riesgo de infeccion de la herida asi como las alteraciones que
interfieren con la fase inflamatoria; lo que conlleva complicaciones que retrasan la sana
cicatrizacion de las heridas; por lo que de manera complementaria se realizd la
determinacién de nitritos en el suero de los ratones para evaluar el efecto de los tres
tratamientos sobre la fase inflamatoria, asi como para descartar el posible desarrollo de un
proceso infeccioso en las lesiones durante su cicatrizacion la cual pueda prolongar la fase
inflamatoria y con ello la reparacion del tejido. Los nitritos son el metabolito estable derivado
del oxido nitrico, éste ultimo es un mediador de la inflamacion cuyas funciones abarcan la
capacidad de inducir la sintesis de la COX -2 ademas de tener efectos bactericidas y
vasodilatadores; sus concentraciones son detectables solo cuando existe de por medio un
proceso inflamatorio.

Asimismo aunque ya se han realizado estudios para evaluar el efecto antibacteriano
del extracto acuoso de O. rosea se considerd importante para este estudio realizar la
evaluacion del efecto antimicrobiano del extracto sobre cepas de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Candida albicans, por ser microorganismos oportunistas
encontrados con frecuencia en heridas quirdrgicas infectadas ademas de ampliar la
evaluacion antimicrobiana del extracto acuoso sobre una bacteria Gram positiva y sobre un

organismo fungico.
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2. MARCO TEORICO

Las cicatrices se producen como parte de la respuesta fisiologica normal del organismo a
una alteracién de la integridad de cualquiera de los tejidos que lo componen. La cicatrizacion
de todos los tejidos comparten procesos de reparacion similares, sin embargo, existen
diferencias entre la cicatrizacion de tejidos especializados como el tubo digestivo y el tejido
fetal, los cuales, al finalizar el proceso de reparacion lo hacen sin la formacion de una
cicatriz.”

La piel es el rgano en el que se han estudiado de manera exhaustiva los mecanismos
de cicatrizacion, debido a la posicion que ocupa en el cuerpo en donde cumple su funciéon
protectora frente a cualquier agresion externa. Este estudio se enfoca en el proceso de
cicatrizacion cutanea lo que hace importante conocer la estructura de la piel y su
composicién, asi como la funcién de las células que la constituyen, para poder comprender el

desarrollo de su reparacion.

2.1.ESTRUCTURA DE LA PIEL.

La piel cubre la superficie externa del cuerpo y es el 6rgano mas grande; en los adultos
ocupa una superficie de alrededor de 2m? y pesa entre 4.5 y 5 kg, lo que equivale al 7% del
peso corporal total aproximadamente. Su espesor varia, por ejemplo, en el parpado mide
0.5mm, mientras que en el talon llega a medir 4mm, sin embargo, en la mayor parte del
cuerpo su espesor oscila entre 1y 2mm. 2

La piel consta de dos partes principales; la porcion mas delgada se denomina
epidermis y se encuentra compuesta por tejido epitelial no vascularizado; la porcidn mas
profunda y gruesa esta compuesta por tejido conectivo vascularizado, a ésta parte se le
denomina dermis. Debajo de la dermis esta el tejido subcutaneo, y no forma parte de la piel,
a ésta capa se le denomina hipodermis y esta constituida por tejido areolar y adiposo. El
tejido subcutaneo almacena grasa y contiene vasos sanguineos grandes que irrigan la piel;
ésta region y en ocasiones la dermis, contienen terminaciones nerviosas que son sensibles a

la presion. 2 (Fig. 2.1)
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Figura 2.1. Corte de la piel y la capa subcutanea.

2.1.1. Epidermis.

La epidermis esta constituida por un epitelio pavimentoso estratificado queratinizado;
contiene cuatro tipos principales de células: queratinocitos, melanocitos, células de
Langerhans y células de Merkel. ?

Los queratinocitos conforman alrededor del 90% del total de las células epidérmicas;
se encuentran distribuidos en cuatro o cinco capas y sintetizan la proteina queratina, proteina
fibrosa resistente que ayuda a proteger a la piel y a los tejidos subyacentes de las
abrasiones, el calor, los microorganismos y compuestos quimicos. Los queratinocitos
también producen granulos lamelares que liberan un sellador que repele el agua,
disminuyendo la entrada y la salida del liquido, ademas de impedir el ingreso de materiales

extrafios. 2
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Los melanocitos constituyen alrededor del 8% de las células de la epidermis, su
principal funcidn es la de producir el pigmento melanina; pigmento de color amarillo-rojizo o
pardo-negruzco que le otorga color a la piel y absorbe los rayos ultravioleta nocivos. 2

Las células de Langerhans se originan de la médula 6sea y migran a la epidermis,
donde constituyen una pequefa fraccion de las células epidérmicas, su funcion consiste en
ayudar a otras células del sistema inmunitario a reconocer microorganismos invasores y
destruirlos. 2

Las células de Merkel son las menos numerosas de la epidermis y estan localizadas
en la capa mas profunda de la epidermis, donde entran en contacto con prolongaciones
aplanadas de las neuronas denominadas discos de Merkel, dicho complejo percibe las

sensaciones tactiles. 2

2.1.2. Dermis.

La dermis es la segunda porcion de la piel y la mas profunda, esta formada sobre todo por
tejido conectivo denso irregular con colageno y fibras elasticas, puede estirarse y
recuperarse con facilidad; su espesor varia entre las distintas regiones corporales y al igual
que la epidermis, alcanza su maximo espesor en las palmas de las manos y las plantas de
los pies. 2

Las pocas células halladas en la dermis suelen ser fibroblastos, algunos macréfagos y
unos pocos adipocitos en la parte mas cercana a la hipodermis; los vasos sanguineos, los
nervios, las glandulas y los foliculos pilosos (invaginacion epitelial de la epidermis) se
encuentran en ésta capa. De acuerdo a su estructura tisular, la dermis puede dividirse en una

region papilar superficial delgada y una region reticular gruesa mas profunda. 2 (Fig. 2.1)

¢ Region papilar.
Representa alrededor de la quinta parte del espesor total de la epidermis y consiste en fibras
delgadas de colageno y elastina; en ella se encuentran pequefas estructuras mamilares
llamadas papilas dérmicas que se proyectan hacia la superficie inferior de la epidermis, todas
ellas contienen asas capilares (vasos sanguineos) y algunas también presentan receptores

tactiles llamados corpusculos de Meissner que son terminaciones nerviosas sensibles al

10
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tacto. Todas las diferentes terminaciones nerviosas libres envian sefiales que dan origen a

sensaciones como calor, frio, dolor, cosquilleo y prurito. 2

¢ Regioén reticular.
Esta zona se encuentra conectada con el tejido subcutaneo (hipodermis) y estd compuesta
de fibras de colageno gruesas, fibroblastos y macrofagos dispersos; en la porcion mas
profunda se pueden hallar algunos adipocitos. 2

Las fibras de colageno y de elastina de la region reticular se entrelazan formando una
estructura similar a una red, esta disposicidén le otorga a la piel resistencia, distensibilidad
(capacidad de estirarse) y elasticidad (propiedad de volver a la forma original después del

estiramiento). 2

2.2.PROCESO DE CICATRIZACION.

Las lesiones alteran profundamente el medio quimico y la estructura de los tejidos, por lo que
el medio después de una herida se caracteriza por las alteraciones en el riego sanguineo que
coincide con el proceso inflamatorio, poniéndose en juego diversos mecanismos bioquimicos,
fisiolégicos y celulares fundamentales para hacer frente al fenémeno. La lucha subsiguiente
para reestablecer la normalidad del tejido implica diferentes sucesos que incluyen
coagulacion, inflamacion, angiogénesis, fibroplasia, depdsito de matriz, epitelizacién y
contraccion; a éste proceso cuyas fases se hallan sobrepuestas se le conoce como

cicatrizacion. 3

2.2.1. Hemostasia e inflamacion.

La hemostasia es el proceso de formacion de la barrera contra la pérdida de sangre; ésta
masa se conoce como coagulo sanguineo o trombo. Después de una lesion, la herida debe
dejar de sangrar para que pueda cicatrizar, por lo que los elementos celulares que participan
en la hemostasia también participan en la reparacion del tejido.3 4

La inflamacion es la respuesta defensiva inespecifica del organismo ante un estimulo

que puede ser un traumatismo o una infeccién; los objetivos de éste mecanismo son la

11
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eliminacién de microorganismos y la preparacién del sitio lesionado para el posterior proceso
de reparacion. Un traumatismo o una infeccion activa a los mastocitos para que liberen
mediadores de la inflamacion desencadenando una serie de reacciones con la intencion de
neutralizar la agresion. °

Los mediadores de la inflamaciéon son moléculas de pequefio peso molecular de
origen plasmatico o celular encargados de las reacciones fisicas y quimicas que promueven
y regulan la respuesta inflamatoria; entre ellos se encuentran los metabolitos del acido
araquidoénico (prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos), aminas vasoactivas (histamina y
serotonina), proteinas (citocinas, interleucinas, factores de crecimiento, factores de necrosis
y neuropéptidos) y otras sustancias como el 6xido nitrico. Este Ultimo es una molécula
endoégena de senalizacion intercelular que se forma a partir del aminoacido L-arginina, a
través de la enzima oxido nitrico sintasa de la cual se han descrito dos isoformas; la
constitutiva que da lugar a pequefias cantidades de éxido nitrico durante cortos periodos de
tiempo, y la forma inducible, la cual es activada por citocinas proinflamatorias y endotoxinas
generando concentraciones de Oxido nitrico altas y sostenidas durante una reaccidn
inflamatoria. El 6xido nitrico es un potente vasodilatador formado por las células endoteliales,
tiene una vida media de 3-50 segundos y su labilidad es debida a su rapida conversion a
nitritos y nitratos por el oxigeno. %8

Por otra parte, la enzima fosfolipasa A2 descompone los fosfolipidos de membrana en
glicerol y acido araquidonico, éste ultimo sera el sustrato que utilizara la enzima
ciclooxigenasa 2 (COX 2) para producir prostaglandinas y la enzima lipooxigenasa para
producir leucotrienos, dichos mediadores son sintetizados principalmente por los mastocitos;
mientras que las plaquetas, a partir del acido araquidonico sintetizan tromboxano A2. °

Al principio, las interleucinas y algunos componentes inflamatorios como la histamina,
liberada por los mastocitos; las quininas que son polipéptidos presentes en el plasma en
forma de zimdgeno las cuales son activadas al iniciar el proceso inflamatorio; asi como los
leucotrienos y las prostaglandinas, promueven la vasoconstriccion como ayuda a la
hemostasia y luego, propician la permeabilidad vascular para que el plasma sanguineo y los
leucocitos migren hacia el area lesionada produciendo hinchazén y dolor. Otras funciones

conocidas de las prostaglandinas y los leucotrienos son la capacidad que tienen de atraer y

12
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activar a otros leucocitos, asi como la de aumentar la sensibilidad de los receptores del dolor
a la bradiquinina (quinina). 37

El tromboxano A2 sintetizado por las plaquetas estimula la vasoconstriccion durante la
hemostasia y genera la secrecion del contenido de los granulos plaquetarios. Los granulos
alfa de las plaquetas liberan factor de crecimiento 1 tipo insulina (IGF-1), factor a de
transformacion de crecimiento (TGF-a), factor 8 de transformacion de crecimiento (TGF-B) y
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), los cuales tienen entre sus funciones

atraer gldbulos blancos y fibroblastos al sitio de la herida. 234

Neutréfilo

Célula endotelial

Rodamiento

l

Adhesion

l

Paso entre las células
endoteliales

Referencias:

8 selectinas de las
células endoteliales

. Integrinas de los
neutréfilos

Figura 2. 2. Migracién de los glébulos blancos.

Las células endoteliales danadas liberan interleucinas (IL-1 e IL-8), induciendo la
expresion de receptores de integrina en ellas mismas asi como la formacién de integrina en
las membranas celulares de los linfocitos, quienes han sido atraidos en parte por la
presencia en el medio por algunos mediadores proinflamatorios. Moléculas conocidas como
selectinas, las cuales se encuentran en las membranas de las células endoteliales, se pegan
a hidratos de carbono de la superficie de los linfocitos haciéndolos rodar a lo largo de la
superficie endotelial hasta llegar a los receptores de integrina en donde se fijan para

finalmente llegar al liquido intersticial del tejido lesionado. 2 7 (Fig. 2. 2)

13
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La presencia de las células inflamatorias en el lugar de la lesién aumenta la demanda
metabdlica, por lo que se observa una disminucién en la presion parcial de oxigeno y un
aumento de dioxido de carbono y lactato; éste ultimo en particular desempefia una parte
importante durante la sintesis de colageno. Estas condiciones persisten durante toda la
reparacion y junto con otros estimulantes como la fibrina, dirigen a los leucocitos, sobre todo
a los macréfagos para que liberen citocinas, factores de crecimiento, sustancias
quimioatrayentes y lactato, que contribuiran y regularan la consecuente reparacion del tejido,
por lo que se deduce que los macréfagos asumen un papel dominante en la sintesis de
moléculas de cicatrizacién conforme caen las sefales de reparacion de tejido mediadas por

la coagulacion. 37

2.2.2. Fibroplasia.

Los fibroblastos y las células endoteliales son la ultimas poblaciones que infiltran la herida en
cicatrizacion; el factor mas quimiotactico para fibroblastos es el PDGF. Los fibroblastos
reclutados necesitan proliferar y luego activarse para realizar su principal funcion de sintesis
y remodelacion de la matriz. 4

La fibroplasia (replicacion de fibroblastos) es estimulada en un principio por los
factores liberados por las plaquetas como el PGDF, el IGF-1 y el TGF-B y después por los
factores de crecimiento liberados por los macrofagos y los fibroblastos en la herida. Entre los
factores de crecimiento y las citocinas involucrados en la replicacién de los fibroblastos se
encuentran el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el IGF-1, el factor de crecimiento
endotelial (VEGF); las interleucinas IL-1, IL-2, IL-8, ademas de los factores PDGF, TGF- q,
TGF-Byel TNF-a. 47

Las células endoteliales también proliferan en forma extensa durante esta fase de la
cicatrizacion, estas células migran, se replican y forman nuevos capilares bajo la influencia

de citocinas y factores de crecimiento como TNF- a, TGF- B y el VEGF. 4

2.2.3. Deposito de matriz. Caracteristicas estructurales del colageno.

Los fibroblastos recién replicados secretan el colageno y los proteoglucanos de la matriz del
tejido conectivo que unen los bordes de la herida. El coladgeno es una proteina fibrosa y es la

mas abundante en el cuerpo. ’
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La estructura primaria del colageno es una cadena de aminoacidos levogira que
corresponde generalmente a la repeticion de un tripéptido Gly-X-Y, donde X es a menudo
Prolina (Pro) e Y es a menudo 4-Hidroxiprolina (4-Hyp); éste ultimo es un aminoacido
derivado de la prolina que se encuentra raramente en proteinas distintas al colageno; juega
un papel esencial en el plegamiento del colageno y en el mantenimiento de su estructura. & °

Se ha deducido que la estructura secundaria del colageno es una cadena polipeptidica
conformada por tres de estas hélices levdgiras, las cuales se enrollan entre si de forma
dextrogira. A éstos entramados supramoleculares se les denomina moléculas de
tropocolageno. 89 (Fig. 2.3)

Las hélices que conforman las moléculas de tropocolageno se encuentran unidas por
enlaces covalentes poco habituales en los que intervienen residuos de Lisina (Lys) e

Hidroxilisina (HyLys) presentes en algunas posiciones X o Y. °

N

Gly

Pro

Hidroxiprolina

Gly

Pro

Hidroxiprolina

a) b) ) d) e)

Figura 2. 3. a), b) y ¢) La secuencia repetitiva tripeptidica Gly-X-Pro o Gly-X-Hyp adopta una estructura
helicoidal levégira con tres residuos por vuelta. d) Tres de éstas hélices (mostradas aqui en verde, azul y rojo)
se enrollan entre si en forma dextrégira, éste entramado se denomina tropocolageno. e€) Modelo de esferas de

tropocolageno.

La sintesis de colageno no es una prioridad constitutiva de los fibroblastos, pero debe

sefalarse. Los mecanismos que regulan la estimulacién y sintesis de colageno son
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multifactoriales e incluyen factores de crecimiento como el TGF-3 e IGF-1, asi como entradas
metabdlicas de acumulacion de lactato en el medio extracelular, los cuales favorecen la
transcripcion de genes para la sintesis de colageno. 37

El aumento de RNAm para colageno da lugar a un incremento de la proteina en el
interior de los fibroblastos, pero esto no es suficiente para aumentar el depdsito de colageno
en la lesion ya que el colageno no puede transportarse desde la célula hacia el espacio
extracelular hasta que algunas de sus prolinas y lisinas son hidroxiladas. El derivado de la
hidroxilacion de la prolina (4-Hidroxiprolina), como se explicd anteriormente, juega un papel
esencial en el plegamiento del colageno y en el mantenimiento de su estructura. 39

En la reaccion de hidroxilacion de la prolina, que realiza la dioxigenasa prolil
hidroxilasa, un atomo de oxigeno se inserta en determinadas prolinas del colageno en la
presencia de acido ascorbico (Vitamina C), hierro y a-cetoglutarato; mientras que la lisil
hidroxilasa, hidroxila algunas lisinas del colageno y prepara las condiciones para la unién
cruzada ulterior entre las hélices y moléculas de colageno para dar lugar a fibrillas de
tropocolageno las cuales pueden ser liberadas al medio extracelular para ser finalmente
depositadas en la lesion. 4

Los glucosaminoglucanos comprenden una gran porcion de la sustancia fundamental
que compone el tejido de granulacion y rara vez se encuentran libres por lo que comunmente
estan acoplados a proteinas para formar proteoglucanos. Los principales
glucosaminoglucanos que se encuentran en heridas son el dermatan y el sulfato de
condroitina; éstos compuestos son sintetizados por los fibroblastos y su concentracion

aumenta mucho durante las tres primeras semanas de la cicatrizacion. 4

2.2.4. Angiogénesis.

La angiogénesis se vuelve visible alrededor de los cuatro dias después de la lesién, pero
inicia antes, de forma simultanea con la fibroplasia. Como se mencion6é anteriormente
durante la fibroplasia también proliferan las células endoteliales las cuales estructuran los
vasos sanguineos y participan en la formacion de nuevos capilares. 3

En las heridas que cierran de forma primaria, los brotes de vasos se encuentran y se

fusionan con las contrapartes que migran del otro lado de la herida, estableciendo el flujo
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sanguineo por toda la herida; mientras que en las heridas que se dejan abiertas, los capilares
que apenas se estan formando se conectan con capilares adyacentes que migran en la
misma direccion, y se forma tejido de granulacion. Este tejido se caracteriza por ser de
aspecto rojizo, granuloso, humedo y al microscopio muestra estar compuesto por nuevo
colageno, vasos sanguineos, fibroblastos y células inflamatorias, en especial macréfagos. > 4

Diversos factores de crecimiento y citosinas (TNF- a, TGF- B y el VEGF) estimulan la
angiogénesis, pero los experimentos en animales indican que los estimulantes angiogénicos
dominantes en las heridas se derivan en primer lugar de las plaquetas y después de los

macrofagos. 3 6

2.2.5. Epitelizacion.

Las células epiteliales responden a muchos de los mismos estimulos que los fibroblastos y
las células endoteliales. Diversos factores de crecimiento regulan la replicacion; por ejemplo,
el TGF- tiende a evitar que las células se diferencien y por lo tanto potencia la mitogénesis;
el TGF-a es un mitégeno de célula epitelial. 3 4

El proceso inicia en el transcurso de un dia y se observa como un engrosamiento de la
epidermis en el borde de la herida, la mitosis se da a unas cuantas células de distancia de
éste borde. Las nuevas células se desplazan sobre las células del borde y hacia la zona no
cicatrizada, tal vez atraidas por un factor de crecimiento o citocina, y se fijan en el primer
lugar no epitelizado formando un nuevo borde en la herida. La baja concentracion de oxigeno
en la zona estimula a las células del epitelio a producir mas TGF-B para favorecer la mitosis.
3

Una vez que el defecto se cubre, las células epiteliales pierden su aspecto aplanado y
adquieren una forma mas cilindrica; las capas del epitelio se reestablecen y al final la capa
superficial se queratiniza. La epitelizacion y la diferenciacién se ven favorecidas cuando las
heridas se mantienen humedas en la superficie; esto puede deberse a que el exudado de las
heridas no infectadas contiene factores de crecimiento y lactato, condiciones que recapitulan

el ambiente de crecimiento y diferenciacion celular. 37
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2.2.6. Remodelaciéon y Contraccion de la herida.

Como se mencion6 anteriormente, los fibroblastos reemplazan la matriz extracelular de
fibrina provisional con colageno en un patron que es mucho mas fortuito que el normal,
dejando cicatrices débiles y endebles. La remodelacién de la cicatriz se caracteriza por una
reorganizacion de éste tipo de colageno provisional, éste proceso es catalizado por
colagenasas (metaloproteinasas) secretadas por fibroblastos y leucocitos, de tal forma que
existe un equilibrio entre la colagendlisis y su reorganizacion. 4

Tanto la cantidad como la calidad del colageno recién depositado determinan la fuerza
y la integridad mecanica de una herida; la formacién de fribillas y el enlace cruzado de las
mismas disminuye la solubilidad del colageno e incrementa la fuerza y la resistencia a la
degradacion enzimatica de la matriz de colageno. Tanto la sintesis como la lisis del colageno
estan controladas de modo estricto por citocinas y factores de crecimiento; por ejemplo, el
TGF-B estimula la sintesis de inhibidores tisulares de metaloproteinasa. * *

Todas las heridas experimentan cierto grado de contraccidon; durante el recambio
rapido las heridas suelen obtener fuerza y durabilidad, pero estan vulnerables a la
contraccion o el estrechamiento. Se postula que los miofibroblastos son las principales
células que producen la contraccion, éstas células son un fenotipo especializado que se
diferencia de los fibroblastos en que poseen una estructura citoesquelética compuesta
generalmente por actina de musculo liso que le confiere capacidad contractil a la célula
misma y por lo tanto al tejido cicatrizado. Algunos estudios han demostrado que los
miofibroblastos depositan actina en la cicatriz durante la etapa de remodelacién bajo la
influencia del factor de transformacion de crecimiento p-1(TGF-1), el cual es una isoforma
del TGF-B. 0.1

Por lo general, los factores de crecimiento en la cicatrizacion obedecen a controles
basicos y la cicatrizaciéon se detiene en un punto adecuado; en condiciones normales, los
estimulos que promueven la liberacién de factores de crecimiento y citocinas parecen ser la
hipoxia y la acidosis lactica locales, cuando estos estimulos desaparecen a medida que

madura la nueva microcirculacion, se detiene la cicatrizacion. 3
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2.3.FACTORES QUE INTERFIEREN EN EL PROCESO DE CICATRIZACION.

Existen multiples factores que interfieren con el proceso de cicatrizacion; en términos
generales, los factores que influyen en la reparacion del tejido después de una lesion se
pueden clasificar en locales y sistémicos. Los factores locales son los que influyen
directamente con las caracteristicas de la propia herida, mientras que los factores sistémicos
son todos aquellos que tienen relacidon con el estado general de salud del individuo los cuales
afectan su capacidad de cicatrizacion. Muchos de estos factores estan relacionados, y los
factores sistémicos actuan a través de los factores locales afectando la cicatrizacion de las

heridas; a continuacion se describiran algunos de los mas importantes. 12

2.3.1. Factores locales.

2.3.1.1. Oxigenacion.

El oxigeno es importante para el metabolismo celular especialmente para la produccion de
energia a partir ATP y es esencial para casi todas las etapas de la cicatrizacion, por ejemplo,
la produccidén de superéxido por parte de los leucocitos es dependiente de los niveles de
oxigeno, ésta molécula contribuye a evitar que las heridas se infecten, ademas la sintesis
optima de colageno requiere oxigeno ya que actua como cofactor en las etapas de
hidroxilacion de la prolina y la lisina. 4 12

Aunque al inicio de la cicatrizacion la hipoxia promueve la fibroplasia, la angiogénesis
y la transcripcion de genes para la sintesis de colageno; en aquellas heridas en donde no se
reestablece la oxigenacion se observa un incremento en el riesgo de infeccion. Se ha
observado que las heridas en tejidos bien vascularizados cicatrizan mas rapido y son
notablemente resistentes a la infeccion. 4 7 12

Los principales factores que afectan el aporte local de oxigeno incluyen hipoperfusion
por razones sistémicas (insuficiencia cardiaca) o por causas locales (insuficiencia arterial,

vasoconstriccion local o tensién excesiva en los tejidos). 4
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2.3.1.2. Infecciones.

Una vez que la piel se lesiona, los microorganismos que normalmente se encuentran en la
superficie de la piel tienen acceso a los tejidos subyacentes y al torrente sanguineo, no
obstante, la mera presencia de bacterias en una herida no constituye una infeccion, para
mayor claridad los autores diferencian entre contaminacidn, colonizacion e infeccion.
Contaminacion es la presencia de bacterias sin multiplicacién, colonizacion se refiere a la
multiplicacion sin respuesta del hospedador e infeccion implica una respuesta del
hospedador como reaccion a la presencia de microorganismos y su multiplicacion. 4

Las infecciones pueden originar cierres deformantes, desagradables o tardios, debido
a que la presencia de microorganismos patdogenos en la herida prolonga la respuesta
inflamatoria del paciente. La inflamacién es un proceso normal de la cicatrizacién de heridas
y es importante para la eliminacion de microorganismos contaminantes, sin embargo, ésta
etapa puede extenderse como consecuencia de una eliminacién incompleta de dichos
microorganismos.

Tanto las bacterias como las endotoxinas pueden conducir a la liberacion prolongada
de citocinas pro-inflamatorias tales como la IL-1, el TNF-a, asi como de Oxido nitrico; factores
que promueven la inflamacion local, la acumulacion de neutrdfilos y la fagocitosis. La
inflamacion prolongada conduce a una mayor sintesis de metaloproteinasas, familia de
enzimas que pueden degradar la matriz extracelular del tejido conectivo de la piel, pudiendo

generar ulceraciones. 34 14

2.3.2. Factores sistémicos.

2.3.21. Edad.
Muchos estudios realizados a nivel celular y molecular han examinado los cambios
relacionados con la edad y los retrasos en la cicatrizacibn de heridas; se reconoce
comunmente que en adultos mayores sanos, el efecto del envejecimiento provoca un retraso
temporal en la cicatrizacion de la herida, pero no representa un impedimento real en términos
de calidad en la cicatrizacion. Este retraso se asocia con una respuesta inflamatoria alterada,

como consecuencia de la infiltracion tardia de linfocitos T en el area de la herida con
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alteraciones en la produccion de citocinas y la reduccidén de la capacidad fagocitica de los
macrofagos. Estudios en roedores han demostrado que en ratones ancianos existe un
retraso en las fases de epitelizacién, sintesis de colageno y angiogénesis en comparacion

con ratones mas jovenes.

2.3.2.2. Diabetes.

La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico que incrementa las tasas de infeccién e
interfiere con la cicatrizacién de las heridas; la diabetes no controlada disminuye la respuesta
inflamatoria, la angiogénesis y la sintesis de colageno. Varios estudios que han investigado
los mecanismos detras de la restauracion de la vascularizacion en las heridas diabéticas
sugieren que existe una disminucion de VEGF y de factor de crecimiento pro- angiogénico en
las heridas. 415

Segun estudios de heridas en animales diabéticos experimentales, la insulina
reestablece la sintesis de colageno y la formacion de tejido de granulacion, si se administra
durante las fases tempranas de la cicatrizacion. En pacientes diabéticos, varias funciones
celulares alteradas se encuentran relacionadas con el fracaso en la cicatrizacién de heridas,
por ejemplo, existen defectos en la quimiotaxis de leucocitos a la zona de la herida asi como
en la capacidad fagocitica de los macrofagos; del mismo modo suelen describirse defectos

en la proliferacion de fibroblastos y las células epidérmicas. 6 17

2.3.2.3. Medicamentos.

Los medicamentos que interfieren con la formacion de coagulos o la funcion plaquetaria, la
respuesta inflamatoria y la proliferacion de células tienen la capacidad de afectar la
cicatrizacion de las heridas. 4 12

Los glucocorticoides son farmacos antiinflamatorios, antialérgicos e inmunosupresores
derivados del cortisol o hidrocortisona; su uso prolongado interfiere con el proceso
inflamatorio por lo que inhiben la repuesta inmune, dando como resultado un aumento en el
riesgo de infeccidn en la herida, ademas inhiben la proliferacién de fibroblastos, asi como la

sintesis de colageno.? 4 12
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Los farmacos quimioterapéuticos estan disefiados para inhibir el metabolismo celular y
la divisién celular; estos medicamentos inhiben la sintesis de ADN y ARN, por lo que también
inhibe la sintesis de proteinas lo cual resulta en la disminucién de la fibroplasia, la
angiogénesis, la sintesis de colageno asi como la formacion de matriz para regenerar el

tejido conectivo de la piel. 12

2.3.2.4. Nutricion.

El consumo nutricional deficiente altera de modo notable muchos aspectos de la cicatrizacion
de heridas; aunque la interaccion completa de la nutricion y la cicatrizacion de heridas aun no
se comprende a plenitud, se han realizado estudios que pueden ayudar a desarrollar
intervenciones nutricionales especificas para heridas y contribuir con su sanacion.

En un estudio, roedores experimentales alimentados con una dieta de 0 a 4% de
proteinas experimentaron un deterioro del depdsito de colageno con disminucién secundaria
en la fuerza de rotura de la herida de la piel y la fascia, y un incremento en las tasas de
infeccion de heridas. La induccién de estados deficientes de energia al proporcionar sélo el
50% del requerimiento calérico normal produce una disminucién en la formacién de tejido de
granulacidon y en el depdsito de proteinas de matriz en ratas. El ayuno agudo en ratas
deteriora mucho la sintesis de colageno, el cual esta asociado con una disminucion de
RNAm para la sintesis de colageno. '@

Las vitaminas que se vinculan mas de cerca con la cicatrizacion de la herida son la Cy
la A. Desde el punto de vista bioquimico la vitamina C se requiere para la conversiéon de
prolina y lisina en hidroxiprolina e hidroxilisina, respectivamente. Asimismo la deficiencia de
vitamina C esta asociada a una mayor incidencia en la infeccion de las heridas; se cree que
estos efectos se deben al deterioro de la funcién de los neutrdfilos, disminucion de la
actividad del complemento y reduccion del aislamiento de bacterias, secundaria al depésito
insuficiente de colageno. 4

La vitamina A aumenta la respuesta inflamatoria en la cicatrizacion de la herida, tal vez
al incrementar la labilidad de las membranas lisosomicas; se observa un mayor ingreso de
macrofagos, con aumento de su activacion y sintesis de colageno; ademas eleva en forma

directa la produccion de colageno y de receptores del factor de crecimiento epidérmico
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cuando se afiade in vivo a fibroblastos cultivados. Ademas los complementos de vitamina A

pueden revertir los efectos inhibidores de los corticoesteroides en la cicatrizacion de heridas.
19, 20

2.3.2.5. Alcoholismo y Tabaquismo.

Experimentos realizados en roedores demostraron que una exposicion aguda al etanol puede
dar lugar a la alteracion de la cicatrizacién de heridas al interferir con la respuesta
inflamatoria, ademas de inhibir los procesos de epitelizacion, angiogénesis y la produccion de
colageno en la herida. 2

Asi mismo, los pacientes fumadores después de cualquier tipo de cirugia, muestran un
retraso en la cicatrizacion de heridas y un aumento en una variedad de complicaciones tales
como infeccion, rotura de la herida, necrosis y una disminucion en la resistencia a la traccion
de las heridas. 1% 2

La mayoria de los estudios se han centrado en los efectos que ejercen la nicotina, el
monoéxido de carbono y el cianuro de hidrogeno del humo del tabaco, sobre el proceso de
cicatrizacion. Con ello se ha demostrado que la nicotina puede causar disminucién del flujo
sanguineo en el tejido a través de los efectos vasoconstrictores que provoca, por lo que
interfiere con el suministro de oxigeno induciendo isquemia tisular, también aumenta la
viscosidad de la sangre debido a que genera una disminucién en la actividad fibrinolitica y
provoca un aumento de la adhesividad plaquetaria. EI mondxido de carbono en el humo del
cigarrillo también causa hipoxia tisular debido a que éste se une fuertemente a la
hemoglobina con una afinidad 200 veces mayor que el oxigeno, lo que resulta en una
fraccion disminuida de hemoglobina oxigenada en la sangre (hipoxia); el cianuro de
hidrogeno tiene un efecto similar a la provocada por el monédxido de carbono, ya que también
se une a la hemoglobina con una afinidad mayor que la que presenta el oxigeno,

aumentando el estado de hipoxia en el tejido lesionado. % 2. 22
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2.4.TIPOS DE CICATRICES

La cicatriz cutanea se define como la alteracion macroscopica de la estructura y funcién
normales de la piel, originada por la aparicion de tejido dérmico fibroso de reemplazo, que se
desarrolla tras la curaciéon de un traumatismo, quemadura o herida quirurgica.

En condiciones normales, una vez finalizado el proceso de curacion, la elevacion de la
cicatriz no debe divergir de la piel circundante. Las alteraciones en las fases del proceso de
cicatrizacion pueden determinar la aparicion de heridas cronicas o cicatrizacidon excesiva,

ésta ultima puede ser tan importante en términos clinicos como la falta de cicatrizacion.

2.4.1. Ulceras cicatriciales.

Las ulceras cicatriciales se caracterizan por la presencia de una ulceracién en el centro de
la herida debida a fendmenos isquémicos producidos por el estrangulamiento de los vasos
como consecuencia de la fibrosis cicatricial profunda y periférica; el epitelio superficial no
consigue cubrir la herida o es fragil y se ulcera ante agresiones minimas, pueden aparecer
en heridas profundas y de gran tamafio que curan por segunda intencion, en su evolucién

torpida puede inducir fendmenos degenerativos pareciendo un carcinoma epidermoide. 23

2.4.2. Cicatrices atroficas.

Las cicatrices atréficas se generan tras la destruccion del colageno dérmico, aparecen
cuando se produce una formacion insuficiente de tejido conectivo por una desorganizacion
del proceso de curacion; se caracterizan por ser cicatrices planas y deprimidas por lo general
son pequenas, a menudo redondas y suelen surgir tras un proceso como puede ser el acné o

la varicela. 23

2.4.3. Cicatrices normotroficas.

Las cicatrices normotroficas se producen cuando la cicatriz no ha madurado

completamente y curan en general con contraccién de tejido, aparecen tras heridas de gran
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tamafo y secundarias a quemaduras en las articulaciones o pliegues de la piel, suelen ser

incapacitantes y disfuncionales. 23

2.4.4. Cicatrices hipertréficas (HTS).

Las cicatrices hipertroficas se desarrollan por encima del nivel de la piel (rara vez se elevan
mas de 4mm), permanecen dentro de los confines de la herida original. Se desarrollan en el
transcurso de cuatro semanas del traumatismo y el riesgo aumenta si la epitelizacion
requiere mas de 21 dias sin importar el sitio, la edad y raza. Por lo general ocurren en areas
de tensién y superficies flexoras, que tienden a encontrarse en angulos rectos como las
articulaciones o pliegues cutaneos. 4

Histolégicamente muestran un incremento del grosor de la epidermis, hay abundancia
de colageno y depdsito de glucoproteinas. La piel normal tiene haces de colageno nitidos, la
mayor parte paralelos a la superficie epitelial, con uniones aleatorias entre los haces
mediante cadenas fibrilares finas de colageno. En las HTS los haces de colageno son mas

planos, mas aleatorios y las fibras se encuentran en un patrén ondulado. 2*

2.4.5. Queloides.

Los queloides se definen como cicatrices que se forman por arriba del nivel de la piel y
crecen mas alla de los confines de la herida original, rara vez remiten de manera
espontanea; ocurren con una frecuencia 15 veces mayor en individuos de piel oscura, asi
como en individuos de etnias africanas, hispanas y asiaticas. 4 24

Histologicamente, los queloides casi no tienen haces de colageno y las fibras se unen
de manera aleatoria en hojas laxas con una orientacion desordenada respecto al epitelio, las
fibras de colageno son mas grandes y gruesas, y por lo general no existen miofibroblastos. 24

Los fibroblastos queloidales tienen parametros de proliferacion normales, pero
sintetizan colageno a un indice 20 veces mayor del que se observa en fibroblastos dérmicos
normales y tres veces mas alto que los fibroblastos derivados de las HTS. Esta perturbacion

de la actividad de sintesis de colageno se debe a que tanto los fibroblastos de los queloides
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como los fibroblastos de las cicatrices hipertroficas (HTS) responden a concentraciones mas
bajas de TGF-B, comparandose con los fibroblastos normales de la dermis. 4 25

Los mecanismos que originan las HTS y los queloides se desconocen, sin embargo, la
formacion de éste tipo de cicatrices esta siempre precedida de una prolongacion y/o
exageracion de la fase inflamatoria de la cicatrizacion, por lo que cualquier mecanismo
(tensidn mecanica, irritacion, infeccion) que promueva el aplazamiento de la respuesta
inmune/inflamatoria pueden conducir a la produccién de concentraciones anormales de
citocinas profibréticas, lo que se traduce en un aumento de sintesis de matriz extracelular, lo

cudl es la base en la fisiopatologia de éstos desérdenes. 27

2.5.PLANTAS MEDICINALES

Si bien la medicina moderna esta bien desarrollada; grandes sectores de la poblacién de los
paises en desarrollo todavia dependen del uso de plantas medicinales y los medicamentos
herbarios para resolver sus problemas de salud. El interés por las plantas medicinales y el
reconocimiento de su valor farmacéutico ha aumentado en los paises industrializados, debido
a la importancia que éstas han adquirido en la investigacion farmacoldgica y el desarrollo de
medicamentos, no solo porque los constituyentes de éstas plantas se usan directamente
como agentes terapeéuticos sino también como materiales de base para la sintesis de
medicamentos o0 como modelos para compuestos farmacologicamente activos. 22

De acuerdo a la OMS (1978) una planta medicinal se define como cualquier especie
vegetal que en uno 0 mas de sus 6rganos contiene sustancias que pueden ser empleadas
para propositos terapéuticos o cuyos principios activos pueden servir de precursores para la
sintesis de nuevos farmacos. La OMS promovio el estudio de las plantas medicinales como
fuente de medicamentos dentro del programa “Salud para todos” en el afio 2000, donde se
concertd impulsar la documentacion y evaluacion cientifica de las plantas utilizadas en la
medicina tradicional, estableciéndose que las practicas peligrosas se eliminarian y solo se
promovera lo que fuese seguro y eficaz, ya que el hecho de que los principios activos de las
plantas medicinales sean de origen natural no significa siempre que sean inocuos. 2

En México las plantas medicinales han formado parte importante de la historia y

cultura de los pueblos indigenas; el uso y aplicacidon de estos remedios constituyen un
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conocimiento que aun se transmite de generacion en generacibn como parte de una
tradicidn, sin embargo, no se cuenta con estudios suficientes para comprobar la eficacia de
las plantas utilizadas para fines medicinales ni de los remedios derivados de éstas. Tal
situacion representa un problema en el sector salud debido a que gran parte de la poblacion
que tiene acceso limitado o nulo a la atencién médica y medicamentos, continua haciendo
uso de remedios herbolarios con base solo en conocimientos empiricos.

Las plantas tienen la capacidad de sintetizar una amplia variedad de compuestos
organicos, la mayoria de ellos son metabolitos secundarios, de los cuales al menos 12 000
han sido aislados, lo que es equivalente a menos del 10% del total. En muchos casos, estas
sustancias sirven como mecanismos de defensa para las plantas contra microorganismos
nocivos, insectos y herbivoros; algunos de estos componentes estan relacionados con las
propiedades farmacoldgicas atribuidas a las plantas medicinales. 3°

Entre los componentes fitoquimicos con acciones farmacolégicas que pueden mejorar
o favorecer el proceso de la cicatrizacion se encuentran algunos componentes fendlicos
como los acidos fendlicos y los flavonoides, los cuales han mostrado tener efectos
antimicrobianos; algunos flavonoides ademas de tener efectos antimicrobianos también
tienen actividad inhibidora sobre enzimas como la lipooxigenasa, las ciclooxigenasas y la
sintasa de 6xido nitrico inducible, enzimas que regulan la respuesta inflamatoria, por lo que
los flavonoides son considerados como agentes antiinflamatorios; asimismo algunos
triterpenos (compuestos constituidos por varias unidades de isopreno), ademas de mostrar
actividad antimicrobiana y antiinflamatoria también se les ha relacionado con la estimulacién

de la sintesis de glucosaminocanos y colageno en estudios hechos en ratas. 30 3

2.5.1. La Centella asiatica y el Madecassol.

La busqueda y el aislamiento de nuevos principios activos a partir de plantas medicinales ha
proporcionado herramientas firmes para el progreso de la farmacologia; ciencia en la que la
farmacognosia ha contribuido con el desarrollo de nuevos farmacos a partir de principios
activos de origen vegetal o fitoquimicos, mismos que como se menciond con anterioridad,

sirven de base para el desarrollo de nuevos medicamentos.
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Un ejemplo de ello es la Centella asiatica, planta utilizada en las medicinas
tradicionales asiaticas y africanas por sus propiedades cicatrizantes, analgésicas,
antimicrobianas y antivirales. Esta planta pertenece a la familia Apiaceae, es originaria de la
zona tropical del océano indico (India, China, Indonesia, Australia, Srilanka, Madagascar,
Africa del Sur). Se trata de una planta perenne, herbacea, polimorfa de aproximadamente
20cm de altura con hojas en forma de rifidn; las inflorescencias (de tres a seis flores sésiles)
son de color rojizo aunque algunas variedades pueden ser blanquecinas (Fig. 2.4); a dicha
planta se le han comprobado varias propiedades farmacoldgicas asociadas con la
aceleracion y mejora del proceso de cicatrizacion, basadas en experimentos in vivo, tales
como el aumento de hiperplasia celular y la produccidon de colageno en lesiones realizadas
en roedores, asi como el aumento de los niveles de tejido de granulacion, proteinas y
colageno total; dichos procesos son de vital importancia durante el proceso de cicatrizacion

de las heridas. 32

Fig. 2. 4. Centella asiatica con inflorescencias blanquecinas.

Entre los componentes con actividad farmacolégica que han sido identificados de
Centella asiatica se encuentran compuestos triterpénicos como el acido asiatico, el acido
asiaticosido y el madecasico; ademas de algunos flavonoides como el kampferol y la
quercetina. El Madecassol es un farmaco cuyo principio activo es el extracto de las hojas de
Centella asiatica, el cual es utilizado como cicatrizante en presentaciones farmacéuticas

semisdlidas y en polvo de aplicacion topica con concentraciones que van del 1 al 2%. 32 33
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2.5.2. Oenotherarosea.

Oenothera rosea es una hierba perenne de 10 a 15 cm de alto, con hojas elipticas de bordes
enteros o denticulados, de floraciones rosadas o lilas con pétalos de 5 a 10 mm de longitud;
usualmente es conocida como “hierba del golpe”. (Fig. 2. 5) La infusidbn acuosa de ésta
planta es usada para aliviar dolores hepaticos y problemas renales; también es frecuente su
uso como antiinflamatorio, desinfectante y cicatrizante en afecciones de la piel; en estos
casos se utiliza el cocimiento o la infusidn de manera local como cataplasmas, emplastos o

en lavados, aunque en ocasiones se emplee de ambas formas. 34 3

Fig. 2.5. Oenothera rosea.

Por tales motivos es que ésta planta ha sido objeto de estudio y se ha demostrado que
posee acidos fendlicos, flavonoides como la miricetina, la quercetina y el kaempferol; ademas
de antocianinas como la cianidina, éstos componentes fitoquimicos suelen asociarse a
efectos farmacolégicos en algunas plantas medicinales como los descritos al inicio de ésta
seccion. 2936

Ademas se han realizado estudios para evaluar su efecto antiinflamatorio mediante el
modelo del granuloma en ratas wistar, asi como el efecto antibacteriano en Escherichia coli,
Salmonella enteritidis y Vibrio cholerae, en donde los resultados mostraron que tanto el
extracto acuoso y metandlico de la planta lograron disminuir e inhibir significativamente el

proceso inflamatorio y el desarrollo bacteriano, respectivamente. 3738
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Las plantas medicinales en México forman parte importante de la historia y cultura del
pais; el uso y aplicacion de los remedios herbolarios constituyen un conocimiento que aun se
transmite de generacion en generacion como parte de una tradicidon; sin embargo, no se
cuenta con estudios suficientes que comprueben la eficacia de gran parte de las plantas

utilizadas para fines medicinales ni de los remedios derivados de éstas.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversos factores afectan el proceso de cicatrizacion de las heridas; por ejemplo, dicho
proceso se ve considerablemente afectado por factores como la irrigacion sanguinea y la
provision de oxigeno, los cuales determinan la resistencia de la herida a una posible
infeccion. En algunos individuos el proceso de reparacion tisular resulta alterado, generando
complicaciones en las que la cicatrizacion se extiende mas alla de los limites de la herida
original, o bien, se generan heridas cronicas que conducen a la ulceracion del tejido. Por ello,
el hallazgo y estudio de agentes que puedan favorecer el proceso de cicatrizacién es de vital
importancia.

El uso de plantas medicinales para el tratamiento de diferentes patologias sigue
siendo una alternativa para atender los problemas de salud primarios entre la poblacién
mundial. Diversos productos derivados de plantas han mostrado tener un resultado favorable
en el tratamiento de heridas; por ejemplo, el proceso de cicatrizacion se ha visto beneficiado
por constituyentes fitoquimicos como los acidos fendlicos y los flavonoides, los cuales
poseen efectos antimicrobianos y antiinflamatorios; asimismo algunos triterpenos, ademas de
tener tales efectos, han mostrado promover la sintesis de matriz extracelular la cual sustituira
el tejido danado en una lesion.

El uso principal de Oenothera rosea abarca el tratamiento de diversos padecimientos o
lesiones que se manifiestan en la piel; la infusion o el cocimiento de esta planta suele
utilizarse de forma oral o local como antiinflamatorio, aunque también es comun su uso como
desinfectante y cicatrizante. Se han realizado estudios que comprueban la presencia de
flavonoides y acidos fendlicos en O. rosea; también se han realizado experimentos para
evaluar el efecto antiinflamatorio asi como el efecto antibacteriano sobre algunas

enterobacterias, pero aun no hay estudios que demuestren la actividad cicatrizante de O.
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rosea, asi como tampoco existen estudios que extiendan la evaluacion antimicrobiana de la
planta sobre microorganismos distintos a las enterobacterias; por lo tanto, nos hemos

planteado la siguiente pregunta:

¢ El extracto acuoso de Oenothera rosea mostrara actividad cicatrizante, asi como actividad

antimicrobiana sobre cepas de Staphylococcus aureus, Candida albicans y Escherichia coli?

4. HIPOTESIS

Con base al conocimiento empirico y a la evidencia experimental que indica que Oenothera
rosea posee componentes fitoquimicos los cuales pueden ser los responsables de que el
extracto acuoso y metandlico de la planta muestre propiedades antibacterianas y
antiinflamatorias; se espera que el extracto acuoso de Oenothera rosea presentara efecto
cicatrizante sobre lesiones expuestas realizadas en ratones macho CD1, asi como actividad
antimicrobiana in vitro sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus, Candida albicans y

Escherichia coli.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General:

Evaluar la actividad cicatrizante y antimicrobiana del extracto acuoso de Oenothera rosea.

5.2. Objetivos Particulares:

« Determinacion de Hidroxiprolina en el tejido cicatrizado de los ratones CD1.

o Evaluar la actividad antibacteriana del extracto acuoso de Oenothera rosea en cepas
de Escherichia coliy Staphylococcus aureus.

o Evaluar la actividad antimicética del extracto acuoso de Oenothera rosea en una cepa
de Candida albicans.

¢ Determinacion de Nitritos en el suero de los ratones.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1.Diseno (Tipo de estudio).

Experimental.

6.2.Universo (Poblacién o muestra).

18 Ratones macho CD1.

6.3.Variables.

6.3.1. Variable independiente:

Madecassol®

Tratamiento {Vaselina

Unguento al 4% del extracto acuoso de O. rosea

6.3.2. Variables dependientes:

Diametro inicial y final de las lesiones.

Cantidad de Hidroxiprolina en los tejidos.

Cantidad de Nitritos en suero.

Diametro de la zona de inhibicion.

6.4.Técnicas.

6.4.1. Obtencion del Extracto acuoso de Oenothera rosea.

Material:
Material de laboratorio
Matraz Erlenmeyer 2L
Vaso de precipitados 100mL
Gasa no estéril
Papel filtro
Mortero con pistilo

Equipo e Instrumentos Reactivos

Balanza granataria OHAUS Agua destilada
Balanza analitica ADAMS 100g de O. rosea seca
Rotavapor RE300 Yamato

Bomba de vacio Koblenz

Estufa ShelLab

32



Evaluacion del efecto cicatrizante y antimicrobiano del extracto acuoso de Oenothera rosea.

Procedimiento:

Se pesaron 106g de la planta completamente seca; los cuales fueron molidos con agua hasta
completar 1.5L. La infusion resultante se dejé reposar durante 5 dias, durante éste tiempo
dicha mezcla se conservo en refrigeracion.

Pasado éste tiempo, se procedié a filtrar la mezcla por gravedad sobre una malla de
gasa con la finalidad de remover el material fibroso; al liquido obtenido se le filtré
nuevamente al vacio sobre papel filtro; luego se procedid a destilar a presion reducida en un
rotavapor marca Yamato a una temperatura de 50° C.

Una vez eliminada la mayor cantidad de agua y ya que el extracto tuvo un aspecto
viscoso, se detuvo la destilacion. El producto viscoso fue removido del matraz bola para
colocarlo en un vaso de precipitados; en donde se dejé secar dentro de una estufa a una
temperatura de 37°C.

Cuando el extracto se secd completamente, éste fue desprendido de las paredes del
vaso para colocarlo en un mortero, en donde los grumos fueron molidos para finalmente
pesar el polvo resultante. Se calcul6 el rendimiento del proceso, obteniéndose 13.1326g de
extracto seco equivalentes a un 12.38% de rendimiento.

Nota: El ejemplar de Oenothera rosea utilizado en este trabajo, fue autentificado y una
muestra de dicha planta se encuentra registrada con el folio 15835 dentro del Herbario de la
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza (FESZA), UNAM.

6.4.2. Preparacion del ungiiento al 4% del extracto acuoso de Oenothera rosea.

Material:
Material de laboratorio Equipo e Instrumentos Reactivos
Vasos de precipitados 5, 10 y Balanza granataria OHAUS Vaselina
25mL Balanza analitica ADAMS Extracto acuoso de O.
Pipetas graduadas 5y 10mL Horno de microondas SONICS rosea
Varilla de vidrio Sonicador SONICS Agua destilada
Espatula
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Procedimiento:

En un vaso de precipitados de 25mL se colocaron aproximadamente 10g de vaselina, la cual
fue fundida en un horno de microondas en ciclos de sesenta segundos cuidando que la
vaselina no se proyectara.

En otro vaso de precipitados de 5mL se colocaron 400.0mg del extracto acuoso de
Oenothera rosea los cuales fueron disueltos en 2mL de agua destilada, se hizo uso del
sonicador para lograr disolver el polvo.

En otro vaso se colocaron 10mL de vaselina fundida y antes de que solidificara se
agrego la disolucidn acuosa del extracto la cual se mezclé6 con una varilla de vidrio

procurando que la composicion quedara homogénea.

6.4.3. Evaluacion del efecto cicatrizante en ratones macho CD1.

Material:

Material de laboratorio Equipo e Instrumentos Material biolégico

Sacabocado de 10mm de Microcentrifuga Z233M-2 Hermle. 18 ratones macho
diametro. Micropipeta Socorex Swiss 5-50uL CD1
Tubos Eppendorf de 2mL

Jaulas para roedores de .
Reactivos

Eter

Vaselina (Vasenol ®, Unilever)

laboratorio.
Bebederos para roedores.

| .
Guantes de latex Madecassol ® (Sanofi Aventis)

Bisturi .
Isturt Unguento al 4% del extracto acuso

Hojas para bisturi del No. 10 de O. rosea.

Puntas para micropipeta de o ont Lab Chow 5001 Purina®

10- 100pL
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Procedimiento:

Se ocuparon 18 ratones machos CD1 con un peso entre 22 y 30 gramos; los animales fueron
alimentados con Rodent Lab Chow 5001 Purina ® y agua ad libitum; el cuidado de los
animales y los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con los criterios
establecidos en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999) para el uso y cuidado de
los animales de laboratorio.

Los ratones fueron divididos en tres grupos de seis individuos; un grupo fue tratado
con Vaselina (Vasenol ® de Unilever) como control negativo; otro grupo fue tratado con
Madecassol ® en pomada (Sanofi Aventis) como control positivo, mientras que el ultimo
grupo fue tratado con el unglento al 4% de extracto, éste ultimo fue el grupo de
experimentacion.

Para realizar las lesiones se procedié a anestesiar a los ratones en una camara de
éter y posteriormente se les realizé una escision en la regién dorsal con un sacabocado de
acero inoxidable de 10mm de diametro. Los ratones permanecieron separados para evitar
que se danaran la lesion entre ellos.

Después de identificarlos de acuerdo al grupo al que pertenecian se procedié a medir
el diametro de las lesiones, dichas medidas fueron registradas. Durante 15 dias los ratones
fueron trabajados de acuerdo al tratamiento asignado haciendo uso de guantes para evitar la
contaminacion de la herida durante la aplicacidn; y diario, antes de aplicar el tratamiento se
midieron los diametros de las heridas tomando nota de las medidas realizadas.

El dia 15 los tres grupos de ratones fueron sacrificados, para esto se procedio a
anestesiar a los animales en una camara de éter y antes de que el animal muriera, se
obtuvieron muestras de sangre a partir de una incision realizada en el plexo axilar con un
bisturi; las muestras fueron almacenadas en tubos Eppendorf perfectamente identificados y
limpios para la determinacién de nitritos. Una vez obtenida la muestra se sacrificd a cada
ratbn mediante dislocacion cervical. Las muestras de sangre se dejaron coagular a
temperatura ambiente y luego se centrifugaron a 10000rpm durante cinco minutos; después
se retird la mayor parte del suero de cada muestra, las cuales fueron colocadas en nuevos

tubos Eppendorf.
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También se obtuvieron muestras del tejido cicatrizado de cada raton, esto se realizé
empleando el mismo sacabocado con el que se realizaron las heridas; las muestras de tejido
se guardaron en tubos Eppendorf para la determinacién de Hidroxiprolina.

Ambas muestras, tejido y suero, permanecieron en congelacion hasta el dia en que se

realizaron las determinaciones.

6.4.4. Determinacién de Hidroxiprolina en tejido cicatrizado.

Material:

Material de laboratorio Equipo e Instrumentos Reactivos
Probetas de 25, 50 y 100mL Balanza granataria OHAUS Acetato de sodio

Vasos de precipitados de Balanza analitica ADAMS Acido citrico
25, 50, 100, 500, 1000mL Bafio metabolico PRECISION  Acido acético glacial
Matraz aforado 1000mL Centrifuga Hamilton Bell Hidréxido de sodio
Tubos Eppendorf de 2mL Micropipeta Socorex Swiss 5- Acido perclérico
Tubos de ensaye de 50uL Metilcelosolve
plastico 12 x 75 Micropipeta Labsystems 40- p-dimetilaminobenzaldehido
Puntas 10- 100uL 200uL Cloramina-T
Puntas 100-1000uL Autoclave 4- Hidroxiprolina
Gradillas Microespectrofotometro  UV/ Acido clorhidrico
VIS Jenway 6305 Agua destilada

Preparacién de Reactivos:

e Buffer pH 6.5
Se disolvieron 120g de Acetato de Sodio, 46g de Acido Citrico, 12mL de Acido Acético y 34g
de Hidroxido de Sodio en agua destilada. Se ajusté el pH a 6.5 y se afor6 el volumen a un
litro con agua destilada.

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

de agua destilada.
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e Reactivo de Erlich
Una solucion al 20% se prepard poco antes del ensayo mediante la adicién de 100mL de
Metilcelosolve (metoxietanol) a 20g de p-dimetilaminobenzaldehido; se coloco la solucion en
un bafio maria a 60°C para disolver el polvo.

e Cloramina-T
Este reactivo fue preparado poco antes del ensayo disolviendo 1.41g de Cloramina-T en
20mL de agua destilada; posteriormente se afiadieron 30mL de metoxietanol y 50mL del
Buffer a pH 6.5.

e Solucién estandar de Hidroxiprolina
La solucion estandar de Hidroxiprolina se preparé pesando 0.2g de Hidroxiprolina estandar
los cuales fueron diluidos en 0.5mL de HCI 0.001N, la solucién se colocd en baino maria a
60° C para disolver el polvo.

Esta fue la solucién mas concentrada (Tubo A) y a partir de ésta se realizaron las siguientes

diluciones:
Tubo Dilucion Concentraciéon Hyp
A 0.2g Hyp+0.5mL HCI 0.001N 200mg
B 250uL de A + 250pL de agua 100mg
C 250uL de B + 250uL de agua 50mg
D 250uL de C + 250uL de agua 25mg
E 250uL de D + 250uL de agua 12.5mg
F 250uL de E + 250uL de agua 6.25mg
G 250uL de F + 250uL de agua 3.125mg

Tabla 6. 1. Relacion de diluciones para la determinacion de Hidroxiprolina.

Procedimiento: 3°

e Blanco
Se colocaron 50uL de agua destilada en un tubo de ensaye de plastico 12 x 75, a los cuales
se les agreg6 450uL de Cloramina-T dejando oxidar durante veinte minutos a temperatura

ambiente; posteriormente se adicionaron 450uL Acido Perclérico 3.15M dejando reposar
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cinco minutos. Después fueron afadidos 500uL del Reactivo de Erlich y se dejo incubar la
mezcla en bafio maria a 60°C durante veinticinco minutos.

Después de dejar enfriar la solucion del tubo se centrifugd a 5000 rpm durante cinco
minutos. Con ésta solucién se procedio a calibrar el microespectrofotometro a 557nm.

e Curva Estandar
Se tomaron 50uL de cada una de las diluciones preparadas anteriormente, éstos fueron
trasvasados a tubos de ensaye de plastico 12 x 75; a cada tubo se le adicionaron 450uL de
Cloramina-T, se dejo oxidar durante veinte minutos a temperatura ambiente y posteriormente
fueron agregados 450uL de Acido perclérico 3.15M dejando reposar durante cinco minutos.
Después se adicionaron 500uL del Reactivo de Erlich y se dejé incubar en bafio maria a
60°C durante veinticinco minutos.

Después de permitir que los tubos se enfriaran se procedio a centrifugar a 5000 rpm
durante cinco minutos, se separo6 el sobrenadante de cada tubo y se leyo la absorbancia de
cada uno a 557nm en un microespectrofotémetro.

e Muestras
Las muestras de las escisiones de cada ratén fueron pesadas y colocadas en tubos
Eppendorf, se mantuvieron en congelacion hasta el dia en que se realiz6 el ensayo.

A éstas muestras se le adicionaron 500uL de Hidréxido de sodio 2N y posteriormente
se sometieron a una temperatura de 120°C en una autoclave durante veinte minutos; pasado
este tiempo los tubos fueron sacados de la autoclave y después de permitir que se enfriaran,
las muestras fueron centrifugadas a 5000rpm durante diez minutos.

Cuidadosamente, sin tomar trazas del tejido digerido, se apartaron 50uL del
sobrenadante de cada muestra, los cuales fueron colocados en tubos de ensaye de plastico
12 x 75. A cada tubo se le adicioné 450uL de Cloramina-T dejando oxidar durante veinte
minutos a temperatura ambiente; posteriormente se afiadieron 450uL de Acido perclérico
3.15M dejando reposar cinco minutos. Pasado éste tiempo, fueron adicionados 500uL del
Reactivo de Erlich dejando incubar en bafio maria a 60°C durante veinticinco minutos.

Después de dejar enfriar los tubos, se centrifugd el contenido a 5000 rpm durante
cinco minutos, se separd el sobrenadante y se leyeron las absorbancias a 557nm en el

microespectrofotometro.
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6.4.5. Determinacion de Nitritos.

Material:

Material de laboratorio
Tubos de ensaye 12x75
Probeta de 50, 100, 250mL
Vasos de precipitados 500mL
Pipeta volumétrica 1mL
Matraz aforado 100mL
Puntas estériles 10- 100uL
Puntas estériles 100-1000uL
Gradillas

Preparacién de Reactivos:

e Cadmio.

Equipo e Instrumentos
Balanza analitica ADAMS
Rocker platform  Bellco
Glass

Micropipeta Labsystems 40-

200puL

Micropipeta Socorex Swiss
5-50uL

Microcentrifuga Hermle
Z233M-2

Microespectrofotometro
UV/VIS Jenway 6305

Reactivos

Cadmio metalico

Sulfato cuproso

Acido clorhidrico
Cloruro de amonio
Sulfato de Zinc

Acido acético glacial
Sulfanilamida
N-(1-naftil)-etilendiamino
Nitrito de sodio

Agua destilada

Para preparar el cadmio se colocaron aproximadamente 0.5g de Cadmio en tubos de ensaye
de 12x75, dicho proceso se realizé en una campana de extraccion. El Cadmio se plateo con
2mL de una solucién acuosa de Sulfato Cuproso al 5%, se agité en un rocker durante diez
minutos y después se lavd exhaustivamente con agua destilada para eliminar el cobre (tres
lavados con el tubo lleno); después se lavd dos veces a tubo lleno con Acido Clorhidrico
0.1N, para remover todo el Hidroxido de Cadmio Il. Finalmente se lavé con una solucion de
Cloruro de Amonio al 5% cuyo pH fue ajustado a 9.

e Sulfato de Zinc.
Se preparo una solucion de Sulfato de Zinc disolviendo 30g en 100mL de agua destilada.

o Acido acético al 15% viv.
Para preparar la disolucién de Acido Acético se midieron 45mL de acido acético glacial y se

disolvieron en 255mL de agua destilada.
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e Reactivo de Sulfanilamida
Se disolvieron 0.5g de Sulfanilamida en 150mL de acido acético al 15%, el reactivo fue
almacenado en un frasco ambar protegido de la luz.

e Reactivo de NED
Se disolvieron 0.2g de N-(1-naftil)-etilendiamino en 150mL de acido acético al 15%; el
reactivo fue guardado en un frasco ambar protegido de la luz.

e Solucidén estandar de Nitrito de Sodio.
Para preparar el estandar, se pesaron y disolvieron 0.02g de Nitrito de Sodio en 100mL de
agua destilada, después se tomé 1mL de la solucién y éste fue diluido en 100mL de agua.

Este reactivo se prepard en el momento en que se realizé el ensayo.

Método: 4!

A 100uL de plasma de ratén se le adicionaron 300uL de agua destilada (dilucién 1:4), se
desecharon 20uL y se le adicionaron 20uL de la solucién de ZnSO4, se mezclé bien y el
precipitado se separd por centrifugacion a 10000rpm durante 5 minutos. Se deseché el
cloruro de amonio de un tubo con cadmio activado y después se le adicioné todo el
sobrenadante de la muestra dejando en agitacién en un rocker durante 15 minutos (esto se
realizd con las 18 muestras de suero).

Posteriormente se centrifugaron los tubos a 3500 rpm durante cinco minutos y se

tomaron 200uL* del sobrenadante para el ensayo el cual se realiz6 segun la siguiente tabla:

Tubo Estandar Agua destilada
Blanco 0 900 yL
1 100 pL 800 pL
2 200 pL 700 pL
3 300 pL 600 pL
4 400 pL 500 pL
5 500 pL 400 pL

Muestras 200 uL del sobrenadante* 700 L

Tabla 6.2. Relacion de diluciones para la determinacion de nitritos.
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A todos los tubos, incluido el blanco y los tubos con el estandar para la curva, se le
adicionaron 50ul del reactivo de Sulfanilamida y posteriormente se les dejo incubar durante
diez minutos a temperatura ambiente. Pasado éste tiempo se procedié a adicionar a cada
tubo 50 pL del reactivo NED, se mezclé y se dejo incubar durante treinta minutos a
temperatura ambiente. Finalmente se calibré el microespectrofotometro a 540nm con el
estandar, para después determinar la absorbancia de las muestras.

Se tomd nota de las absorbancias; se graficé la curva estandar y con base a estos

datos se calcul6 la concentracidn de nitritos que hay en cada muestra de suero de raton.
6.4.6. Ensayo Antibacteriano.

Material:

Reactivos

Material de laboratorio Equipo e Instrumentos

Cajas Petri de vidrio Balanza analitica Agar nutritivo

Hisopos estériles ADAMS Agar-agar

Pipeta volumétrica 10mL Micropipeta Labsystems Caldo nutritivo

Pipeta graduada estéril 10mL 40-200uL Solucién inyectable estéril
Filtros millipore estériles Micropipeta Socorex 0.9%

Puntas estériles 10- 100uL Swiss 5-50 uL Capsulas de ciprofloxacino

Puntas estériles 100-1000 pL

Tubos de ensaye con tapon de
(14x100,

baquelita estériles

18x180)

Tubos Falcon® estériles de 5mL

Lapiz punta diamante
Material biolégico

Staphylococcus aureus”

Escherichia coli*

Sonicador SONICS
Sacacorchos estéril de
5mm de diametro

Estufa ShelLab

Espectrofotometro

500mg ( Ciproflox®,
Senosian)

Agua destilada estéril
Extracto acuoso de O. rosea

Solucién yodo-alcohol

* Ambas bacterias se encontraban conservadas en capilares mediante el método de criopreservacion.
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Preparaciéon de Reactivos:

e Reactivacion de la cepa.
En area estéril con una solucion yodo-alcohol se limpiaron los capilares sellados con la
bacteria, se cortaron los extremos del capilar con ayuda de pinzas y un lapiz punta diamante
para después vaciar el contenido de los capilares en un tubo de ensaye que contenia 10mL
de caldo nutritivo estéril; se dejoé incubar por 24 horas a 37°C. De la suspension anterior se
sembro la bacteria en tubos con agar nutritivo pico de flauta estériles, dejando incubar a 37°C
por 24 horas.
e Preparacion del antibiético.
Se peso el contenido de una capsula con dosis de 500mg de Ciprofloxacino (Ciproflox® de
Laboratorios Senosian) y se realizé el calculo para pesar la cantidad de polvo equivalente a
100mg de Ciprofloxacino. Estos 100mg de activo fueron disueltos en 10mL de agua destilada
haciendo uso del sonicador para evitar la presencia de grumos. Una vez que la mayor parte
del polvo se disolvid, se procedié a filtrar la solucion con filtro millipore estéril, de ésta
solucién se tomaron 0.1mL y se diluyeron en 9.9mL de agua destilada estéril en un tubo de
ensaye estéril. De éste modo se obtuvo una solucion de Ciprofloxacino con una
concentracion de 100ug/100uL.
e Preparacion del extracto.
Se pesaron 50mg del extracto acuoso de Oenothera rosea y se diluyeron en 10mL de agua,
ésta solucion fue esterilizada con filtro millipore y recolectada en un tubo de ensaye estéril.
De ésta solucion se tomaron 0.4mL, los cuales fueron disueltos en 3.6mL de agua
destilada estéril; la concentracion de esta solucion fue de 500ug/mL.
Después se tomaron 2mL de la solucién anterior y se diluyeron en 2mL de agua
destilada estéril, la concentracion de esta solucion fue de 250ug/mL.
Finalmente fueron tomados 2mL de la solucion anterior y se diluyeron en 2mL de agua

destilada estéril, la concentracién de ésta ultima dilucion fue de 125ug/mL.

Método: #°
Con una de las cepas que crecié en agar nutritivo se procedié a preparar una suspension

bacteriana con aproximadamente 3mL de solucion inyectable estéril al 0.9%; dicha
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suspension fue trasvasada a un tubo de ensaye estéril y se ajusté a la concentracidn del tubo
1 de la escala de MacFarland cuya concentracion corresponde a 3x108 UFC con solucién
salina al 0.9%. Posteriormente se corroboré que la concentracibn de la suspension
preparada coincidiera con la turbidez del tubo 1 de la escala de MacFarland midiendo la
absorbancia de ambas soluciones; las mediciones deben ser iguales o cercanas para
asegurar que la suspension microbiana tiene una concentracién igual o cercana a 3x108
UFC.

A partir de la suspension bacteriana anterior se realizaron diluciones para preparar
una suspension bacteriana de concentracion 3x108UFC y a partir de ésta ultima se realizaron
las diluciones correspondientes para preparar una suspension de concentracion 1x10°UFC.

Con la suspension de concentracion 3x108UFC se procedié a sembrar masivamente
con hisopo estéril dos cajas con agar nutritivo, lo mismo se hizo con la suspension de
concentracion 1x10°UFC; luego se realizaron 5 pozos sobre el agar ya sembrado de cada
caja empleando un sacacorchos estéril con diametro de 5mm.

Usando una micropipeta, se colocaron 50uL de las diferentes concentraciones del
extracto de la planta previamente preparadas (125, 250, 500 uyg/mL) en tres pozos de la
placa. En otro de los pozos se colocaron 50uL de solucién salina como control negativo y en
el ultimo fueron colocados 50uL de la solucién 100ug/100uL de Ciprofloxacino como control
positivo. Las placas fueron puestas en una incubadora boca arriba a 37°C por 24 horas; el
diametro de las zonas de inhibicidon fue medido y registrado en milimetros.

Nota: Para que los 50uL de cada pozo no se derramen sobre el medio de las placas es
necesario que cada una tenga un volumen de agar exacto, dependiendo del material de las
cajas; si la caja es de vidrio es necesario que el volumen sea de 25mL, si la caja es de
plastico el volumen debe de ser de 20mL. Para el ensayo es necesario que el agar de las
placas tenga una consistencia firme, para ello se ajust6 la cantidad de agar-agar presente en

el medio al 2%.
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6.4.7. Ensayo Antimicético.

Material:

Material de laboratorio Equipo e Instrumentos Reactivos

Cajas Petri de vidrio Balanza analitica ADAMS Caldo PDA

Hisopos estériles Micropipeta Labsystems 40- Agar Saboraud

Pipeta volumétrica 10mL 200uL Agar-agar

Pipeta graduada estéril 10mL  Micropipeta Socorex Swiss Solucidn inyectable estéril
Filtros millipore estériles 5-50 yL 0.9%

Puntas estériles 10- 100uL Sonicador SONICS Tabletas de Terbinafina
Puntas estériles 100-1000 yL  Sacacorchos estéril con 250mg (Medimart®,
Tubos de ensaye con tapén 5mm de diametro Laboratorios Serral)

de baquelita estériles Estufa ShelLab Agua destilada estéril
(14x100, 18x180) Espectrofotometro Extracto acuoso de O. rosea
Tubos Falcon® estériles 5mL Solucién yodo-alcohol

Lapiz punta diamante
Material biolégico

Candida albicans”

* La levadura se encontraba conservada en capilares mediante el método de criopreservacion.

Preparacién de Reactivos:

e Reactivacion de la cepa.
En area estéril con una solucion yodo-alcohol se limpiaron los capilares sellados con Candida
albicans; se cortaron los extremos del capilar con ayuda de pinzas y un lapiz punta diamante,
después se vacio el contenido de los capilares en un tubo de ensaye que contenia 10mL de
caldo PDA estéril y se dejo incubar por 24 horas a 37°C. De la suspension anterior se
sembré la levadura en tubos con agar PDA pico de flauta estériles y se dejé incubar a 37°C
por 24 horas.

e Preparacion del antimicético.
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Se pulverizaron dos tabletas con dosis de 250mg de Terbinafina en un mortero (Terbinafina
Medimart de Laboratorio Serral), se peso el total del polvo para después realizar el calculo
que permitié pesar el equivalente a 100mg de Terbinafina.

El polvo equivalente a 100mg de activo fue disuelto en 10mL de agua haciendo uso del
sonicador para evitar la presencia de grumos en la solucion. Una vez que el polvo se disolvio,
la solucion fue filtrada con filtro millipore estéril; de ésta solucion se tomaron 0.1mL los cuales
fueron disueltos en 9.9mL de agua destilada estéril en un tubo de ensaye estéril. De éste
modo se obtuvo una solucién estéril de Terbinafina con una concentracion de 100ug/100uL.

e Preparacion del extracto.

La preparacidon de las soluciones del extracto se realizé del mismo modo que en el ensayo

antimicrobiano.

Método:

Con una de las cepas que crecid en agar PDA se procedid a preparar una suspension
microbiana con solucion inyectable estéril al 0.9%, dicha suspension se ajustdé a la
concentracion del tubo 1 de la escala de MacFarland cuya concentracién corresponde a
3x108 UFC. Después se corroboré que la concentracion de la suspension preparada
coincidiera con la turbidez del tubo 1 de la escala de MacFarland midiendo la absorbancia de
ambas soluciones; las mediciones deben ser iguales o cercanas para asegurar que la
suspension microbiana tiene una concentracion igual o cercana a 3x108 UFC.

Posteriormente, a partir de la suspension microbiana de concentracion 3x108 UFC se
realizaron diluciones para preparar una suspension de concentracion 3x108 UFC y a partir de
ésta ultima se realizaron las diluciones correspondientes para preparar una suspension con
concentracion 1x10°UFC.

Con la suspension de concentracion 3x108UFC se procedié a sembrar masivamente
con un hisopo estéril dos cajas con agar Saboraud, lo mismo se hizo con la suspension de
concentracion 1x105UFC. Luego se realizaron 5 pozos sobre el agar ya sembrado de cada
caja Petri, esto se hizo con un sacacorchos estéril con diametro de 5mm. Usando una
micropipeta, se colocaron 50uL de las diferentes concentraciones del extracto de la planta
previamente preparadas (125, 250, 500 upg/mL) en tres pozos de la placa, en otro de los
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pozos se colocaron 50puL de solucion salina como control negativo y en el ultimo se colocaron
50uL de la solucién 100ug/100uL de Terbinafina como control positivo. Las placas fueron
incubadas boca arriba a 37°C por 24 horas; el diametro de las zonas de inhibicion fue medido
y registrado en milimetros.

Nota: Para que los 50uL de cada pozo no se derramen sobre el medio de las placas es
necesario que cada una tenga un volumen de agar exacto, dependiendo del material de las
cajas Petri; si la caja es de vidrio es necesario que el volumen sea de 25mL, si la caja es de
plastico el volumen debe de ser de 20mL.

Para el ensayo es necesario que el agar de las placas tenga una consistencia firme, para ello

se ajustd la cantidad de agar presente en el medio al 2%.

6.5. Analisis estadistico.

El analisis de los datos se realizé con el programa estadistico IBM SPSS Statistics version
21; los resultados obtenidos en los ensayos de determinacion de Hidroxiprolina y Nitritos, asi
como las medidas de los diametros de las heridas para la evaluacion del efecto cicatrizante
de O. rosea se analizaron mediante una prueba de ANOVA teniendo como intervalo de

confianza un 95%.
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7. RESULTADOS

7.1.Evaluacion del efecto cicatrizante en ratones macho CD1. (Diametros finales de

las lesiones).

Durante 15 dias las lesiones de los ratones fueron trabajadas con tres tratamientos;
Madecassol como control positivo, Vaselina como control negativo y el ungiento con 4% de
extracto acuoso de O. rosea, con la finalidad de determinar si el extracto de la planta mostro
efecto cicatrizante.

En la tabla 7.1 se muestran las medias de los diametros finales de las lesiones tras el
tratamiento (no hubo diferencia significativa en los diametros iniciales). Para determinar si el
extracto acuoso de Oenothera rosea favorecio el proceso de cicatrizacion, se compararon las
medias de los diametros de las lesiones de los tres tratamientos mediante un analisis de
varianza, obteniéndose un valor de p=0.002 lo que indica que existe diferencia significativa
entre las medias de los diametros finales, por lo que para identificar cual tratamiento tuvo un
efecto distinto sobre las lesiones en comparacion con los demas, se hizo uso del método de
Tukey por comparaciones entre pares de medias.

Como se puede observar en la Tabla 7.1, la prueba de Tukey indicé que los diametros
finales del extracto mostraron una diferencia estadisticamente significativa en comparacion

con los diametros finales derivados de los tratamientos con Madecassol® y Vaselina.

7.2.Determinacion de Hidroxiprolina y Nitritos.

La tabla 7. 1 muestra las medias + desviacién estandar de las concentraciones obtenidas de
Hidroxiprolina en los tejidos, asi como las medias de las concentraciones de nitritos en el
suero de los ratones agrupados por tratamiento.

En dicha tabla, se puede observar que no existe diferencia significativa entre las

concentraciones de Hidroxiprolina y Nitritos de los tres grupos.
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Tabla 7.1. Diametros finales, Concentraciones de Hidroxiprolina y Nitritos de los

Grupos de tratamiento.

Madecassol Vaselina Extracto
n=6 n=6 n=6

Diametro final de

. 0.378 £ 0.024* 0.425 + 0.042* 0.548 £ 0.105*
lesiones (cm)

Hidroxiprolina

(mg/g de tejido) 70.71 £ 19.60 65.68 = 11.60 73.28 £11.04

Nitritos (ug/mL) 1.93 +0.45 2.31+1.62 2.04 +0.82

Se muestra media + DS
*Prueba ANOVA con post hoc Tukey sig. 95%, p= 0.002; Prueba de Tukey: Extracto vs
Madecassol p= 0.001; Extracto vs Vaselina p= 0.016

7.3.Ensayo Antibacteriano.

El ensayo antibacteriano se realiz6 por duplicado para cada bacteria y probando dos
suspensiones bacterianas con concentraciones de 1x10°UFC y 3X108UFC. Se observo que
el crecimiento apropiado para realizar el ensayo antimicrobiano fue en las cajas sembradas
con la suspension de concentracion 3x108UFC.

Las siguientes imagenes muestran los resultados obtenidos in vitro sobre agar nutritivo
inoculado con las suspensiones bacterianas de concentracion 3x10UFC, en donde se
observa que el crecimiento de ambas bacterias se dio en los pozos donde se colocaron las
soluciones del extracto, asi como en el pozo donde se coloco el control negativo; por otra
parte, se puede observar la zona de inhibicién del crecimiento bacteriano producido por la
accién antibacteriana del Ciprofloxacino. El diametro del halo fue de 3.2 x 3.2cm para E. coli

mientras que para S. aureus fue de 1.5 x 1.6cm.
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Figura 7. 15. Caja Petri inoculada con una solucién bacteriana de E. coli de concentracién 3x10% UFC; donde:
A. Ciprofloxacino 100ug/100uL, B. Extracto 125ug/mL, C. Extracto 250ug/mL, D. Extracto 500ug/mL, E.
Solucion Salina. Se observa el crecimiento bacteriano en el medio cercano a los pozos donde se colocaron las
soluciones del extracto, asi como en el control negativo. En rojo se encuentra marcado el halo de inhibicion

generado por el control positivo (Ciprofloxacino).

Figura 7. 16. Caja Petri con agar nutritivo inoculada con una solucién bacteriana de S. aureus de concentracion
3x108 UFC. A. Ciprofloxacino 100ug/100uL, B. Extracto 125ug/mL, C. Extracto 250ug/mL, D. Extracto
500ug/mL, E. Solucién Salina; se observa el crecimiento bacteriano en el medio cercano a los pozos donde se
colocaron las soluciones del extracto, asi como en el control negativo. En rojo se encuentra marcado el halo de

inhibicién generado por el control positivo (Ciprofloxacino).
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7.4.Ensayo Antimicético.

El ensayo se realiz6 una primera vez, sin observar inhibicién alguna, incluso sobre el area
cercana al control positivo (Terbinafina); por lo que se procedié a repetir el experimento con
una nueva solucion de Terbinafina distinta a la utilizada en el inicio. Se lleg6 a la conclusion
de que la primera solucion de Terbinafina perdi6 efecto debido a que las tabletas con las que
se prepar6 habian caducado.

Cabe mencionar que en el primer intento en que se llevé a cabo el ensayo
antimicotico, se observo que las cajas sembradas con la suspensién microbiana 1x10°UFC
de Candida albicans no mostraban un crecimiento masivo suficiente para evaluar la posible
inhibicion de las soluciones de prueba, por lo que la segunda vez que se realizo el ensayo,
éste se hizo Unicamente con la suspension microbiana 3x108UFC de C. albicans.

En la siguiente imagen se muestran los resultados obtenidos in vitro en el ensayo

antimicético sobre una caja Petri con agar Saboraud.

Figura 7. 17. Caja Petri con agar Saboraud inoculada con una soluciéon microbiana de C. albicans de
concentracion 3x108 UFC. A. Terbinafina 100ug/100uL, B. Extracto 125ug/mL, C. Extracto 250ug/mL,
D. Extracto 500ug/mL, E. Solucién Salina. Se observa el crecimiento de la levadura en el medio
cercano a los pozos donde se colocaron las soluciones del extracto, asi como en el control negativo.

En rojo se encuentra marcado el halo de inhibicidon generado por el control positivo (Terbinafina).
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

Inicialmente se establecid que el extracto acuoso de Oenothera rosea podria tener efecto
cicatrizante debido a la presencia de componentes fitoquimicos los cuales han sido
relacionados con efectos farmacoldgicos que podrian favorecer el proceso de cicatrizacion;
ademas del conocimiento empirico, el cual nos indicaba que la planta es usada por la
poblacibn mexicana para mejorar hematomas, asi como desinfectante y cicatrizante, en
forma de cataplasmas e infusiones sobre heridas.

Para ello, como se ha mencionado a lo largo de éste trabajo, se evalu6é y comparo el
efecto de un ungiento al 4% del extracto acuoso de la planta frente al Madecassol, como
control positivo, y a la Vaselina, como control negativo, los cuales fueron aplicados durante
15 dias sobre lesiones expuestas de ratones macho CD1; de este modo, se realizaron cuatro

pruebas para comprobar si la planta tenia el efecto esperado.

8.1.Evaluacion del efecto cicatrizante en ratones macho CD1.

Con ésta prueba, se monitored la evolucion de las lesiones de los tres grupos de tratamiento
midiéndose el diametro de las heridas diariamente, con la finalidad de observar algin cambi6
significativo al terminar los 15 dias de tratamiento. Una de las caracteristicas mas evidente
que nos indica una mejora significativa en el proceso de cicatrizacion es la reduccién del
diametro de la lesién, otras caracteristicas evidentes son el cierre total de la herida y la
sustitucion del tejido de granulacion por piel y pelo.

De acuerdo a los resultados presentados anteriormente, se deduce que el unguento al
4% del extracto acuoso de O. rosea no posee efecto cicatrizante ya que las lesiones tratadas
con el extracto no mostraron una mejoria visible durante los 15 dias de tratamiento, ya que
de acuerdo al analisis estadistico, los diametros de las lesiones trabajadas con el extracto
fueron los mas amplios; mientras que la media de las lesiones tratadas con el control
negativo y el control positivo, fueron significativamente menores (Tabla 7.1).

Esto se puede confirmar al observar la Figura 11. 2 del Anexo, en donde se puede
apreciar que las lesiones tratadas con el ungiento al 4% del extracto acuoso de O. rosea no

mostraron una mejoria considerable al décimo dia de tratamiento, pues aunque el diametro
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de las lesiones se redujo en comparacion con el mostrado al cuarto dia (Figuras 11. 1), se
puede observar la presencia de una costra gruesa de color obscuro. Tal caracteristica no se
observo en las lesiones tratadas con Vaselina, por ejemplo la Figura 11. 5 muestra una lesion
tratada con Vaselina al décimo dia y a diferencia de las trabajadas con el unguento, se
observa la epitelizacion de la herida y la ausencia de la costra desarrollada en las lesiones
trabajadas con el extracto. Por otra parte las lesiones trabajadas con Madecassol®
mostraron una mejoria notable, por ejemplo en la Figura 11. 7 muestra una lesién tratada con
Madecassol® al décimo dia y puede apreciarse la epitelizacién de la herida y el crecimiento
de pelo alrededor de las lesion, asi como una reduccion importante del diametro de las
lesiones en comparacion con el tamafio observado al cuarto dia con dicho tratamiento
(Figuras 11. 6).

Aunque, de acuerdo a la prueba de Tukey, no existe diferencia significativa entre los
valores de las medias de los diametros de las lesiones tratadas con Vaselina y Madecassol®,
podemos decir que, las lesiones con diametros mas reducidos fueron los resultantes a partir
del tratamiento con Madecassol, nuestro control positivo (Tabla 7.1).

En el laboratorio 1 de la UMIEZ, en la FES Zaragoza, UNAM; se han comparado los
resultados obtenidos a partir de ensayos realizados con dos presentaciones de Madecassol®
una en polvo y otra en pomada, utilizados sobre lesiones expuestas de ratones macho CD1.
Se ha observado que las lesiones de ratones trabajados con la Madecassol® en polvo
mostraron un retraso en el proceso de cicatrizacion al finalizar el periodo de tratamiento al
desarrollar evidentes procesos infecciosos, ademas de no mostrar una reduccion significativa
en los diametros de las lesiones; en comparacién con los tejidos de ratones trabajados con la
presentacion de Madecassol® en pomada, los cuales mostraron una mejoria notable al
reducirse significativamente el diametro de las lesiones ademas de observarse la
epitelizacion de la herida.

Se cree que dichos resultados puedan deberse a que la presentacion en polvo del
Madecassol® provoco la desecacion de las heridas, ya que contrario a lo que se piensa, aun
en breves periodos de sequedad, el proceso de cicatrizacion (en especial la etapa de
epitelizacion) se ve afectado, pues el exudado de heridas superficiales no infectadas,
contiene factores de crecimiento y lactato, lo que recapitula el ambiente de crecimiento que

se encuentra en la base de la herida; mientras que la presentacion en pomada, la que
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ademas de contener el principio activo, contiene bases oleaginosas como la vaselina, la cual
funciona como un apdsito, previniendo la desecacion y la infeccion de la herida
proporcionando el ambiente ideal para la cicatrizacidn de las lesiones. Debido a esto es que
se considera que la Vaselina utilizada como control negativo, también favorece la

cicatrizacion de las heridas. 47

8.2.Determinacién de Hidroxiprolina.

La Hidroxiprolina es un aminoacido que se encuentra especificamente en la proteina
colageno; ésta proteina es sintetizada por los fibroblastos durante el proceso que se conoce
como deposito de matriz para sustituir el tejido dafiado por tejido conjuntivo, el cual compone
la dermis. En ésta prueba se esperaba que las concentraciones de Hidroxiprolina se
encontrarian significativamente altas en aquellos tejidos en los que la cicatrizacion se vio
favorecida por alguno de los tratamientos; sin embargo, al no existir una diferencia
significativamente estadistica entre las medias de las concentraciones de Hidroxiprolina de
los tres grupos de tratamiento, se deduce que la sintesis de colageno para los tres grupos de
ratones fue similar independientemente del tratamiento aplicado sobre las lesiones, es decir,
ningun tratamiento favorecio el depdsito de colageno.

No obstante, las concentraciones visiblemente mas altas de Hidroxiprolina fueron las
resultantes de los tejidos tratados con el extracto, mientras que las concentraciones mas
bajas fueron las obtenidas de los tejidos trabajados con Vaselina (Tabla 7. 1).

Es importante mencionar, que una de las principales caracteristicas de la cicatrizacién
excesiva, es que los fibroblastos de éste tipo de cicatrices responden a concentraciones
bajas de TGF-[3, factor de crecimiento que induce la sintesis de colageno, por lo tanto, éstas
células producen mas colageno que los fibroblastos dérmicos normales; y, en éstos casos
una cantidad alta de colageno, no implica que la cicatrizacién de una herida haya sido sana.
Una de las causas que dan lugar a la cicatrizacidon excesiva, es una etapa inflamatoria
prolongada, ejemplos de este tipo de cicatrizacion son las cicatrices hipertréficas y los

queloides. 2425
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8.3.Determinacion de Nitritos en Suero.

El 6xido nitrico es una molécula endoégena sintetizada por diferentes células tales como:
macrofagos, células endoteliales, neuronas, células musculares lisas y cardiacas; a partir del
aminoacido L- arginina por accion de la enzima oOxido nitrico-sintetasa. Posee propiedades
vasodilatadoras y antimicrobianas, tiene una vida media de 3 a 50 segundos, su labilidad es
debida a su rapida conversion a nitritos y nitratos por el oxigeno presente en la sangre, estos
ultimos son sus metabolitos estables. & 43

Se han descrito dos isoformas de éxido nitrico- sintetasa, la constitutiva y la inducible;
la forma constitutiva se activa por aminoacidos excitatorios, la acetilcolina y el calcio; da lugar
a pequefias cantidades de Oxido nitrico durante cortos periodos de tiempo. La forma
inducible es promovida por estimulos inmunoldgicos o inflamatorios y da lugar a grandes
cantidades de oOxido nitrico por parte de macrofagos, neutrdfilos y células endoteliales
durante periodos de tiempo prolongados. & 43

Como se dijo anteriormente, los nitratos y nitritos son los metabolitos estables del
oxido nitrico, por lo tanto, las concentraciones altas de éstas moléculas son un indicador del
nivel de inflamacion en el organismo asi como de procesos infecciosos y se pueden
cuantificar usando la reaccion de Griess, en donde los nitratos presentes en la sangre son
reducidos a nitritos, para cuantificar de manera indirecta el 6xido nitrico presente en el suero
de los ratones.

En éste caso, se esperaba hallar diferencias en la concentracion de nitritos en los
sueros de los ratones en los que la aplicacién de alguno de los tratamientos interviniera con
el proceso inflamatorio, el cual juega un papel importante en el proceso de cicatrizacién de
las heridas por contribuir en la defensa del organismo contra procesos infecciosos que
pudieran alterar la evolucion de la cicatrizacion, sin embargo, con base al analisis estadistico
realizado a las medias de las concentraciones de nitritos de los tres grupos de ratones, se
deduce que la concentracion de dicho metabolito no se vio afectada por la aplicacion de
alguno de los tratamientos en especifico.

No obstante, las concentraciones de nitritos en suero evidentemente mas bajas fueron
las obtenidas de los sueros de los ratones tratados con Madecassol; mientras que las mas

altas fueron las pertenecientes a los sueros de los ratones trabajados con Vaselina y el
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Extracto (Tabla 7.1), por lo que, se puede considerar que estos dos grupos de ratones
desarrollaron un proceso inflamatorio mas marcado el cual elevé los niveles de Oxido nitrico

en el suero de dichos ratones.

8.4.Ensayo Antibacteriano y Antimicético.

El epitelio intacto previene la entrada de los contaminantes bacterianos que suelen
encontrarse en la piel a los tejidos profundos, una herida, altera el epitelio intacto y permite el
acceso de bacterias a estos tejidos y al torrente sanguineo. Las infecciones de heridas aun
representan un problema médico mayor debido a que afectan el resultado final de
procedimientos quirdrgicos pues las infecciones suelen originar cierres deformantes,
desagradables o tardios.

La incidencia de infeccion de la herida se aproxima al 5 - 10%, la fuente de patégenos
para la infeccion suele ser la flora endégena de la piel, las mucosas o las visceras del
paciente, los microorganismos que mas a menudo causan infecciones de la herida en orden
de frecuencia son especies de Staphylococcus, Streptococcus coagulasa negativos,
enterococos y Escherichia coli. 4

En las ultimas décadas, el uso de antibiéticos de forma indiscriminada ha dado lugar al
surgimiento de bacterias resistentes a multiples farmacos, tal hecho ha impulsado la
busqueda de nuevos agentes antimicrobianos. Una de las fuentes mas estudiadas han sido
los vegetales; de los que se han aislado componentes fitoquimicos como acidos fendlicos,
quinolonas, flavonoides y productos alcalinos con posibles propiedades antimicrobianas;
algunos de los cuales, ya estan siendo probados en humanos. 3

Aunque la informacion recabada indicaba que el extracto acuoso de Oenothera rosea
tenia propiedades antibidticas contra algunas enterobacterias, los resultados del ensayo aqui
realizado no mostraron inhibir el desarrollo microbiano de Escherichia coli. También se
realizaron ensayos antimicrobianos contra Staphylococcus aureus y Candida albicans; en
estos casos los resultados fueron los mismos, ninguna concentracion del extracto inhibio el

desarrollo de éstos microorganismos.
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9. CONCLUSIONES

En éste proyecto se realizaron distintas pruebas para comprobar la posible actividad

cicatrizante del extracto acuoso de Oenothera rosea sobre lesiones expuestas en ratones

CD1 observandose que para cada prueba los resultados indicaban que la planta no tiene la

capacidad de favorecer la cicatrizacion, ya que:

Las lesiones tratadas con el unglento de concentracion al 4% del extracto no
mostraron una reduccion significativa en el diametro de las lesiones, comparandose
con los didmetros del control positivo y del control negativo; éste analisis estadistico
también dejo ver que el Madecassol en pomada y la Vaselina exhibian propiedades
cicatrizantes similares.

La concentracion de Hidroxiprolina en los tejidos cicatrizados de los tres grupos de
ratones fue estadisticamente similar, por lo que no se puede sefalar que haya existido
una mejoria en el depdsito de colageno con el uso de alguno de los tres tratamientos.
Del mismo modo, se observd que la concentracion de nitritos en el suero de los tres
grupos de ratones fue estadisticamente similar, por lo que no se observé diferencia
alguna que pudiera indicar que alguno de los tratamientos alterara la concentracion de
oxido nitrico en el suero de los animales.

Por otra parte, aunque la informacién consultada indicaba que el extracto acuoso y
metandlico de Oenothera rosea poseia efecto antibacteriano, los resultados del
ensayo aqui realizado mostraron que ninguna concentracion del extracto inhibié el

desarrollo de los microorganismos de prueba

En la actualidad existen en el mercado tratamientos farmacéuticos que favorecen el

proceso de cicatrizacion, sin embargo, los remedios herbarios son un recurso importante en

la medicina tradicional mexicana, los habitantes de las zonas urbanas y rurales siguen

utilizando plantas medicinales como alternativa para resolver sus problemas de salud. Por tal

motivo, se considera importante realizar estudios que comprueben la efectividad de las

propiedades medicinales que se le atribuyen a ciertas plantas, asi mismo, es importante que

los resultados obtenidos de dichos estudios sean difundidos entre la poblacion.
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10. PROPUESTAS

e Realizar estudios de toxicidad del extracto acuoso de Oenothera rosea, ya que de
acuerdo con los resultados, se observo que las lesiones tratadas con el unguento
mostraron un grado de irritacion que provoco el desarrollo de una costra gruesa en

vez de contribuir con el proceso de cicatrizacion.

11. ANEXO

Evolucién de las lesiones al cuarto y décimo dia.

Las ilustraciones que a continuacion se presentan, muestran la evolucién de las lesiones al
cuarto y al décimo dia, mientras que la Figura 7.1 muestra un ratén con una lesién recién

realizada, observandose la remocion completa de las capas de la piel.

Fig. 11.1. Ratén dia 1 con lesion recién realizada.
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"1
R

Figuras 11. 2 y 11. 3. A la izquierda se muestra una lesion tratada con Extracto de O. rosea al cuarto dia; a la

derecha se muestra la misma herida al décimo dia.

b
Figuras 11. 4 y 11. 5. A la izquierda se muestra una lesion tratada con Vaselina al cuarto dia; a la derecha se

muestra la misma herida al décimo dia.

|
Figuras 11. 6 y 11. 7. A la izquierda se muestra una lesion tratada con Madecassol al cuarto dia, a la derecha

se muestra la misma herida al décimo dia.
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