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. Resumen

La cicatrizacion es un proceso complejo por el cual se lleva a cabo la reparacion de
heridas, en el caso de la piel, conduce a la regeneracién del epitelio y al reemplazamiento
de la dermis por un tejido cicatrizal. Este proceso consta de tres fases (inflamatoria,
proliferativa y de remodelacion) que actian simultaneamente y que dependen de la
accion de células y proteinas que estimulan el crecimiento, reparacion y remodelacion
del tejido lesionado. Los fibroblastos son una de las primeras células que participan en
este evento ya que son los responsables de liberar factores de crecimiento, de la
formacion de fibras de colagena y de la migracion, proliferacion, adhesion celular y la
diferenciacion fenotipica con el fin de reparar la herida.

Existen factores que pueden afectar y retrasar este proceso, una de las principales
causas son las infecciones; debido a ello existen una serie de medicamentos y terapias
alternativas como el uso de plantas medicinales que son empleadas por sus propiedades
cicatrizantes, antisépticas y antiinflamatorias. Tal es el caso de Phyllonoma laticuspis
(Turcz.) Engl. conocida como “encarnadora” o “la hierba del venado”, la cual Vega en
2002 y Alcantara et al. en 2017 mencionan que es utilizada en el estado de Guerrero
para la cicatrizacion de heridas en la piel. Sin embargo, no se tienen conocimientos
cientificos que avalen esta propiedad. Es por eso que en el presente trabajo se evalud la
citotoxicidad y el potencial efecto cicatrizante en cultivo de fibroblastos, de los extractos
organicos y acuoso de las hojas de P. laticuspis (Turcz). Engl. por medio del ensayo in
vitro de cierre de herida. Para ello se colecté la planta y se realizaron extractos organicos
con los disolventes de polaridad ascendente: hexano, AcCOEt y MeOH; y se obtuvo un

extracto acuoso por medio de una infusién, siguiendo el método tradicional empleado por



la comunidad. Para la evaluacién bioldgica se realizaron ensayos de citotoxicidad con
Metil-Tiazol-Tetrazolio (MTT) y del potencial cicatrizante de los extractos obtenidos por
medio de la evaluacion de la migracién de fibroblastos humanos in vitro mediante el
ensayo de cierre de herida.

Los resultados demostraron que el extracto AcOEt a las concentraciones 1, 0.1y
0.01 pg/mL y el extracto MeOH a la concentracion de 1 pg/mL producen un efecto
citotoxico sobre los cultivos de fibroblastos. En cuanto al potencial efecto cicatrizante de
los extractos se observo que los extractos Acuoso y MeOH a la concentracion de 0.01
pg/mL estimulan el cierre de la herida por medio de la migracion/proliferacion celular de
los fibroblastos hacia el sitio de la herida, produciendo un efecto significativo con respecto
al control a las 24 y 48 horas de tratamiento.

A patrtir de los resultados obtenidos se determiné que el extracto MeOH es el que
presenta un mayor efecto cicatrizante, mismo que puede contener los metabolitos
responsables de la actividad, debido a ello se realiz6 una Cromatografia en Columna del
extracto con la cual se obtuvieron dos fracciones MeOH-F y AcOEt-H, y se evaluo el
potencial efecto cicatrizante producido por éstas, observando que a las 48 horas de
tratamiento la MeOH-F presenta un efecto significativo con respecto al control y un
porcentaje de cierre de herida mayor al del extracto MeOH sin fraccionar.

Estos resultados arrojan las primeras evidencias de que el extracto MeOH de P.
laticuspis (Turcz.) Engl. estimula a los fibroblastos en las primeras fases de la
cicatrizacion y promueven la adhesion y la proliferacion/migracion in vitro, eventos

importantes en la reparacion de las heridas.



II. Introduccién
2.1 La piel y sus caracteristicas generales

La piel es la primera linea de defensa del cuerpo humano, protege al organismo de
fuerzas fisicas, agentes quimicos, microorganismos y patégenos (Paul et al., 2011). Es
el 6rgano mas grande del cuerpo, con una superficie de 1.5-2 m? y constituye el 16% del
peso corporal. Cumple con un gran numero de funciones como la regulacién de la
temperatura corporal, es una barrera de proteccion, reduce el dafio de la radiacion
ultravioleta, actiia como 6rgano sensitivo, previene la pérdida de liquidos, excreta sudor
y sebo por sus diferentes glandulas e incluso absorbe la radiacion ultravioleta mientras
sintetiza vitamina D (Mescher, 2010; Paul et al., 2011; Meruane y Rojas, 2012).

La piel esta constituida por tres capas (Fig. 1):

1. La epidermis, que es la capa mas externa, estd formada por un epitelio plano
estratificado queratinizado. Las células que la conforman son los queratinocitos,
que son las células mas abundantes de la piel (Gartner, 2008). La epidermis esta
formada por cinco capas o estratos (Fig. 2) de acuerdo a la morfologia y posicién
gue ocupan los queratinocitos

La capa basal o germinativa, formada por células columnares, es la
encargada de producir células nuevas por medio de mitosis, mismas que son
desplazadas continuamente hacia la superficie.

Durante la migracion se constituyen los siguientes cuatro estratos: estrato
espinoso, formado por 8 a 10 capas de células poligonales encargadas de la
sintesis de proteinas, principalmente queratina; a continuacion el estrato

granuloso, que puede poseer de 2 a 4 capas 0 estar ausente, es en esta capa



donde se inicia el proceso de queratinizacion y contiene una gran cantidad de
granulos lipidicos que forman una barrera contra la pérdida de agua (Meruane y
Rojas, 2012); le sigue el estrato ltcido, formado por células aplanadas en proceso
de muerte, generalmente se encuentra en areas con piel gruesa como palmas y
plantas de los pies (Meruane y Rojas, 2012); hacia la superficie, el estrato mas
externo es el estrato corneo, formado por células muertas anucleares que forman
escamas que son reemplazadas continuamente (Estrada y Uribe, 2002;
Navarrete, 2003; Paul et al., 2011).

2. La dermis esta constituida por tejido conjuntivo denso, irregular y colagenoso, las
células que la componen principalmente son los fibroblastos. Provee la funcién de
proteccidbn mecanica, proporciona integridad estructural, elasticidad y una red
vascular para nutrir la piel (Fitzpatrik, 2008; Gartner, 2008).

3. La hipodermis, también llamada tejido subcutaneo, es la capa mas profunda de la
piel, la constituye un tejido conjuntivo laxo con cantidades variables de células
grasas (adipocitos) (Gartner, 2008). El espesor de la hipodermis es muy variable
dependiendo de la localizacion, el peso corporal, el sexo o la edad. Su principal
funcion es almacenar energia, sirve como aislante térmico y como protector
mecanico frente a golpes (Mescher, 2010).

En la piel también se encuentran las células de Langerhans, que no son tan numerosas,
pero son parte del sistema fagocitico mononuclear y son de gran importancia para el
sistema inmunolégico. Se encuentran también terminales nerviosas conformadas por los
corpusculos de Pacini, que son receptores de presion, las células de Merkel y los

corpusculos de Meissner que son mecano receptores, y también los termo receptores que



son sensores de calor o frio. La piel también contiene foliculos pilosos de donde crece el
vello o el cabello y glandulas que producen excreciones sudoriparas o sebaceas

(Fitzpatrik, 2008; Gartner, 2008; Mescher, 2010).

Epidermis
. Glandula sebasea
Dermis
Foliculo piloso
Hipodermis 4“ Glandula sudoripara

Venas

1 Arterias
Corpusculo

de Pacini

Corpusculo
de Meissner

Termoreceptor

Figura 1. Esquema que muestra la anatomia de la piel y sus principales
componentes (tomado y modificado del banco de imagenes cientificas:

fciencias.com, marzo de 2016).



< Estrato cérneo

| «———Estrato lucido

Estrato granuloso-

Estrato espinoso

< Estrato germinativo

<«—————Dermis

Figura 2. Corte histologico de piel, en donde se observan los cuatro estratos
de la epidermis (modificado de: Atlas de histologia, Sistema tegumentario,
2015).

2.2 Heridas en la piel
La piel al estar en frecuente exposicion con el entorno, se vuelve susceptible a sufrir
heridas que comprometen su integridad alterando el desarrollo normal de sus funciones.

Una herida es una lesion que genera la pérdida de continuidad en la integridad de
la piel, pudiendo ser por causas traumaticas o por isquemia (Jiménez, 2008; Guarin-
Corredor et al., 2013), mientras que una lesioén es cualquier dafio que le ocurre al cuerpo.
De esta forma, la herida es considerada una deformidad o pérdida de continuidad, que
puede afectar desde la epidermis hasta estructuras mas profundas como tendones,
musculos, vasos, nervios, 6rganos parengquimatosos e incluso huesos (Salem et al.,

2000; Silva et al., 2014; Velnar et al., 2009).



Las heridas son clasificadas en agudas y crénicas:

e Heridas agudas: Son de corta evolucion y se caracterizan por una curacion
completa dentro de 6 a 12 semanas, el proceso ocurre casi siempre sin ninguna
complicacion y el resultado es una herida bien sanada (Lucha et al., 2008; Guarin-
Corredor et al., 2013).

e Heridas cronicas: Se definen como las heridas en las que no se ha logrado llevar
a cabo un proceso de cicatrizacion ordenado, la mayoria de las heridas que no
han cicatrizado en 3 meses son consideradas como crénicas (Jiménez, 2008;
Guarin-Corredor et al., 2013). EI mecanismo méas usual es la desregulacion de
una de las fases del proceso de cicatrizacion, esto ocurre con frecuencia en la
fase inflamatoria debido a infecciones (Valencia, 2010).

Cuando se produce una herida, se desencadena naturalmente un conjunto de procesos
bioldgicos que utiliza el organismo para recuperar su integridad y arquitectura, el cual es

conocido como proceso de cicatrizacion.

2.3 Proceso de cicatrizacion de heridas
La cicatrizacién es un proceso complejo de reparacion que, en el caso de las heridas en
la piel, conduce a la regeneracién del epitelio y al reemplazamiento de la dermis por un
tejido fibroso conocido como cicatriz. Este proceso implica una serie de eventos
coordinados cuya finalidad es recuperar la integridad del tejido dafiado, permitiendo su
regeneracion y restaurando sus funciones (Kurzer, 1991; Salem et al., 2000; Ramirez,

2010).



El proceso de cicatrizacion consta de tres fases que actlan simultaneamente y que
dependen de la accion de células y proteinas que estimulan el crecimiento, reparacion y
remodelacion del tejido lesionado (Kurzer, 1991; Lucha et al., 2008; Guarin-Corredor et
al., 2013).

Existen dos tipos de cicatrizacion: de primera intencion, se produce en heridas
limpias y ocurre durante las primeras horas después de haber sido cerrada la herida. El
segundo tipo, de segunda intencidn, se caracteriza porque no se alcanza a regenerar la
arquitectura normal de la piel debido a la pérdida extensiva de tejido por un trauma
severo, una quemadura, o en heridas contaminadas e infectadas, en donde el tiempo de
cicatrizacion dependera de la extensién de la herida (Salem et al., 2000; Valencia, 2010).

Cuando se produce una herida, inmediatamente se desencadena la coagulacion
sanguinea, la cual tiene una duracion de hasta 15 minutos y su objetivo principal es evitar
la pérdida de sangre, la entrada de patégenos al organismo y la formacién de un coagulo
gue proteja la zona dafiada (Guarin-Corredor et al., 2013). Una vez formado el coagulo
se desencadena el proceso de cicatrizacion que consta de tres fases descritas a
continuacion:

1. Fase inflamatoria: Comienza a los 15 minutos posteriores a que se produjo la
lesion, una vez formado el coagulo, y tiene una duracion de uno a seis dias. La
inflamacion involucra una reaccién vascular y celular que prepara a la herida para
Su posterior reparacion. En esta fase las bacterias y patdgenos son fagocitados y
removidos, y numerosos factores son liberados para promover la migracion y
division de las células implicadas en el proceso tales como EGF, FGF, PDGF y

TGF (Kurzer, 1991; Guarin-Corredor et al., 2013).



2. Fase proliferativa: Inicia hacia el tercer dia y dura aproximadamente de 15 a 20
dias. El objetivo de esta fase es generar una barrera protectora, con el fin de
aumentar los procesos regenerativos y evitar el ingreso de agentes nocivos; se
caracteriza por la activacion de dos grandes procesos: angiogénesis y migracion
de fibroblastos, los cuales facilitan la formacion de una matriz extracelular
provisional, compuesta principalmente por colagena tipo I, 1l y lll, que proporciona
un andamiaje para la migracion celular y la sintesis de una matriz extracelular
madura. El tejido adquiere una coloracién rojiza debido a la intensa angiogénesis
gue se esta produciendo (Lucha et al., 2008; Guarin-Corredor et al., 2013).

3. Fase de remodelacion: Inicia simultineamente con la sintesis de la matriz
extracelular en la fase de proliferacién y puede durar hasta uno o dos afios,
dependiendo la extension y caracteristicas de la herida (Guarin-Corredor et al.,
2013). Esta fase se caracteriza por la epitelizacion, en donde los queratinocitos
proliferan desde los bordes y migran hacia la herida para cubrirla. Se produce una
contraccion producida por los miofibroblastos para hacer mas pequefia la zona,
en el area se reabsorbe el agua y las fibras se juntan, con lo cual se aplana la
region, al mismo tiempo, ocurre la sustitucion del colageno tipo Il por el tipo | que
es mas fuerte, produciendo un aumento de la fuerza tensil de la piel (hasta 70 a
90% de la fuerza original). Hay una disminucion celular y los capilares
neoformados se atrofian, produciendo la disminucion del color cicatrizal (Kurzer,

1991; Lucha et al., 2008).



2.4 Tratamiento de heridas
El cuidado inapropiado de una herida puede retrasar su curacion haciendo que el area
se infecte y resulte en una herida crénica, la infeccion es una de las complicaciones mas
frecuentes de heridas que no cicatrizan y pueden poner en riesgo el avance del proceso
de curacién (Guarin-Corredor et al., 2013).

Existen fArmacos comerciales que promueven la cicatrizacion de las heridas, como
el Recoveron (acexamato de sodio) o el Debrisan (dextrandbmero), sin embargo, estos
son caros y poco accesibles, ademas de que su uso no es comun entre la poblacion.

Por el contrario, cuando se tiene una herida es comian emplear remedios caseros
que aceleren el proceso de cicatrizacién, mismos que con frecuencia incluyen el uso de
plantas medicinales con propiedades desinfectantes, antiinflamatorias, antibacterianas,
anestésicas y/o regenerativas de la piel. A lo largo de la historia se han aplicado multiples
plantas y sus derivados para la cicatrizacion de heridas, entre ellas encontramos
Matricaria chamomilla (manzanilla), Aloe vera o Aloe barbadensis (sabila), Caléndula
officinalis (caléndula), Uncaria guianensis (ufia de gato), Hidrocotile asiatica (centella
asiatica) y Mimosa tenuiflora (tepezcohuite) (Gonzales et al., 2004).

De éstas, un caso muy conocido es el uso del Tepezcohuite (Mimosa tenuiflora
(Willd.) Pair.), el cual es ampliamente usado desde la época prehispanica; su nombre
tiene raices de la lengua nahuatl, significa "arbol del cerro que sangra". Este arbusto era
utilizado por los mayas desde hace mas de 10 siglos como cura para lesiones
superficiales en la piel. Hoy en dia se sigue utilizando, ya que tiene un reconocido poder
de regeneracion celular (Gémez y Avila, 2011). El extracto acuoso de la corteza produce

una importante estimulacion in vitro de la actividad mitocondrial y la proliferacion de
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fibroblastos dérmicos humanos, esta actividad se debe a la presencia de
arabinogalactanos en el extracto (Zippel et al. 2009).

Otra planta que etnobotanicamente es reportada para la cicatrizacién de heridas en
la piel es Phyllonoma laticuspis (Turcz.) Engl., mejor conocida como encarnadora o

hierba del venado (Alcantara, 2006).

[ll. Antecedentes

3.1 Phyllonoma laticuspis (Turcz.) Engl.

Phyllonoma es un pequefio género de arboles que consta de cuatro especies distribuidas
desde México hasta Perua (Fig. 3) (Mori y Kallunki, 1977; Pérez-Calix, 2011; Tobe, 2013
y 2015). Pertenece a la Familia Phyllonomaceae y al Orden de las Aquifoliales (Tobe,
2015; APG, 2016).

De acuerdo a una revision de herbario realizada en marzo de 2016, con ayuda de
la M. en C. Rosa Maria Fonseca Juérez, en México Phyllonoma laticuspis (Turcz). Engl.
se distribuye en los estados de Chiapas, Estado de México, Guerrero, Michoacan,
Oaxaca y Veracruz (Fig. 4); habita en vegetacion de bosque mixto de Pino-Encino con
elementos de bosque mesdfilo de montafia (Pérez-Calix, 2011), en una elevacion de

1000-2600 msnm.
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Figura 3. Distribucion del género Phyllonoma a nivel mundial, se observa en
color verde los paises en los que se distribuye la planta, la intensidad del
color representa la abundancia en cada pais, siendo Costa Rica y México los
paises en los que se encuentra mas distribuido (tomado de Tropicos.org,
2016).
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Figura 4. Distribucion de P. laticuspis (Turcz). Engl. en México, se observa a

modo de puntos azules la presencia de la planta en los estados de Chiapas,
Estado de Meéxico, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Oaxaca y Veracruz

(elaborado a partir de los datos obtenidos en la revision de herbario).

Phyllonoma laticuspis (Turcz). Engl. es un arbol que alcanza 8-10 m de alto. Los tallos
poseen ramas delgadas y flexibles. Las hojas son alternas, miden 1.6-10.3 cm de largo
y 0.5-2.3 cm de ancho, lanceoladas con margen acerrado, con peciolos de 2-13 mm de
largo. Las inflorescencias son racemosas Yy le proporcionan su caracteristica mas
distintiva, ya que crecen cerca del 4pice de la hoja (Fig. 5) (Tobe, 2013). Las Flores son
blanquecinas con tintes purpureos, crecen sobre una bractea pequefia, miden 2.5-5 mm,

poseen cinco sépalos triangulares, libres entre si; tienen cinco pétalos ovado-

13



triangulares; cinco estambres con filamentos de 0.5 mm de largo; ovario infero, con dos
I6culos fusionados y dos estilos libres (Fig. 6). El Fruto es una baya globosa a
subglobosa, coronado en el 4pice por restos del caliz; posee de 2 a 9 semillas por fruto.
Florecen y fructifican durante todo el afio (Mori y Kallunki, 1977; Pérez-Calix, 2011; Tobe,

2013).

Figura 5. Esquema de una inflorescencia Figura 6. Flor de P. laticuspis (Turcz.)
de P. laticuspis (Turcz.) Engl. en donde se Engl. observada bajo  microscopio
observa que las flores crecen cerca del electrénico de barrido (la escala
apice de la hoja, caracteristica distintiva corresponde a 200 pm), en donde se
del género. (Dibujo elaborado por: Lian observan los sépalos se, pétalos pe,
Mishel Sanchez Cazares, 2016) estambres st, disco nectario dc y estigmas

sg (Tobe, 2013).
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Figura 7. Fruto blangquecino con restos del caliz en el &pice, creciendo sobre
la vena media, cerca del 4pice de la hoja (foto tomada en la colecta de marzo
de 2015, Lian Mishel Sanchez Cazares).

Phyllonoma laticuspis (Turcz). Engl. (Fig. 7) es conocida popularmente con los nhombres
de “mil hojas” y “hoja de musico”, nombres basados en la forma y abundancia de sus
hojas, pero también se conoce como “la medicina del venado”, “hierva de la viruela”,
“sana todo”, y “encarnadora”, estos nombres dados debido a sus propiedades para curar
heridas-lesiones en la piel. El uso de esta planta data de hace mas de 40 afios en la
localidad de Carrizal de Bravo, Guerrero. Misma que se localiza a 2350 msnm, en la
carretera filo de caballos, en el municipio de Atoyac de Alvarez (Vega, 2002; Alcantara,

2006 y Alcantara et al., 2017).

De acuerdo al trabajo etnobotanico realizado por Vega (2002) y por el M. en C.
Armando Gémez Campos, se sabe que el uso de la planta comenzoé a partir de que los
pobladores de Carrizal de Bravo, Guerrero, observaban que los animales heridos,
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principalmente los venados, ingerian y se echaban sobre las hojas que desprendia este
arbol, observando que estos animales se recuperaban en un corto periodo de tiempo. Lo
anterior dio inicio al uso de esta planta bajo el nombre de “la medicina del venado”,
empleandose para sanar heridas de la piel.

En el mismo estudio etnobotanico se relata que “el modo de empleo de la planta es
a través de infusion, hirviendo y dejando reposar hasta el dia siguiente ya que el agua
ha adquirido un color café caramelo, esta infusion es ingerida o empleada para lavar las
heridas en el caso de lesiones graves y operaciones; en aproximadamente tres dias el

paciente esta completamente recuperado”.

3.2 Estudios quimicos previos de Phyllonoma laticuspis (Turcz.) Engl.

En el 2002, Vega realizo estudios quimicos y biolégicos de extractos de la lamina foliar
de P. laticuspis y demostré que esta especie presenta propiedades antibacterianas.

En dicho estudio se realizd la caracterizacion fitoquimica preliminar de los
metabolitos secundarios presentes en extractos de hexano, AcOEt, MeOH y acuoso, por
medio de Cromatografias en Capa Fina (CCF), las cuales fueron reveladas con
indicadores especificos para cada tipo de compuesto, de esta forma se evidencio la
presencia de esteroides, glucésidos, fenoles, terpenos y sapogeninas (Tabla 1).

En el mismo estudio se evaluoé la actividad antibacteriana contra cepas de Bacillus
subtilis (Gram positiva) y Escherichia coli (Gram negativa), por medio del método de halo
de inhibicion, en donde se observo que los extractos de AcOEt y MeOH presentaron
actividad frente a B. subtilis. Mientras que el extracto acuoso a altas concentraciones

resulto activo frente a ambas bacterias.
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Tabla 1. Estudio fitoquimico preliminar de los extractos de Phyllonoma laticuspis (Turcz.) Engl,

en donde la presencia de los metabolitos es indicada por v y la ausencia por X.

) ] Azlcares,
Esteroides Alcaloides y ) )
) esteroides, . Sapogeninas
Extracto/Metabolito y compuestos Flavonoides ) Fenoles
. . terpenos y y esteroides
triterpenos nitrogenados
fenoles
Hexanico v X v X v v
Acetato de Etilo v X v X v v
Metandlico v X v X X v
Acuoso v X v X X X

En un segundo estudio realizado en 2014 por Patrén y colaboradores, se evalud la
actividad antimicrobiana de extractos EtOH de P. laticuspis y también se realizé la
caracterizacion fitoquimica general de los metabolitos secundarios responsables de
dicha actividad por medio de CCF reveladas con indicadores especificos. En este estudio
se observo la presencia de esteroides, flavonoides, taninos, quinonas, alcaloides y
cumarinas.

En cuanto a la actividad antimicrobiana, también se determiné mediante halos de
inhibicion sobre cultivos de E. coli, Streptococcus sp. y Staphylococcus aureus, en donde
se observo que los extractos EtOH presentan actividad bacteriostética frente a las tres

cepas estudiadas.
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IV. Hipotesis
Con base en los antecedentes etnobotanicos de Phyllonoma laticuspis (Turcz). Engl.,
que reportan su uso tradicional en la cicatrizacion de heridas en la piel, se espera que
los extractos orgénicos y/o acuoso de dicha planta presenten un potencial efecto

cicatrizante en estudios in vitro realizados con cultivos celulares de fibroblastos.

V. Objetivo general

Evaluar el potencial efecto cicatrizante de los extractos organicos y acuoso de las partes
aéreas de Phyllonoma laticuspis (Turcz). Engl. por medio del ensayo in vitro de cierre de

herida.

5.1 Objetivos particulares

« Evaluar el efecto citotoxico in vitro de los extractos organicos y acuoso de P.
laticuspis en cultivos de fibroblastos.

« Estandarizar el ensayo in vitro de cierre de herida.

» Evaluar el potencial cicatrizante in vitro de los extractos organicos y acuoso de
P. laticuspis por medio del ensayo de cierre de herida en cultivos de
fibroblastos.

« Estudiar el efecto de la migracion en el cierre de las heridas in vitro por medio
del uso de mitomicina-C.

» Determinar el extracto de mayor actividad cicatrizante.
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VI. Material y métodos
6.1 Colectay preparacion del material vegetal

El material vegetal de Phyllanoma laticuspis (Turcz). Engl. fue colectado en la localidad
de la Cruz del Rosario en Taxco de Alarcon, Guerrero, en marzo de 2015. La zona de
colecta fue al pie del cerro el Huizteco, a 18°35'475” latitud Norte y 99°37°855” longitud
Oeste; a una altura de 2075 msnm, en donde existe una vegetacion de Bosque de Pino-
Encino.

El material vegetal colectado se lavo para eliminar restos de tierra, posteriormente
se dej6 secar a la sombra sobre papel periédico.

La clasificacion taxondémica del ejemplar se realiz6 con la ayuda del M. en C.
Armando Gémez Campos, en el laboratorio de etnobotanica de la Facultad de Ciencias
de la UNAM, y un ejemplar fue depositado (Fig. 8) en el Herbario de la Facultad de

Ciencias, nUmero de baucher 160645.
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Figura 8. Ejemplar de Phyllonoma laticuspis (Turcz) Eng. Depositado en la

coleccién del herbario de la Facultad de Ciencias de la UNAM.



6.2 Obtencion de extractos

Una vez seca la planta, se siguieron dos procedimientos distintos con el material vegetal
para la obtencion de los extractos. El primer procedimiento se realizé para la obtencién
de los extractos organicos, en donde el material se separé en tallos y hojas, debido a
gue se queria observar si existian diferencias en cuanto al contenido de metabolitos en
ambas estructuras. Una vez separado, el material vegetal fue pesado en balanza y
triturado en un molino para disminuir su volumen y aumentar la superficie de contacto al
macerar (Macias et al., 2009).

El segundo procedimiento se realiz6 para la obtencion del extracto acuoso
siguiendo el método tradicional de la comunidad reportado etnobotanicamente, por ello

se mantuvieron juntos hojas y tallos al preparar la infusion (Vega, 2002; Alcantara, 2006).

6.2.1 Extractos organicos

Los extractos se obtuvieron a partir de 186 g de tallos y 330 g de hojas que se colocaron
en frascos de vidrio de 1L, se agrego disolvente hasta cubrir el material vegetal y se
taparon los frascos con papel aluminio. Se emplearon disolventes de polaridad
ascendente: hexano, AcOEt y MeOH, de manera consecutiva, tres veces con cada
disolvente, dejando macerar el material por tres dias en cada ocasion, se separé el
material vegetal del disolvente por medio de filtracién por gravedad usando un embudo
de vidrio y filtros de papel. El material vegetal se regresoé a los frascos de vidrio y se les
agrego nuevamente disolvente para dejar macerar otros tres dias.

Por otra parte, el filtrado se colectd en un matraz bola y se eliminé el disolvente con vacio

en un rotavapor (Fig. 9). Los extractos se colectaron en frascos de vidrio etiquetados y
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los restos de disolvente se eliminaron en una campana de humos. Posteriormente los
extractos se pesaron y se mantuvieron en refrigeracion a 4°C hasta su uso.
Se calculd el porcentaje de rendimiento obtenido de los extractos empleando la

ecuacion 1.

Figura 9. Evaporacion al vacio de los disolventes en rotavapor.

100 * gramos de extracto obtenido

. = % de rendimiento (Ecuacion 1)
gramos de material vegetal usado
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6.2.2 Extracto acuoso

La obtencion del extracto acuoso se realiz6 emulando el método tradicional de uso de la
planta en la comunidad. A 1 L de agua destilada hirviendo se le adicionaron 29.38 g de
material vegetal seco (hojas y tallos juntos), se dejaron reposar por 10 minutos y después
se separo el material por medio de filtracién por gravedad usando un embudo de vidrio y

filtros de papel.

La infusion obtenida se colecté en cuatro matraces bola de 500 mL, con 250 mL

de la infusion cada uno, se congeld y se elimind el agua en una liofilizadora (Fig. 10).

Figura 10. Proceso de obtencion del extracto acuoso: 1) Infusion de

Phyllonoma laticuspis (Turcz); 2) Filtrado; 3) Congelado de la; 4) Eliminacion

del agua en liofilizadora; 5) Extracto acuoso seco.

El extracto obtenido se colect6 en un frasco de vidrio, se etiqueto, se peso, y se mantuvo

en refrigeracion a 4°C hasta su uso. Posteriormente se calculdé el porcentaje de

rendimiento obtenido del extracto usando la ecuacion 1.
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6.3 Analisis del perfil Cromatogréafico en Capa Fina de los extractos
Para conocer el perfil cromatografico de los extractos de Phyllonoma laticuspis (Turcz.)
Engl. obtenidos, se realizdé un analisis por Cromatografia de Capa Fina (CCF) en fase
normal.

La CCF fase normal, se realizo utilizando cromatoplacas de Silica Gel (DC-
Fertigfolien ALUGRAM Xtra SIL G/UV2s4 MACHEREY-NAGEL) como fase estacionaria,
y usando como fase moévil mezclas de disolventes a distintas polaridades. Se aplicaron
en las cromatoplacas 2 pl de una solucién de cada uno de los extractospor separado, a
una concentracion de 50 mg/mL.

Las cromatoplacas se observaron bajo luz UV de onda corta (254 nm) y de onda
larga (366 nm) y posteriormente fueron roseadas con sulfato cérico (Ce(S0a4)2) vy

revelados sobre una placa de calentamiento.

6.4 Ensayos bioldgicos
6.4.1 Cultivo celular de fibroblastos

Los fibroblastos usados en los ensayos biolégicos fueron obtenidos en el proyecto INR-
11/12, en el afio 2012 a partir de remanentes de piel de prepucio de pacientes pediatricos
del Instituto Nacional de Pediatria, bajo consentimiento informado de los padres, y se
mantuvieron en criopreservacion en una solucion de Suero Fetal Bovino 1X (SFB)
(Gibco) al 90% y dimetilsulféxido (DMSOQO) al 10%.

Se usaron fibroblastos en cultivo primario, para los experimentos de citotoxicidad
y del potencial cicatrizante in vitro de los extractos obtenidos.

Las células se cultivaron a una densidad de 10,000 células/cm?, en cajas de cultivo

de 25 cm? con medio DMEM/F-12 (Gibco) complementado con SFB al 10% y 1% de
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antibiético/antimicotico (penicilina/estreptomicina, Anti/Anti) (Gibco). Las cajas de cultivo
se mantuvieron en una incubadora celular (Thermo Scientific) a 37°C, 0.5% de COz2y
95% de humedad. El medio de cultivo fue cambiado cada tercer dia hasta obtener una
confluencia celular del 90% (Avila, 2015; Unger et al., 2008).

Al alcanzar la confluencia las células se expandieron nuevamente en cajas de
cultivo por medio de pases y posteriormente resembradas en placas de 24 pozos para
los ensayos de citotoxicidad y de 12 pozos para el ensayo de la herida.

Todos los ensayos biologicos se realizaron en campana de flujo laminar bajo

condiciones de esterilidad.

6.4.2 Pase de fibroblastos y cuantificacion celular

Se retir6 el medio de cultivo de las cajas y se realizaron dos lavados con 2 mL de Buffer
Salino de Fosfatos 1X (PBS) (Gibco) cada uno.

Posteriormente se retird el PBS y las células fueron tratadas con 1 mL de Tripsina-
EDTA al 0.05% (Gibco) durante 6 minutos en incubacion a 37°C. Pasado el tiempo se
inactivo la tripsina agregando 1 mL de medio DMEM/F-12 mas SFB al 10%.

Se obtuvo una suspension celular que fue colectada en un tubo para centrifuga de
15 mL y se centrifug6 a 1500 rpm durante 10 minutos. Se descart6 el sobrenadante y el
boton celular obtenido se resuspendio en 1 mL de medio DMEM/F-12 nuevo, las células
obtenidas fueron contadas en camara de Neubauer. Para los ensayos biologicos in vitro
se mantuvo constante la densidad celular sembrada (células/cm?), por ello fue necesario

contar el numero de células sembradas en cada experimento.
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Para ello, se tomaron con micropipeta 10 pL de la suspension celular centrifugada y 10
pL de colorante azul tripano, se mezclaron homogéneamente y se llenaron las dos
gradillas de la cAmara de Neubauer. Se observé la camara en un microscopio vertical
invertido (Axio Lab, Carl Zeiss) y se realiz6 el conteo de células por cuadrante de ambas
gradillas (Avila, 2015).

El azul tripano agregado durante el conteo celular permitio distinguir las células
vivas de las muertas ya que las células muertas se tifieron de azul por la permeabilidad
de sus membranas. De este modo, en el conteo celular unicamente fueron contadas las
células viables, es decir, las que no se tifieron de azul (Avila, 2015). El nimero total de

células en suspension se obtuvo mediante la ecuacion 2.

X *2%10,000 * 1 = Total de células en suspencién (Ecuacion 2)

En donde:
X: Numero total de células observadas por cuadrante de la camara de
Neubauer
2: Factor incluido por la disolucién 1:1 con azul tripano.
10,000: Constante de la cAmara de Neubauer.

1: Volumen de medio en el que se resuspendio el botén celular.
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6.4.3 Ensayo de MTT
El ensayo de MTT o método de reduccion de la sal de Metil-Tiazol-Tetrazolio (Bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio), es una medida del metabolismo celular
basada en la reduccion del compuesto por accion de las enzimas succinato-
deshidrogenasas mitocondriales, con la consecuente formacion de cristales de formazan
de color azul-violeta (Fig. 11). Al solubilizar dichos cristales y medir su absorbancia
reflejan una lectura proporcional al nimero de células metabdlicamente activas en los

cultivos (Cordero y Aristizabal, 2002).

N< Q (Succinato-deshidrogenasa N—NH
@_« I}I mitocondrial) @_«
@ -
=N
N N N

5/© — N
S / >: N
(Metil-Tiazol-Tetrazolio) (Formazan)

Figura 11. Transformacion metabdlica de la sal Metil-Tiazol-Tetrazolio (MTT),
que por accién de la enzima mitocondrial Succinato-deshidrogenasa es
reducida a sales de formazan insolubles en medio acuosos, de color azul-
violeta (Cordero y Aristizabal, 2002).

Para la aplicacion de este método se siguio el procedimiento establecido por Mosmann
(1983) y modificado por Cordero y Aristizabal (2002). Los cristales obtenidos después de

cuatro horas de incubaciéon de las células tratadas con MTT fueron solubilizados en una
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solucion 1:1 de DMSO-isopropanol y se midié la absorbancia de la disolucion de los
cristales a 560 nm.

Con este método fue posible estudiar la proliferaciéon celular en los cultivos y la
posible citotoxicidad producida por los extractos, al realizar una curva de calibracién para
establecer la correlacidn existente entre la absorbancia obtenida y el numero de células

metabdlicamente activas a diferentes dias de cultivo (Ledn et al., 2006).

6.4.4 Curva de proliferacion de fibroblastos
Se realiz6 una curva de proliferacion que permiti6 observar y -caracterizar el
comportamiento de los fibroblastos en cultivo, ademas de conocer su tiempo de
replicacion celular en condiciones de laboratorio.

Para ello, al alcanzar una confluencia de 90%, las células se tripsinizaron
siguiendo el procedimiento descrito con anterioridad y se sembraron en cajas de cultivo
de 24 pozos, a una densidad de 5,000 células/pozo, manteniéndolas en incubadora a
37°C con medio de cultivo DMEM/F12 + SFB 10% + Anti/Anti 1%.

Posteriormente, durante una semana, se realiz6 diariamente una prueba de MTT

por triplicado para observar la proliferacion celular a diferentes dias de cultivo.

6.4.5 Curvade calibracion de MTT
La curva de calibracion de MTT se realizé para conocer la relacion existente entre el
numero de fibroblastos en cultivo y la cantidad de formazan producido, lo cual sirvié de
base para la curva de proliferacion y para los ensayos de citotoxicidad y del potencial

efecto cicatrizante que se realizaron.
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Para ello se sembro por triplicado en cajas de cultivo de 24 pozos, un nimero creciente
de células por pozo: 0, 5,000, 10,000, 20,000, 40,000, 60,000 y 80,000, en un volumen
constante de 150 uL de medio de cultivo. Al cabo de 24 horas de incubacion a 37°C se

determind la absorbancia empleando el ensayo de MTT.

6.4.6 Ensayo de citotoxicidad de los extractos por medio de MTT
Para este ensayo fue sembrada una placa de 24 pozos a una densidad de 10,500
células/cm?, se mantuvieron con medio DMEM/F12 + SFB 10% + Anti/Anti 1% en
incubacion a 37°C por una semana, hasta alcanzar 90% de confluencia.

Al alcanzar la confluencia requerida, las células se trataron por 24 horas con los
extractos, dejando pozos con células sin tratar como controles de la actividad normal de
los fibroblastos, y células tratadas con DMSO como control del vehiculo en el que se
aplicaron los extractos.

Los extractos se evaluaron por duplicado en cuatro experimentos independientes
pero simultaneos con el mismo lote de fibroblastos, se evaluaron las concentraciones de
1, 0.1 y 0.01 pg/mL, usando como vehiculo DMSO al 3, 0.3 y 0.03 % respectivamente
para solubilizar los extractos orgénicos (Fig.12).

Después del tratamiento se determin6é la cantidad o proporcion de células
metabdlicamente activas (viables) por medio del ensayo de MTT. Posteriormente, se
calcularon los porcentajes de supervivencia celular de los fibroblastos tomando como

base las células sin tratamiento (control) y con respecto a la curva de calibracion de MTT.
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Figura 12. Esquema de tratamientos aplicados a las células en cultivo para

Concentracion (ug de extracto/
ml de medio DMEM):

Extracto de MeOH

® Extracto de AcOE!
Extracto Acuoso
Control del Viehiculo (DMS0O)

® Control basal (Fibroblastos)

evaluar el posible efecto citotoxico de los extractos de Phyllonoma laticuspis
(Turcz). Engl.

6.4.7 Estandarizacion del ensayo de cierre de la herida in vitro

El ensayo de cierre de herida in vitro tiene como objetivo el estudio de la migracion celular
y puede ser usado para evaluar el potencial efecto cicatrizante de extractos y

compuestos. Se basa en la observacion del comportamiento de una monocapa

confluente de células a las que previamente se le ha realizado una brecha o “herida”.

Las células en el borde de la brecha se moveran hacia la abertura hasta establecer

nuevos contactos célula-célula, cerrando asi la “herida”. El ensayo implica la creacién de
una “herida” o area libre de células en la monocapa celular, la captura de imagenes de
manera periédica durante la duracion del experimento y la comparacion de todas las

imagenes para observar la migracion/proliferacién de las células hacia el lecho de la

herida (Ghayempour et al. 2016 y Géback et al., 2009).
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Para este modelo se sembraron fibroblastos en una placa de cultivo de 12 pozos a una
densidad de 7,895 células/cm?, se incubaron a 37°C con medio DMEM/F12 + SFB 10%
+ Anti/Anti 1% por una semana, hasta alcanzar aproximadamente el 90% de confluencia
celular, es decir, hasta obtener una monocapa celular.

Al obtener la confluencia requerida, se retird el medio de cultivo de los pozos y se
realizd un raspado de forma vertical con la punta de una micropipeta de 1,000 pL a una
inclinacion de 30° sobre el fondo del pozo (Fig. 13), para obtener una “herida” que nos
permita observar la migracion/proliferacion celular (Fig. 14).

Una vez obtenidas las heridas, se lavaron los pozos con PBS para eliminar los
restos celulares y las células desprendidas de la monocapa, las heridas se mantuvieron
con PBS y se tomaron fotos en un microscopio vertical invertido (AxioLab, Carl Zeiss),

estas fotos fueron consideradas como tiempo 0.

Figura 13. Raspado vertical con punta de micropipeta de 1,000 uL sobre

monocapa celular para obtener las “heridas”.
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Figura 14. A) Monocapa celular de fibroblastos en cultivo, B) “Herida”

obtenida por raspado vertical con punta de micropipeta.

El campo en donde se tomd cada fotografia fue marcado para que las siguientes
fotografias se tomaran en la misma zona y de esta forma poder observar la
migracion/proliferacion de las células hacia el lecho de la herida.

Después de obtener las fotografias, el PBS se retir6 y a cada pozo se le adiciono
medio de cultivo y un extracto de prueba disuelto en DMSO, con excepcién del extracto
acuoso que se disolvid solo con medio de cultivo, cada extracto de prueba por triplicado.

Con base en los resultados de los experimentos de citotoxicidad, se evalud el
extracto acuoso a las concentraciones de 1, 0.1 y 0.01 ug/mL; en cambio los extractos
de AcOEt y MeOH se evaluaron a las concentraciones de 0.1 y 0.01 pg/mL. Cada placa
tenia tres pozos sin tratamiento como controles de la migracién/proliferacion normal de
los fibroblastos y tres pozos con DMSO como control del vehiculo a una concentracién

final maxima del 3%.
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Las células se mantuvieron en incubacion a 37°C con los extractos y se tomaron fotos a
las 24 y 48 horas posteriores a la aplicacion de los tratamientos, tomando siempre como
referencia el punto marcado en el tiempo O.

Las imagenes obtenidas fueron analizadas por medio del programa Tscratch
(Gébacket et al., 2009), el cual permite medir el area sin células de cada imagen.
Posteriormente se comparé el porcentaje de area cerrada con cada tratamiento y los
controles, a los dos tiempos de lectura, para determinar si hubo diferencia entre ellos

utilizando el programa Graph Pad Prism5.

6.4.8 Ensayo de cierre de herida con fibroblastos tratados con
mitomicina-C
La mitomicina-C (Cis HisN4Os) es un antibidtico-antitumoral aislado del hongo
Streptomyces caespitosus. Posee actividad antimitética que inhibe la migracion de
fibroblastos al inhibir la sintesis de ADN, ARN y proteinas, reduciendo asi la produccion
de colageno por los fibroblastos e impidiendo la duplicacién celular (Hernandez-Galilea
et al., 2000; Casanueva-Cabeza et al., 2009).

En este ensayo se evaluo6 el efecto de los extractos organico, AcOEt y MeOH
acuoso sobre la migracion de los fibroblastos después de ser tratados con mitomicina-C,
esto para observar el efecto que provoca la inhibicion de la mitosis en el cierre de heridas
in vitro.

Para ello, se sembraron fibroblastos en una placa de cultivo de 12 pozos a una
densidad de 7,895 células/cm?, se incubaron a 37°C con medio DMEM/F12 + SFB 10%

+ Anti/Anti 1% por una semana hasta alcanzar el 90% de confluencia celular. Una vez
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alcanzada esta confluencia se retiré el medio de cultivo y se agregaron 456 uL de
mitomicina-C a concentracion de 10 pg/mL en cada pozo, y se incubaron las células por
4 horas a 37°C.

Pasado el tiempo, se retird la mitomicina-C, se realizaron 3 lavados con PBS y se
realizaron heridas siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Los tratamientos

evaluados también fueron los mismos que en el punto anterior.

6.4.9 Ensayo de citotoxicidad en células Vero
Este ensayo se realiz6 bajo la direccion de la Dra. Mayra Silva Miranda, en el Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM. Fue utilizada la linea celular Vero de riidn de mono
verde africano. El ensayo se realiz6 con 10,000 células por pozo, en una placa de 96
pozos. El compuesto se adicion6 disuelto en DMSO, cada concentracion se evallo por
triplicado, la placa fue incubada por 48 horas. El revelado se hizo con 10 uL de MTT (5
mg/mL), posteriormente los cristales de formazéan obtenidos se disolvieron con DMSO y

se leyo la absorbancia a 570 nm.

6.5 Fraccionamiento del extracto con mayor actividad por medio de
Cromatografia en Columna

De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos biolégicos, se realiz6 una

Cromatografia en Columna (CC) con el extracto metandlico que fue el de mayor actividad

(Fig. 15). Se obtuvieron dos fracciones de polaridad diferente y se evalué nuevamente la

actividad bioldgica para determinar asi si los metabolitos secundarios responsables de

la actividad se agruparon en alguna de esas fracciones.
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Para realizar la cromatografia, 24.97 g del extracto metandlico se resuspendieron en
metanol y se agregd 250 g de celita, posteriormente se dejo secar la mezcla y fue
colocada en una columna cromatogréafica previamente empacada con silica gel como
fase estacionaria, y empleando como fase mévil una mezcla 70% acetato de etilo + 30%
hexano (AcOEt+H), posteriormente se continué la elusion con metanol (100%),
obteniéndose asi las dos fracciones con diferente polaridad.

Las fracciones fueron concentradas al vacio en un rotavapor y depositadas en
frascos para terminar de evaporar el disolvente a temperatura ambiente en una campana
de extraccibn de humos. Cada fraccion fue analizada por CCF fase normal, en
cromatoplacas de silica gel y usando como fase movil mezclas de disolventes a distintas
polaridades para observar el perfil cromatografico de los extractos y compararlo con el
extracto metandlico del que se obtuvieron las fracciones.

Las placas fueron observadas bajo luz UV de onda corta (254 nm) y de onda larga
(366 nm), y posteriormente fueron roseadas con sulfato cérico y reveladas por

calentamiento.

Figura 15. Cromatografia en Columna para el fraccionamiento del extracto

metandlico.
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6.6 Analisis estadistico
Los datos obtenidos fueron analizados con el Software Prisma (Graph Pad Prismb
Software Inc., USA). Los resultados obtenidos fueron expresados como la media + EEM
(error estandar medio) de cuatro experimentos independientes (n=4) para la evaluacion
de la citotoxicidad de los extractos y tres experimentos (n=3) para los ensayos de cierre
de herida. El valor p fue analizado por ANOVA y posteriormente por la prueba Tukey

para medir la significancia estadistica (p < 0.05).
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VII. Resultados
7.1 Rendimiento de los extractos
Los rendimientos obtenidos de los extractos organicos: Hexano, ACOEt y MeOH, y del

extracto Acuoso de Phyllonoma laticuspis se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Rendimiento obtenido del material vegetal de P. laticuspis.

Peso (9) Peso (9) . .
_ _ Rendimiento de Rendimiento
Extracto obtenido de obtenido de _
. tallos (%) de hojas (%)
tallos hojas
Hexano 3.21 5.79 1.73 1.75
AcOEt 9.93 30.03 5.79 9.1
MeOH 11.12 29.48 5.98 8.91
Acuoso 3.6 12.25

7.2 Perfil cromatogréfico de los extractos

La composicion quimica de los extractos obtenidos se observdé por medio de una
Cromatografia de Capa Fina (Fig. 16).

En las cromatoplacas se observa que la composicion quimica no varia entre hojas
y tallos, aunque se observa una mayor concentracion de los de metabolitos en los
extractos obtenidos a partir de hojas.

En las cromatoplacas, cada franja horizontal indica la presencia de un metabolito
diferente. Bajo luz UV a 254 nm se observan compuestos que no son visibles a simple
vista en la cromatografia, mientras que bajo luz UV a 366 nm es posible observar franjas

de color rojo que indican la presencia de clorofilas, es por ello que en las bandas “H” hay
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una mayor presencia del color rojo, puesto que son los extractos obtenidos a partir de

hojas.

Figura 16. Perfil cromatografico de los extractos obtenidos de P. laticuspis.

en donde: A) Cromatoplaca fase normal a base de Silica gel, eluida con 80%
hexano + 20% AcOEt, B) Cromatoplaca observada bajo luz UV 254 nm, C)
Cromatoplaca observada bajo luz UV 366 nm, D) Cromatoplaca revelada con
sulfato cérico en placa de calentamiento. En las cuatro imagenes: 1) Extracto
hexanico, 2) Extracto de AcOEt y 3) extracto de MeOH. R) extractos
obtenidos a partir de tallos y H) extractos obtenidos a partir de hojas.
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7.3 Curva de calibracién de MTT

La curva de calibraciéon de MTT (Fig. 17) muestra que existe una relacion proporcional

entre el niamero de fibroblastos en cultivo y la cantidad de cristales de formazan

producidos, a través de la absorbancia a 560 nm una vez que han sido disueltos los

cristales obtenidos.

Absorbancia (nm)

0.6

0.5

0.4

0.3

y = 6E-06x + 0.0815
R2=0.9667

0 20000 40000 60000 80000 100000

Numero de células

Figura 17. Curva de calibracion de ensayo de MTT. Muestra la relacion lineal
entre la absorbancia (560 nm) + EEM de cristales de formazan producidos y

el nimero de fibroblastos en cultivo.

Se observa que la curva presenta una relacion lineal entre el aumento en la cantidad de

células en cultivo y el incremento en la cantidad de cristales de formazan formados por

las células, lo cual concuerda con Cordero y Aristizabal (2002) pues la absorbancia es

proporcional al nimero de células metabdlicamente activas en los cultivos.
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La curva se ajusta al modelo lineal Y = 6x10 * X + 0.0815 con una correlacion R? de
0.96, en donde 6x10° es el cambio medio que se produce en la absorbancia por cada
unidad de cambio que hay en el nUmero de células en cultivo. Mientras que 0.0815 es
la absorbancia que corresponde a 0 células en cultivo (el blanco). A partir de esta
ecuacion, al conocer la absorbancia (Y) y despejando X es posible conocer el nimero

de células metabdlicamente activas que existen en los cultivos.

7.4 Curva de proliferacion de fibroblastos
Caracterizacion del comportamiento normal de los fibroblastos en cultivo, se observa la
curva de proliferacion celular (Fig. 18) obtenida mediante el método de MTT a diferentes

dias de cultivo celular.
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Figura 18. Curva de proliferacion de fibroblastos humanos en cultivo, medida
en absorbancia (560 nm) + EEM de los cristales en solucion, producidos a

diferentes dias de cultivo.

39



En la grafica se observa que a la semana de cultivo (8 dias) se alcanza una confluencia
celular del 100% en los pozos de cultivo, lo cual se ve reflejado en el pico mas alto de la
curva, posteriormente la curva decrece conforme siguen avanzan los dias de cultivo.

A partir de los valores de absorbancia obtenidos e interpolandolos en la curva de
calibracion de MTT, obtenemos el niumero aproximado de células en los cultivos a los
diferentes dias de cultivo (Tabla 3). En donde observamos que partiendo de 5,000
células/pozo sembradas el dia uno, la poblacion comienza su crecimiento al segundo dia
y se va duplicando cada dos dias aproximadamente, siendo a la semana de cultivo (8
dias) cuando se alcanza la poblacion méaxima de 65,437 células, posterior a este niumero,
la poblacion comienza a decrecer debido a que al alcanzar la confluencia del 100% en
los pozos de cultivo, las células comienzan a morir debido a que sufren inhibicion por

contacto célula-célula.

Tabla 3. Numero calculado de células a diferentes dias de cultivo, obtenido a partir de la

extrapolacion de las lecturas de absorbancia en la curva de calibracion de MTT.

. . NUmero calculado de
Dias de cultivo ,
células

5,000

5,230

8,639

10,331
57,146
65,437
41,955

© 00 N B~ WO DN P

10 34,433
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7.5 Evaluacion de la actividad citotdxica de los extractos
Los resultados de la actividad citotoxica producida por los extractos, evaluada por el
método de MTT, se muestran en la Tabla 4, en donde se observa el porcentaje de
viabilidad de fibroblastos tratados por 24 horas con cada extracto a las concentraciones

de 1, 0.1y 0.01 pg/mL.

Tabla 4. Porcentaje de viabilidad celular de fibroblastos tratados con los extractos de Phyllonoma

laticuspis, evaluado por medio de MTT.

Tratamiento Porcentaje de viabilidad

Control 100
MeOH 0.01 pg/mL 82
MeOH 0.1 pg/mL 74
MeOH 1.0 ug/mL 15*
AcOEt 0.01 pg/mL 68 *
AcOEt 0.1 pg/mL 52 *
AcOEt 1.0 yg/mL 15+
Acuoso 0.01 pg/mL 94
Acuoso 0.1 pg/mL 90
Acuoso 1.0 pyg/mL 82
DMSO 0.01 pg/mL 94
DMSO 0.1 pg/mL 88
DMSO 1.0 pyg/mL 73

En la tabla se observa el porcentaje de viabilidad de las células tratadas con los
extractos, comparado con el porcentaje de viabilidad de los fibroblastos sin tratar
(control), en donde se muestra que los extractos evaluados no producen un efecto
citotoxico mayor al 30 %, con excepcion del extracto MeOH a la concentracion de 1.0
pug/mL y del extracto de AcOEt en todas las concentraciones evaluadas, que producen

una citotoxicidad significativa de p <0.05 con respecto al control.
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Se observa que los demas extractos no producen una citotoxicidad significativa con
respecto a los fibroblastos control, lo cual nos indica que los extractos pueden ser
evaluados en el ensayo de cierre de herida, en el cual se descartd la evaluacion de los
extractos organicos a la concentracion de 1 ug/mL.

No se evalu6 el efecto citotoxico del extracto hexanico porque no se disolvié en el

vehiculo de aplicacién, por lo tanto, tampoco se evaluo en el ensayo de cierre de herida.

7.6 Evaluacion del potencial efecto cicatrizante in vitro: ensayo de cierre de
herida
La evaluacion del potencial efecto cicatrizante in vitro de los extractos se llevé a cabo por
medio del ensayo de herida, el cual incluye la toma de fotos a las 0, 24 y 48 horas, en
las que se pudo observar la migracion/proliferacién celular promovida por los extractos
hacia el lecho de herida y realizar el andlisis cuantitativo de dicha actividad.
En la figura 19 se observan imagenes de células tratadas con el extracto de AcOEt
y en la figura 20 células tratadas con el extracto de MeOH, en ambos casos a las
concentraciones de 0.1 y 0.01 pg/mL, también se muestran los fibroblastos sin
tratamiento (control).
Del mismo modo, en la figura 21 se observan las imagenes de las células tratadas
con el extracto acuoso a las concentraciones de 1, 0.1 y 0.01 ug/mL, comparadas con el

control.
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Tiempo 0 24 horas 48 horas

Control

Extracto
AcOEt0.01

Extracto
AcOEt0.1

Figura 19. Fotografias de las heridas a las 0, 24 y 48 horas, de una de las
tres evaluaciones realizadas del extracto de AcOEt (ug/mL), comparadas con

el control.
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Tiempo 0 24 horas 48 horas

Control

Extracto
MeOH 0.01

Extracto
MeOH 0.1

Figura 20. Fotografias de las heridas a las 0, 24 y 48 horas, de una de las
tres evaluaciones realizadas del extracto de MeOH (pg/mL), comparadas con

el control.
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Tiempo 0

Control

Extracto
acuoso 0.01

Extracto
acuoso 0.1

Extracto
acuoso 1.0

Figura 21. Fotografias de las heridas a las 0, 24 y 48 horas de uno de los
tratamientos con el extracto acuoso (ug/mL), comparadas con el control.

Las imagenes anteriores se analizaron de manera individual por medio del programa T-
scratch, con el que se cuantifico el porcentaje del area sin células de cada imagen, lo

cual corresponde al porcentaje que aun falta por cerrar en cada herida (Géback et al;
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2009). Estos valores se compararon por extracto a las 24 (Fig. 22) y 48 (Fig. 23) horas
posteriores a la aplicacion de los tratamientos.
Una vez obtenidos los valores, se calcularon a partir de la ecuacién 3, los

porcentajes de cierre de herida (“efecto cicatrizante”).

100%
Al

(Ecuacion 3)

% cierre de herida = (Ai — Af) *

En donde:
Ai: &rea inicial al tiempo 0.

Af: area final (24 o 48 horas).
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Figura 22. Grafica que representa el porcentaje de cierre de herida a las 24
horas de tratamiento de las heridas con los extractos de Phyllonoma
laticuspis (Turcz.) Engl. Cada barra representa la media de n=3 + EEM. *

Diferencia significativa (p < 0.05) con respecto al control.
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Figura 23. Grafica que representa el porcentaje de cierre de herida a las 48

horas de tratamiento de las heridas con los extractos de Phyllonoma

laticuspis. Cada barra representa la media de n=3 + EEM. * Diferencia

significativa (p < 0.05) con respecto al control.

En las graficas anteriores se observa que a las 24 horas de tratamiento los extractos
acuoso y MeOH a la concentraciéon de 0.01 ug/mL poseen un efecto significativamente
mayor a la migracion de los fibroblastos control. De igual forma se observa que el extracto
de acetato de etilo a la concentracion de 0.1 yg/mL no promueve la migracion de los

fibroblastos, por el contrario, presenta un efecto citotoxico en las células.
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A las 48 horas de tratamiento se observa que los extractos acuoso y MeOH a la
concentracion 0.01 ug/mL presentan un efecto de migracion/proliferacion
significativamente por encima del efecto producido por los fibroblastos control.

Con ello, se determind que el extracto que presenta el mayor potencial cicatrizante

es el extracto MeOH.

7.7 Evaluacién del efecto de la mitomicina-C sobre el potencial cicatrizante
de los extractos
El estudio de la migracién de los fibroblastos tratados con mitomicina-C en el cierre de
heridas in vitro, para evaluar el potencial efecto cicatrizante in vitro de los extractos, se
llevd a cabo por medio del ensayo de cierre de herida.

En la figura 24 se observan imagenes de células mitomizadas tratadas con el
extracto de AcOEt y en la figura 25 células mitomizadas tratadas con el extracto de
MeOH, en ambos casos a las concentraciones de 0.1y 0.01 ug/mL, también se muestran
los fibroblastos sin tratamiento (control).

Del mismo modo, en la figura 26 se observan las imagenes de las células
mitomizadas tratadas con el extracto acuoso a las concentraciones de 1, 0.1 y 0.01

pMg/mL, comparadas con el control.
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Figura 24. Fotografias de las heridas tratadas con mitomicina-C, a las 0, 24
y 48 horas, de una de las tres evaluaciones realizadas del extracto de AcOEt

(Mg/mL), comparadas con el control.
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Figura 25. Fotografias de las heridas tratadas con mitomicina-C, a las 0, 24
y 48 horas, de una de las tres evaluaciones realizadas del extracto de MeOH

(Mg/mL), comparadas con el control.
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Figura 26. Fotografias de las heridas tratadas con mitomicina-C, a las 0, 24
y 48 horas de uno de los tratamientos con el extracto acuoso (pg/mL),

comparadas con el control.

Las imagenes anteriores se analizaron de manera individual por medio del programa T-

scratch, con el que se cuantificd el porcentaje del area sin células de cada imagen, lo
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cual corresponde al porcentaje que aun falta por cerrar en cada herida (Géback et al,
2009). Estos valores se compararon por extracto a las 24 (Fig. 27) y 48 (Fig. 28) horas
posteriores a la aplicacion de los tratamientos.

Una vez obtenidos los valores, se calcularon a partir de la ecuacion 3, los

porcentajes de cierre de herida (“efecto cicatrizante”).
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Figura 27. Grafica que representa el porcentaje de cierre de heridas
mitomizadas a las 24 horas de tratamiento de las heridas con los extractos
de Phyllonoma laticuspis. Cada barra representa la media de n=3 + EEM.

*Diferencia significativa (p < 0.05) con respecto al control.
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Figura 28. Grafica que representa el porcentaje de cierre de heridas
mitomizadas a las 48 horas de tratamiento de las heridas con los extractos
de Phyllonoma laticuspis. Cada barra representa la media de n=3 + EEM.

* Diferencia significativa (p < 0.05) con respecto al control.

En las graficas anteriores se puede observar que ninguna condicién supera el 40% de
cierre de herida a las 24, ni a las 48 horas de tratamiento con los extractos. Se observa
que la migracion producida por el extracto MeOH a la concentracion de 0.01 ug/mL es
mayor a las 24 y 48 horas, con respecto al control, sin embargo no es significativo
estadisticamente.

También se observa que a las 48 horas la migracion producida por extracto de

AcOEt a la concentraciéon de 0.01 pyg/mL es ligeramente mayor que la del control, al igual
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que la producida por el extracto acuoso a la concentracion de 0.1 uyg/mL, sin embargo

ninguna es significativa.

El extracto de AcOEt a la concentracion de 0.1 yg/mL presenta un efecto citotoxico

en las células.

7.8 Concentracion inhibitoria 50 (Clso) del extracto metandlico en células Vero
Mediante un ajuste de la curva concentracidén-respuesta utilizando la ecuaciéon de Hill

(Fig. 29), se obtuvo una ICso = 316.22 pg/mL que nos indica que el extracto MeOH es

poco toxico.
1
y = 1.5044x-3.7604
0.5 R?=0.9203
‘.'u:_l‘
< 0
(1]
£ 1 1.5 3 35
(EN]
=
[WE]
% 0.5
o
e
-1
1.5

Log dosis

Figura 29. Curva concentracion-respuesta de la actividad inhibitoria del

extracto MeOH en células Vero.
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7.9 Fraccionamiento del extracto metandlico: Cromatografia en Columna

A partir del extracto MeOH se obtuvieron dos fracciones por medio de CC, una de 70%
Acetato de Etilo-30% Hexano (AcOEt+H), la otra de 100% metanol (MeOH-F). El

rendimiento obtenido en las fracciones se muestra en la Tabla 5:

Tabla 5. Rendimiento obtenido en las fracciones del extracto metandlico.

Fraccién Peso (g) Rendimiento (%)
AcOEt+H 1.48 5.93
MeOH-F 19.25 77.09

Se observa que los posibles metabolitos responsables de la actividad son de naturaleza
polar, pues se obtuvo un mayor rendimiento en la fraccién de metanol, que es la fraccion

mas polar.
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7.10 Perfil cromatografico de las fracciones metandlicas
Las fracciones obtenidas fueron caracterizadas por medio de su perfil cromatografico

mediante CCF (Fig. 30), y comparadas con el extracto MeOH del que fueron obtenidas.

Figura 30. Perfil cromatografico del extracto MeOH comparado con las

fracciones obtenidas a partir de dicho extracto. A) Cromatoplaca fase normal
a base de Silica gel, eluyente 80% Hexano + 20% Acetato de etilo, B)
Cromatoplaca observada bajo luz UV 254 nm, C) Cromatoplaca observada

bajo luz UV 366 nm, D) Cromatoplaca revelada con sulfato cérico y calor.

En las cromatoplacas se muestran los extractos eluidos con una mezcla de 20 % AcOEt-
80% Hexano, que fue la mezcla de disolventes que mejor separé a los metabolitos
presentes en los extractos. Se observa que el perfil cromatografico de la MeOH-F y el
del extracto MeOH son iguales, con lo cual sabemos que los metabolitos responsables

del potencial efecto cicatrizante se encuentran en esta fraccion.
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7.11 Evaluacion de la cicatrizacion in vitro: fracciones metandlicas

Para observar el efecto en la migracion/proliferacion in vitro producido por las fracciones
obtenidas, se realizé un ensayo de cierre herida en donde se probaron ambas fracciones
a la concentracion de 0.01 pg/mL que resulto ser la mas activa, comparando el efecto de
éstas con el control y con el efecto producido por el extracto MeOH sin fraccionar.

Todos los tratamientos se evaluaron a la concentracién de 0.01 ug/mL, alas 24y
48 horas posteriores a la aplicacion de los tratamientos, Los porcentajes de cierre de
herida se obtuvieron con el programa T-scratch y por medio de la Ecuacién 3 (Fig. 31y

32).
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Figura 31. Gréfica del porcentaje de cierre de herida a las 24 horas de
tratamiento con las fracciones del extracto metandlico de Phyllonoma
laticuspis (Turcz.) Engl. comparado con el porcentaje de cierre de herida
promovido por el control y por el extracto metandlico sin fraccionar. Cada

barra representa la media de n=3 + EEM (p < 0.5).
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Figura 32. Gréfica del porcentaje de cierre de herida a las 48 horas de
tratamiento con las fracciones del extracto metandlico de Phyllonoma
laticuspis (Turcz.) Engl. comparado con el porcentaje de cierre de herida
promovido por el control y por el extracto metandlico sin fraccionar. Cada
barra representa la media de n=3 £ EEM. *Diferencia significativa (p < 0.05)

con respecto al control.

En las graficas se puede observar que a las 24 horas de tratamiento las fracciones no
presentan un efecto estadisticamente significativo con respecto al control.

A las 48 horas de tratamiento se observa que el extracto MeOH y la MeOH-F
presentan un efecto estadisticamente significativo por encima del control, observando
que la MeOH-F presenta un porcentaje de cierre de herida mayor al del extracto MeOH
sin fraccionar, con lo cual se comprueba que los metabolitos responsables de la posible

actividad cicatrizante se encuentran en esta fraccion.
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VIII. Discusion de resultados

La cicatrizacién es un proceso muy complejo que ocurre normalmente en todos los
organos Y tejidos dafiados, involucra la participacion de diversos eventos celulares y
bioguimicos cuya finalidad es recuperar la integridad del tejido dafiado, permitiendo su
regeneracion y restaurando sus funciones (Salem et al; 2000; Ramirez, 2010). De las
células involucradas en el proceso, los fibroblastos son las principales células que
intervienen en la reparacion del tejido dafado, entre sus funciones se encuentran la
migracion, la proliferacion, la adhesion, diferenciacion fenotipica, entre otras (Ramirez,
2010; Guarin-Corredor et al., 2013).

En la cicatrizacion cutdnea, las heridas epidérmicas sanan por migracion y
proliferacion de las celulares no dafiadas que se encuentran en las capas inferiores de
la epidermis, en el tejido de los foliculos pilosos y en las glandulas anexas; sin embargo,
cuando la herida llega a la zona de la dermis, el proceso de cicatrizacion se vuelve mas
lento y complicado, conduciendo a la regeneracion del epitelio y el reemplazamiento de
la dermis por un tejido fibroso constituido por coldgeno con caracteristicas diferentes al
normal. Las nuevas fibras son mas cortas y desorganizadas, por lo que la cicatriz nunca
presenta el mismo aspecto que la piel normal (Ramirez, 2010).

El tiempo de cicatrizacion de las heridas dérmicas es mas lento y puede sufrir
complicaciones debido principalmente a infecciones, siendo por ello que se buscan
alternativas que ayuden a promover el proceso de cicatrizacion (Guarin-Corredor et al.,
2013). Los remedios naturales son una de las alternativas mas usadas por la poblacion
cuando se sufre una herida de este tipo, siendo ampliamente conocido el uso de plantas

medicinales con propiedades desinfectantes, antiinflamatorias, antibacterianas,
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anestésicas y/o regenerativas de la piel (Gonzales et al., 2004). Un ejemplo de ello es el
Tepezcohuite (Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.), planta que tiene un reconocido efecto de
regeneracion celular que promueve la cicatrizacion de las heridas por medio de la
estimulacion de la actividad mitocondrial y la proliferacion de fibroblastos dérmicos
(Zippel et al. 2009; Gomez y Avila, 2011). En este trabajo se evalud la citotoxicidad y el
potencial efecto cicatrizante de los extractos organicos y acuoso de la planta Phyllonoma
laticuspis (Turcz.) Engl., la cual es conocida en Guerrero como “encarnadora” o “la hierba
del venado”, la planta es reportada etnobotanicamente para cicatrizar heridas en la piel
(Vega, 2002; Alcantara, 2006 y Alcantara et al. 2017); es una planta poco conocida por
lo cual se realiz6 una amplia revision bibliografica y de herbario para conocer su
distribucién actual en México, encontrando que de los 14 estados en los que se reporta
su presencia (Villasefior, 2016), Unicamente se tienen muestras de herbario de los
estados de Chiapas, Estado de México, Guerrero, Michoacan, Oaxaca y Veracruz. Por
otra parte, las propiedades cicatrizantes solo se reportan en el estado de Guerrero (Vega,
2002;).

Existen estudios que evaltan la actividad antimicrobiana de los extractos de
hexano, AcOEt, MeOH, EtOH y acuoso de P. laticuspis (Vega, 2002; Patrén, 2014), sin
embargo, no existen reportes previos que validen su actividad cicatrizante, por lo que
para abarcar esta area de investigacion, se decidio trabajar en colaboracién con la Dra.
Phaedra Silva Silva del Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR-LGII), quién es experta

en biomateriales y cultivo celular.
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Para este estudio se colectdé material vegetal de P. laticuspis y se prepararon extractos
organicos de Hexano, AcOEt y MeOH, ademés de un extracto Acuoso, con el objetivo
de obtener mezclas de compuestos de diferente polaridad.

Para realizar un analisis general de la composicion de los diferentes extractos, se
compararon sus perfiles cromatogréaficos de cada extracto por CCF, determinando que
las hojas y los tallos poseen el mismo tipo de metabolitos secundarios, sin embargo, hay
una mayor concentracion en los extractos obtenidos a partir de hojas.

Los reportes etnobotanicos que sefialan el uso de Phyllonoma laticuspis en la
cicatrizacion de heridas en la piel, constituyen una posible evidencia de que alguno o
algunos de los metabolitos presentes en los extractos obtenidos a partir de dicha planta
presenten un potencial efecto cicatrizante.

Existen varios modelos experimentales in vivo e in vitro que permiten evaluar la
accion cicatrizante de una sustancia, profundizando en los eventos especificos de la
cicatrizacion. Estos ensayos posibilitan el estudio de multiples elementos histol6gicos,
bioguimicos, celulares y clinicos, caracteristicos del proceso de cicatrizacion (Gonzalez,
2002).

Los modelos in vitro mas comunes son los ensayos de proliferacion celular que
permiten determinar si el numero de células en un cultivo estd aumentando con la
presencia (0 ausencia) de una sustancia de prueba (por ejemplo extractos, sustancias
guimicas o farmacos) y los ensayos de citotoxicidad que determinan el nUmero de células
metabdlicamente activas (viables) en los cultivos, en presencia de una sustancia de
ensayo a una concentracion determinada (Cordero y Aristizabal, 2002). Estos modelos

permiten evaluar un gran numero de extractos en poco tiempo y bajo condiciones
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controladas (Wilhelm et al., 2016), ademas, en nuestros experimentos se emplearon
cultivos primarios provenientes de muestras de piel humana, lo cual hace mas
representativo los resultados obtenidos. Otro punto muy importante que actualmente se
busca es que al trabajar con células brinda la ventaja de reemplazar y reducir el uso de
modelos in vivo en el cernimiento de sustancias con potencial actividad biologica, en las
etapas iniciales de la investigacion preclinica (Eder et al., 2006).

Un ensayo que engloba proliferacion y citotoxicidad es el ensayo de cierre de
herida, el cual es un modelo in vitro que permite estudiar la migracion/proliferacion de
cultivos primarios de queratinocitos y fibroblastos humanos hacia el lecho de herida
(Ghayempour et al. 2016). Este ensayo brinda la ventaja de poder realizarse en una placa
multipozos y con material de laboratorio convencional, al ser un ensayo in vitro permite
la evaluacion de un gran numero de extractos en poco tiempo, ademads, para la
adquisicion de las imagenes se necesita de objetivos con poco aumento (4X, 10X) con
los que se obtiene un campo que cubre toda la herida. Otra ventaja que ofrece es que
las células se mueven hacia una direccién definida para cerrar la herida, lo cual facilita
el posterior andlisis de cierre de herida. Ademas, el andlisis del cierre de la herida se
analiza en un sofware que se descarga de manera libre, lo cual hace que no se
incremente el costo de los experimentos (Géback et al. 2009).

El ensayo también permite estudiar con detalle la migracion de los fibroblastos al
detener la mitosis de éstos con el uso de mitomicina-C, lo cual facilita la observacion del
efecto Unico producido por la migracion de las células en el cierre de las heridas

(Casanueva-Cabeza et al., 2009).
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La evaluacion de la actividad citotoxica de los extractos sobre cultivos de fibroblastos,
por medio de MTT, demostré que el extracto ACOEt a las concentraciones 1, 0.1y 0.01
pg/mL y el extracto MeOH a la concentracidén de 1 pg/mL producen un efecto citotdxico
significativo con respecto al control sobre los cultivos celulares de fibroblastos. En cuanto
a la citotoxicidad del extracto MeOH en células Vero, se obtuvo una ICso de 316.22
pg/mL, lo cual indica que el extracto es poco téxico. Dichos resultados indican que en
experimentos futuros valdria la pena evaluar el efecto del extracto metandlico a
concentraciones mas pequefias que 0.01 yg/mL. Resultados similares estan reportados
en la literatura, en donde el extracto hidroalcohélico (etanol-agua 1:1) de Plinia peruviana
también presento efecto citotdxico a altas concentraciones (200 pg/mL), sin embargo a
100 ug/mL estimula el crecimiento celular (Pitz et al., 2016). Por otra parte, se observé
que el DMSO empleado como vehiculo de aplicacién no produce efectos citotoxicos
significativos sobre los cultivos.

En cuanto a la evaluacion del potencial efecto cicatrizante de los extractos por
medio del modelo de cierre de herida, se observé que los extractos Acuoso y MeOH a la
concentracion de 0.01 pg/mL contienen metabolitos que estimulan el cierre de la herida
(la migracion/proliferacion celular de los fibroblastos hacia el sitio de la herida), ya que
su efecto fue significativamente mayor con respecto al control a las 24 y 48 horas de
tratamiento. En comparacion, se reporta que un extracto hidroalcohdlico (etanol-agua
1:1) de la especie Calendula officinalis a una concentracion de 100 ug/mL tuvo actividad
significativa empleando el mismo modelo de cierre de herida (Dinda et al., 2016).

Por otro lado, se observo que el extracto acuoso a las concentraciones 1 y 0.1

pHg/mL estimulan la migracion celular de los fibroblastos a las 24 horas de tratamiento,
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sin embargo, horas después se detiene este estimulo a las 48 horas, lo que puede estar
indicando que se requiere de reemplazamiento del tratamiento, pues talvez algunas
sustancias activas se agotan; estos resultados avalan el uso tradicional de la planta, pues
es importante recordar que la gente lo usa en forma de infusion para lavar cotidianamente

las heridas, con lo cual acelera el proceso de cicatrizacion (Vega, 2002).

En las heridas tratadas con mitomicina-C se observd que ninguna condiciéon
experimental supero6 el 40% de cierre de herida a las 24 y 48 horas de tratamiento con
los extractos. Sin embargo, la migracion promovida por el extracto MeOH a la
concentracion de 0.01 ug/mL a las 24 y 48 horas es ligeramente mayor que la del control,
al igual que la migracion promovida a las 48 horas por el extracto de AcOEt a la
concentracion de 0.01 ug/mL y la del extracto acuoso a la concentracion de 0.1 pg/mL,
sin embargo ninguna es significativa.

Con estos resultados podemos observar que la migracién de los fibroblastos por
si sola no logra cerrar ni el 50% de las heridas, lo cual, comparado con el porcentaje de
cierre de herida maximo obtenido en el ensayo anterior (80% del extracto metandlico a
la concentracion de 0.01 pg/mL) nos indica claramente que la proliferacion celular en los
cultivos es necesaria para el cierre de las heridas.

Debido a los resultados anteriores, se determiné que el extracto de MeOH
presenta un mejor efecto cicatrizante (proliferacion/migracion) y puede contener los
metabolitos responsables de la actividad. Para tener un mayor acercamiento de la
naturaleza de los metabolitos responsables de la actividad, se realizo un fraccionamiento
del extracto MeOH, por medio de Cromatografia en Columna, para saber si una fraccion

menos polar o una de mayor polaridad contiene los metabolitos.
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Las dos fracciones obtenidas fueron evaluadas por medio del porcentaje de cierre de
herida, con lo que se observé que a las 48 horas de tratamiento el extracto MeOH y la
MeOH-F presentan un efecto significativo por encima del control. Observandose que la
MeOH-F presenta un porcentaje de cierre de herida mayor al del extracto MeOH sin
fraccionar, con lo cual se comprueba que los metabolitos responsables de la potencial
actividad cicatrizante del extracto se encuentran en esta fraccion y son muy polares, ya
gue se extrajeron de un disolvente polar (metanol) y lo mas activo de esta fraccion fue
nuevamente lo méas polar.

Estos resultados arrojan las primeras evidencias de que el extracto MeOH de
Phyllonoma laticuspis (Turcz.) Engl. contiene algun o algunos metabolitos que estimulan
a los fibroblastos en las primeras fases de la cicatrizacion ya que promueven la adhesion,
migracion y proliferacion, eventos importantes en la reparacion de las heridas;
corroborandose asi el potencial efecto cicatrizante del extracto MeOH de la planta
Phyllonoma laticuspis (Turcz.); sin embargo, aun faltan mas estudios que ayuden a dar
mayor evidencia del potencial efecto cicatrizante producido por la planta y a identificar

los metabolitos responsables de dicho efecto y su mecanismo de accion.
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IX. Conclusiones

El extracto acuoso no produce efectos citotoxicos sobre los cultivos celulares.

El extracto de AcOEt a las tres concentraciones evaluadas (1, 0.1 y 0.01 pg/mL)
produce un efecto citotoxico significativo sobre los cultivos celulares de
fibroblastos, al igual que el extracto MeOH a la concentracione de 1 pg/mL.

La evaluacion de la citotocidad en células Vero del extracto MeOH indica que es
poco toxico (ICso = 316.22 pg/mL).

Los extractos MeOH y acuoso a la concentracion de 0.01 pg/mL contienen
metabolitos que estimulan la migracion/proliferacion celular de los fibroblastos
hacia el lecho de la herida y producen un efecto significativo con respecto al
control positivo a las 24 y 48 horas de tratamiento.

El extracto acuoso a las concentraciones 1y 0.1 pg/mL estimulan la migracion
celular de los fibroblastos a las 24 horas de tratamiento, sin embargo, a las 48
horas presentan un efecto significativo por debajo del control.

La MeOH-F a la concentracion de 0.01 pg/mL posee un efecto estadisticamente
significativo con respecto al control positivo a las 48 horas de tratamiento.

Es necesaria la divisibn de las células para cerrar las heridas, pues con la
inhibicion de la mitosis en los fibroblastos por el uso de mitomicina-C las heridas
no logran cerrarse mas del 40%.

El extracto MeOH es el que posee el mayor potencial cicatrizante, de acuerdo a
los resultados obtenidos de los ensayos de cierre de la herida con cultivos

celulares de fibroblastos humanos.
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. Perspectivas

Realizar ensayos de herida con el extracto acuoso, remplazando el tratamiento
cada 24 h de cultivo para determinar si sigue aumentando el cierre de la herida,
esto ya que el extracto presentd actividad a las 24 h de tratamiento y tiene la
ventaja que a ninguna de las concentraciones evaluadas resulto citotoxico.
Evaluar el efecto cicatrizante del extracto MeOH a concentraciones menores que
0.01 uL/mg y/o en un modelo animal in vivo.

Realizar la caracterizacion fitoquimica del extracto MeOH y/o del extracto acuoso
por medio de Cromatografia en Columna y aislar por lo menos uno de los
metabolitos responsables de la actividad.

Evaluar la proliferacion celular en los cultivos, promovida por los extractos, por
medio de la incorporacién de bromodeuxirina (BrdU).

Evaluar el efecto citotéxico producidos por el extracto de AcOEt en otras lineas
celulares, por ejemplo contra HelLa (cancer cérvico-uterino), SKUL-1 (cancer de

pulmén), SW-620 (cancer de colon) entre otras.
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