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RESUMEN
La cicatrizacion es un proceso normal en respuesta a una lesion cutanea. Cuando
se produce una herida se genera una discontinuidad del epitelio activandose una
serie de mecanismos celulares y moleculares en diferentes fases destinadas a la
reparacion del tejido dafiado'?. A pesar de los diferentes tratamientos
farmacologicos empleados para las heridas, el empleo de plantas con propiedades
medicinales sigue siendo una alternativa por parte de los pacientes, en este
contexto, Bougainvillea x buttiana es una especie hibrida a la cual se le atribuyen
diferentes usos en la medicina tradicional, como: efecto analgésico, antihistaminico,
antigripal, contra la gastritis y ulcera gastrica, esto se debe principalmente a la
presencia de compuestos con diferentes actividades farmacolégicas®®. En este
sentido el presente trabajo evalud el efecto cicatrizante de B. x buttiana (Var. Rosa)
a partir del extracto de acetona en modelo murino, del cual se realizé un
fraccionamiento primario en columna abierta obteniendo 11 grupos de fracciones,
durante la cinética de cicatrizacion se observé el comportamiento de los diferentes
grupos experimentales durante un periodo de 13 dias, destacando la fraccién 2 la
cual a partir del dia 5 el presenta una disminucién significativa en comparacion con
los demas grupos experimentales. Adicionalmente se realizaron estudios en TLC y
HPLC para determinar los componentes de los diferentes grupos de fracciones y la
determinacion de diferentes interleucinas pro y antiinflamatorias para poder conocer
el comportamiento de las fracciones. Este estudio determind que la fraccién 2 de el
extracto cetonico de Bougainvillea x buttiana tiene un potencial efecto cicatrizante
en heridas cutaneas, de tal manera que podria considerase como un potencial

fitomedicamento.
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1. INTRODUCCION
En la piel, la epidermis, es la capa superficial la cual se encuentra en constante
renovacion celular, con células que se encuentran reproduciéndose desde el estrato
basal y que proliferan a la superficie. Cuando se produce una herida, se genera a
discontinuidad del epitelio, de tal manera que existe una pérdida de células que
rodean esa discontinuidad. De esta manera, las células, al reproducirse, ocupan el
espacio libre a su alrededor el cual va recubriendo el lecho de la herida. De esta
manera, el proceso de epitelizacion el cual concluye con la cicatrizacién se inicia

desde el momento en el cual se genera la herida®.

La cicatrizacion es un proceso normal en respuesta a una lesién cutanea, dentro de
las cuales podemos encontrar dos tipos de lesiones: agudas y cronicas. En la
cicatrizacion se activan una serie de mecanismos destinados a la reparacion de los
tejidos dafados, este proceso involucra diferentes fases en las que intervienen

distintos tipos de células, procesos celulares y moléculas®.

Las fases de la cicatrizacion se caracterizan principalmente por una serie de eventos
interconectados en los cuales cada fase se genera de forma continua. En la fase 1
su principal objetivo es generar una hemostasia y coagulacion de manera inmediata
sobre la herida, la fase dos se caracteriza por la migracion de neutrofilos atraidos
por factores quimioatrayentes los cuales tienen como objetivo eliminar agentes
externos o patégenos que impidan la cicatrizacion de la herida, en la fase tres se
forma una matriz extracelular provisional la cual permite la proliferacion de los
fibroblastos y diferentes componentes celulares que permiten la epitelizacién de la
herida, adicionalmente se genera el proceso de angiogénesis, de esta manera se
genera la fase de maduracion, la cual, se caracteriza por la formacion de la
contraccion de la herida en la cual se establece la elasticidad y tamafio de la

cicatriz’.
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(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

A pesar de las diferentes alternativas quirdrgicas existentes y el tratamiento
farmacologico comunmente empleado en heridas, ulceras y diversas afecciones en
la piel causadas en la mayoria de los casos por estados patolégicos o como
consecuencia de algun tipo de traumatismo, el empleo de plantas con propiedades
medicinales sigue siendo una alternativa por parte de los pacientes, en este
contexto, Bougainvillea x buttiana es una especie hibrida la cual es obtenida a partir
de la cruza de B. glabra y B. peruviana, esta planta es ampliamente distribuida en
México y los principales usos en la medicina tradicional que se le atribuyen, son
principalmente como: analgésico, antiasmatico, mucolitico, antigripal, contra la
gastritis y ulcera gastroduodenal®. En este sentido el presente trabajo pretende
evaluar el efecto cicatrizante de B. x buttiana (Var. Rosa) a partir del extracto de
acetona y las fracciones obtenidas a partir del extracto integro.
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e Caracterizaciéon de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

2. ANTECEDENTES

2.1. ANATOMIA DE LA PIEL
En los mamiferos la piel, es el 6rgano méas grande el cual comprende alrededor de
2 m?, funcionalmente sirve como protecciébn contra dafios mecanicos,
termorregulacion, como 6rgano sensorial y evita la perdida de agua. La piel esta
compuesta de tres capas principales (Figura 1): La epidermis que comprende la
superficie de la piel (capa epitelio), la dermis (capa de tejido conectivo cuyo grosor
varia segun la region corporal) y la hipodermis profunda también llamada capa

adiposa subcutanea®.

Dentro de la piel podemos encontrar diversas estructuras como: apéndices (foliculos
pilosos, glandulas sebéaceas y sudoriparas), nervios, células inmunitarias, células
productoras de melatonina, corpusculos sensoriales, musculo liso y vasculatura,
cabe destacar que la epidermis es la capa que constantemente se esta restaurando
durante el proceso de reepitelizacion, mientras que la dermis e hipodermis
participan en procesos como: apoyo nutricional y mecénico, suministrando células

progenitoras para la regeneracion y restauracion de la epidermis®10.
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Figura 1. Capas y componentes de la piel humana?°.
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2.2. EPIDERMIS
Es un epitelio estratificado plano o escamoso que cubre la totalidad de la superficie
corporal, presenta un espesor de 0.1 mm, pudiendo alcanzar en zonas como la
planta de los pies y las palmas de las manos espesores de hasta 1 6 2 mm. Esta
normalmente compuesta por cuatro o cinco capas diferenciadas que van del exterior
al interior de la piel, dentro de las cuales podemos encontrar diferentes tipos

celulares't*? (Figura 2).

2.2.1. CAPAS DE LA EPIDERMIS

1. Estrato basal o germinativo, es una capa simple de células cuboidales o
columnares, dentro de la cual podemos encontrar células madre o
progenitoras, melanocitos y células de Merkel. Las células progenitoras
forman queratinocitos que van subiendo hacia la superficie y se van
incorporando en la capa més superficial, otras células progenitoras emigran
a la dermis y dan lugar a las glandulas sudoriparas, glandulas sebaceas y
foliculos pilosos??.

2. Estrato espinoso, contiene entre 8 y 10 capas celulares unidas entre si por
desmosomas, en esta capa las proyecciones largas de los melanocitos se
extienden entre los queratinocitos, a los que transfieren melanina®?.

3. Estrato granuloso, contiene entre 3 y 5 capas de células aplanadas que
fabrican una sustancia precursora de la queratina, los nucleos de estas
células se encuentran en varias fases de degeneracion, a medida que los
ndcleos degeneran las células van perdiendo sus funciones metabdlicas y
mueren??,

4. Estrato lucido, contiene entre 3 y 5 capas de células planas muertas que
contienen una sustancia precursora de la queratina o la propia queratina, este
estrato solo se encuentra en la epidermis palmar de las manos y plantas de

los pies??.
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* Caracterizacion de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana

(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

5. Estrato corneo o queratinizado, contiene entre 25 y 30 capas de células
planas muertas, completamente rellenas de queratina, este estrato sirve
como una barrera contra la luz, bacterias y compuestos quimicos, ademas la
queratina hace a la epidermis impermeable al agua. En el proceso de
gueratinizacion, las células queratinizadas superficiales se descaman
continuamente al exterior y son reemplazadas por células que proceden de
la actividad mitética de células de los estratos profundos, que son
desplazadas a niveles sucesivamente mas externos y van elaborando
gueratina que se va a acumulando hasta que reemplazan totalmente el
citoplasma hasta que desaparece y la célula muere. El proceso total que
siguen las células desde su origen en la capa basal hasta que se descaman

en el exterior es alrededor de 2 a 4 semanas!112,
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Figura 2. Células de la epidermis*?,
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Caracterizaciéon de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

2.2.2. CELULAS DE LA EPIDERMIS

1. Queratinocitos, que constituyen alrededor del 90% de las células
epidérmicas, los cuales son capaces de producir la queratina (proteina
fibrosa) que tiene efecto protector sobre la piel2.

2. Melanocitos, que constituyen el 8% de las células epidérmicas, los cuales
son capaces de producir melanina (pigmento marrén-negro) que contribuye
al color de la piel y absorbe la luz UV?2,

3. Células de Langerhans, que derivan de la medula 6sea y emigran a la
epidermis en donde intervienen en la respuesta inmune de la piel debido a
gue son macréfagos*?.

4. Células de Merkel, se encuentran en la capa mas profunda o estrato basal,
las cuales se encuentran ligadas a los queratinocitos por desmosomas, estas
células hacen contacto con las terminales neuronales sensitivas e intervienen

en la sensacion del tacto!?.

2.3. DERMIS
Es la capa que se encuentra situada por debajo de la epidermis, esta se encuentra
constituida principalmente de tejido conectivo el cual consta principalmente de tres
tipos de células: células colagenas, células elasticas y células reticulares, ademas

de la presencia de sustancia fundamental (Figura 3)%.

2.3.1. COMPONENTES DE LA DERMIS:

1. Fibras colagenas. Son las células mas numerosas, la disposicion y grosor
varian dependiendo su localizaciéon. En la dermis superficial o papilar, se van
a localizar células en forma de fibra, delgadas, en comparacion con la dermis
media y profunda, en las cuales, las células son mas gruesas y se disponen

en forma de haces hacia la superficie de la epidermis!314,
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" Caracterizacion de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

2. Fibras elasticas. Pueden ser visualizadas con la ayuda de orceina o fucsina,
son células en forma de fibra, delgadas y su grosor al igual que las fibras de
coldgeno varia de acuerdo a su localizacion, delgadas en la dermis superficial
y gruesas en la dermis profunda'34.

3. Fibras reticulares. Su tamafio es de alrededor de 0.2 — 1 um, se caracterizan

por ser un tipo especial de fibras colagenas del tipo 11113,

4. Sustancia fundamental. Esta compuesta por glucosa-aminoglicanos o

mucopolisacaridos acidos®34.
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Figura 3. Composicion de la dermis*®,
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(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

2.4. HIPODERMIS
La hipodermis, paniculo adiposo o tejido celular subcutaneo, es la capa mas
profunda y estd constituida principalmente por adipocitos llenos de lipidos, los
cuales estan dispuestos en I6bulos separados por tejido conectivo y reciben el
nombre de septos o tabiques interlobulillares. Su principal funcién es la de aislante

térmico y reserva nutritiva (Figura 4)31°

Epidermis
. Dermis
Adipocitos Vaso
sanguineo
Reserva | Qapa'
de grasa muscular

Figura 4. Composicion de la hipodermis?®.

2.5. FUNCIONES DE LA PIEL
La piel es un 6rgano que desempefia una gran variedad de funciones, dentro de las
cuales podemos destacar su funcién protectora, termorreguladora, sensitiva,
secretora, inmunoldgica, producciéon de vitamina D y excretora®. Las cuales son

descritas en la Tabla 1.
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Tabla 1. Descripcion de las principales funciones de la piel®.

Proteccion

Termorregulacion

Sensacion

Secrecion

Inmunoldgica

Produccién de vitamina D

Excrecion

L.F. LUIS RUBEN MARTINEZ CUEVAS

Esta funcion es proporcionada por la
composicion y textura de la piel, la cual protege
a 6rganos internos de traumatismos mecanicos,
fisicos (radiacion UV) y quimicos, al mismo
tiempo que evita la perdida de agua y electrolito.
Las principales capas que intervienen son los
estratos dérmicos e hipodermis, que actian
como cojines que actlian como barrera contra
los diferentes tipos de dafio.

En los procesos de vasodilatacion vy
vasoconstriccién, los plexos vasculares
aumentan o disminuyen la temperatura de la
piel con la ayuda de la secrecién de sudor.

Los receptores sensoriales libres transmiten al
cerebro mediante los cordones medulares
dorsales los diferentes tipos de sefales
sensitivas, las cuales principalmente son: tacto,
presion, vibracion, temperatura, dolor y prurito.
Existen diferentes tipos de glandulas que
permiten la secrecidn, estas pueden ser ecrinas
(glandulas sudoriparas), apocrina (glandulas
mamarias) y holocrinas (glandulas sebéaceas).
Los queratinocitos participan activamente en el
sistema inmune al igual que las células de
Langerhans y linfocitos T, los cuales producen
citosinas que intervienen en la defensa cutanea.
En condiciones normales, la piel, transforma el
7-dehidrocolesterol a calcitrol (1,25-
dihidroxivitamina Ds3) mediante la radiacion
UVB.

Existen determinadas situaciones patologicas,
en las cuales se pueden perder elementos
constitutivos del epitelio (azufre y proteinas) o
algun tipo de anormalidad que conduzca la
perdida de agua.
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2.6. HERIDAS CUTANEAS

El ser humano se encuentra constantemente susceptible a presentar algun tipo de
herida durante cualquier etapa de su vida. Podemos definir a las heridas como
traumatismos mecanicos abiertos, esto quiere decir que una herida es producida
por algun tipo de agente externo que actla de manera brusca en alguna zona del
organismo, de tal manera que supera la resistencia del tejido sobre el cual actua,
produciendo una apertura de la superficie cutanea o mucosa®?.

Por otra parte, la piel al poseer un origen embriolégico ectomesodérmico, esta
relacionada con todos los 6rganos y sistemas del cuerpo humano, de esta manera,
gue si se generara algun tipo de herida de manera espontanea, la piel funcionaria
como el reflejo todas esas alteraciones sistémicas que se produzcan en el
organismo, permitiendo generar marcadores dermatologicos bien reconocidos que

permitan realizar el diagnostico de algun tipo de enfermedad?’.

En este sentido, una herida es una region anatdmica en la que queda interrumpida
la continuidad celular, en la que se genera una alteracion metabdlica continua que
puede durar semanas, meses 0 incluso afos. El mecanismo molecular que se
genera en las heridas se caracteriza por un estado de inflamacion predominante en
el cual participan principalmente polimorfonucleares (PMN) y macrofagos (MF)
(Figura 5). Las células inflamatorias son las encargadas de la generacion de
citocinas proinflamatorias (IL-1, TNF-a e IL6) y un microambiente rico en proteasas
y prooxidantes. El incremento de la actividad proteolitica (elastasa de neutrdfilos,
MMP-8 y gelatinasa) conduce a la degradacion de factores de crecimiento y
proteinas estructurales de la matriz extracelular determinantes para la reparacion.
El aumento de ROS (H202, O2) puede ocasionar dafio directo a las células o
moléculas de la matriz extracelular. Los componentes bacterianos (proteina de
adherencia extracelular (Eap) y péptidos de formilmetionilo) pueden contribuir a los
mecanismos de reparacion deteriorados por interferencia con las interacciones
célula-matriz o promoviendo la respuesta inflamatorial®. Sin embargo, en respuesta

a la herida existe un proceso de cierre de forma normal denominado cicatrizacion’.
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Figura 5. Modelo del mecanismo molecular y celular que se genera en las heridas cutaneas 8.

2.6.1. CLASIFICACION DE LAS HERIDAS
De acuerdo con la Organizacion mundial de la salud en su guia para cirugias segura
del 2009, se estim6 que en 2004 cerca de 56 paises realizaron alrededor de 187—
281 millones procesos quirdrgicos, los cuales equivalen a 1 intervencion por cada
25 humanos vivos. Esto significa un gran volumen de heridas generadas a pacientes
en la cual la tasa de mortalidad fue del 0.4--0.8% de los casos por complicaciones
de estas después de la cirugia, estos casos son relacionadas por infecciones y otras
complicaciones. Adicionalmente pudo determinarse que la mitad de estos eventos

eran prevenibles si se hubiera llevado un mejor tratamiento y cuidado de la herida'®.
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En este sentido es importante clasificar e identificar las caracteristicas de las herida
para poder evitar algun tipo de infeccion y poder actuar de manera oportuna con el
tratamiento adecuado, de acuerdo con la guia clinica para la prevencion de
infecciones del sitio operat del Centro de Control de Enfermedades de estados

Unidos de Norteamérica (CDC) las heridas se pueden clasificar 4 tipos:

1. HERIDA LIMPIA
Son aquellas que no son traumaticas y no tienen por qué contaminarse, es decir, se
origina durante una cirugia electiva. Se mantienen técnicas asépticas y la exposicion
a microorganismos esta estrictamente controlada, de esta manera, no se presentan
signos de inflamacién o de infeccion?®. Afecta U(nicamente tejido sano, sin
compromiso del sistema gastrointestinal, biliar, respiratorio ni genitourinario. Las
heridas limpias cierran de manera espontanea (por primera intencion), drenando
s6lo en caso necesario a un sistema cerrado. El riesgo de infeccidn en este tipo de
heridas es minimo (menor al 2%), independientemente a la presencia de
microorganismos en el medio ambiente o en el material quirdrgico que se utilizé vy,

principalmente, por la colonizacién de la piel?122,

2. HERIDA LIMPIA CONTAMINADA
Son aquellas en la que se da una apertura del tubo digestivo, tracto respiratorio o
tracto urinario, los cuales son cavidades colonizadas por macroorganismos, de tal
manera, que estos pueden producir una infeccion al contacto con la herida, por lo
gue se consideran heridas potencialmente contaminadas?. Estos procesos se
realizan bajo control en un ambiente estéril, pero puede ocurrir contaminacion,
habitualmente por bacterias enddgenas del propio paciente. Aunque no aparece
infeccidn ni secrecién, puede haber derrame de contenidos o transgresiéon minima
de la técnica aséptica. El riesgo de infeccidon en este tipo de heridas oscila entre 2 'y
10%. Es fundamental emplear estrategias de prevencion; por ejemplo, considerar la
profilaxis antibiética. Se puede considerada como herida limpia no contaminada la

reoperacion de una herida limpia antes de los 7 dias?!:?2.

15| Pagina
L.F. LUIS RUBEN MARTINEZ CUEVAS MAESTRIA EN MEDICINA MOLECULAR




(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

3. HERIDA CONTAMINADA
Son aquellas en las cuales existe una contaminacion en el sitio de la herida.
Inicialmente se genera inflamacion no purulenta sin signos de infeccion. Ademas,
puede ocurrir inflamacion en algun 6rgano cercano o escape macroscoépico del
contenido de alguna viscera?®®. Este tipo de heridas pueden tener origen traumatico
(con menos de 4 horas desde ocurrido el evento y, por ende, exposicion a
microorganismos), o0 puede ser secundaria a una transgresion de la técnica
aséptica. El riesgo de infeccion en estas heridas es de 13 a 20%, aun aplicando las

estrategias de prevencion y la profilaxis antibiética?t:22.

4. HERIDA SUCIA O INFECTADA
Son aquellas en las que se da la presencia de infeccidn e inflamacion aguda, con
contenido purulento?®. Pueden ser como consecuencia a la presencia de tejido
desvitalizado antiguo o un cuerpo extrafio en el caso de las heridas traumaéticas, asi
como también generadas por una perforacion de visceras (gastrointestinal, biliar,
orofaringea, traqueobronquial), por contaminacion con contenido fecal o debido a
una falla en alguna técnica aséptica. Se presenta cuando ha transcurrido un tiempo
critico (mayor de 4 horas), lo que permite el desarrollo y multiplicacién de los
microorganismos, provocando una infeccion. Los patdgenos mas frecuentes en este
tipo de herida son los propios de la infeccion activa. Ademas de la profilaxis, esta
indicado el tratamiento antibiotico. La herida puede presentarse con exudado
purulento, enrojecimiento y dolor; eventualmente, se acompafa de leucocitosis y

fiebrel922,

2.7. CICATRIZACION
2.7.1. GENERALIDADES

El ser humano, durante toda su vida, sufre diferentes tipos de lesiones en la piel, de
las cuales la mayoria pasan desapercibidas debido a que son generalmente
procesos de recuperacion rapidos y sin acontecimientos notables, los cuales son
fundamentales para la supervivencia debido a que evitan la deshidratacion e

infecciones?3.
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Por otra parte, existen dafios generados en la piel que le provocan una mayor
severidad y una recuperacion tardia ocasionados por factores externos o exdgenos
como las quemaduras y/o factores internos o endégenos relacionados a alguna
patologia como la deficiencia del sistema inmune o la diabetes'?. En este sentido,
la cicatrizacion se caracteriza por ser un proceso enddégeno normal que se produce
para reparar el tejido epidérmico y dérmico perdido, generando una cascada de
eventos bioquimicos dependiente de la dinamica celular del tejido afectado vy
circundante, uno de los objetivos principales de estas células es tratar de eliminar
de la herida detritos o componentes bacterianos que pueden impedir que se
favorezca el proceso de cicatrizacion (Figura 6), la liberacion de factores de
crecimiento y citocinas son esenciales para llevar a cabo la reparacion en las tres

fases de la cicatrizacién y la maduracion?*2°,
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Linfocitos
Fibroblastos

' Capilares
Fibroblastos

,/ i Colageno
Epitelio

Protagonista

S

Fases

Hemostasia
Inflamacion
Proliferacion
Angiogénesis
Granulacion
Epitelizacion
Remodelacio

e — e —
3 7 14 21
Incrementa la adhesion, Incrementa la
migracion y proliferacion produccion de factores
de los monocitos de crecimiento

Figura 6. Fases de la cicatrizacion y sus principales células involucradas en cada una de ellas®*%.

De esta manera podemos entender a la cicatrizacion como un conjunto de fases
interconectadas y dependientes de la accion celular en la que intervienen diferentes
factores que estimulan el crecimiento (Tabla 2), reparacion y remodelacion del tejido
afectado, permitiéndole el restablecimiento de sus caracteristicas fisicas y

fisioldgicas normales?6-?7,
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Tabla 2. Principales factores de crecimiento durante la cicatrizacion?27,

Proliferacion de los
fibroblastos y de las células
endoteliales, sintesis de
matriz extracelular

Plaquetas,
TGF B macrofagos, linfocitos,
fibroblastos

Plaguetas, : . : L
ueratinocitos. células Migracion y proliferacion de
PDGF g ! los fibroblastos, sintesis de
endoteliales,

. colageno.
fibroblastos 9

Queratinocitos,
fibroblastos, plaquetas
Queratinocitos,

bFGF (FGF2) Angiogénesis y epitelizacion

VEGF macroéfagos, Angiogénesis
plaquetas
. Migracion roliferacién de
KGF (FGF 7) Fibroblastos 'gracion Yy profrreraci
queratinocitos
Plaguetas, mlgraglon _y prollfereflmon .c,ie
o queratinocitos, proliferacion
EGF gueratinocitos, . .
. de células endoteliales y de
macrofagos

los fibroblastos

TGF: Factor de crecimiento transformante; PDGF: Factor de crecimiento derivado
de las plaquetas, bFGF: Factor de crecimiento de los fibroblastos basico, EGF:
Factor de crecimiento epidérmico, KGF: Factor de crecimiento de los queratinocitos,
VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular.

2.7.2. FASE DE COAGULACION
La fase de coagulacion o hemostasia comienza una vez que se presenta una lesion
y se altera la integridad del tejido, teniendo una duracion de hasta 15 minutos.
Cuando se provoca una ruptura vascular se generan mecanismos de coagulacion y
de agregacion plaquetaria, los cuales, su principal objetivo es evitar la pérdida de

flujo sanguineo mediante la interrupcion de la hemorragia, dando como resultado la
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Caracterizaciéon de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

formacion de un coagulo. El colageno y la trombina son sustancias que contribuyen

a la agregacion y activacion de las plaquetas incluidas en el coagulo (Fig. 7)2627.

Coagulo de . -Plaquetas

sangre - Fibrina

Cuticula

Epidermis

Dermis

Hipodermis

Figura 7. Representacion de la fase de coagulacién?’.

En esta fase se dan diferentes acontecimientos celulares, de los cuales, uno de ellos
parte de los granulos de las plaquetas activadas de donde son liberados lisosomas
y cuerpos densos de proteinas tales como la trombospondina, la fibronectina, el
factor plaquetario 4 (PF-4), proteasas y metabolitos del acido araquidénico. De igual
manera, la extravasacidn sanguinea aporta otro grupo de proteinas como:
fibrindgeno, fibronectina, trombospondina, vitronectina, trombina y el factor de von
willebrand, que dan lugar a la formacion del coagulo de fibrina, garantizando la

hemostasia?®.

El codgulo es una matriz dinamica de proteinas y células que contribuyen a la
hemostasia, sirven como un escudo protector temporal para la herida, actian como
una red para las células inflamatorias entrantes y proporcionan un reservorio de
citocinas/factores de crecimiento. Las plaquetas son una de las primeras fuentes de
citocinas que median la activacion de macrofagos y la quimiotaxis. Una vez
atrapadas en la red de fibrina, las plaquetas liberan granulos que funcionan como
un reservorio de proteinas biolégicamente activas (RANTES o CCL5)?8, trombina,
factor de crecimiento transformante (TGF), factor de crecimiento derivado de

plaquetas (PDGF) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) 8.
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(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

Estas proteinas de liberacion temprana actiGan como quimioatrayentes para varias
células inflamatorias, incluidos los monocitos?®. CCL5 es uno de los
guimioatrayentes monocitos mas importantes liberados por las plaguetas después
de la lesién. Otras citocinas y quimiocinas importantes que atraen los monocitos al
lecho de la herida son MCP-1 (CCL2), MIP-1 (CCL3), TGF, fibronectina, elastina,

Cba, C3a, factor de crecimiento nervioso y componentes de ECM también.

Un mediador importante y temprano de la coagulacion liberada por las plaquetas es
la trombina®°. La trombina es una serina proteasa que juega un papel importante en
la hemostasia después de una lesion tisular al convertir el fibrinbgeno de plasma
soluble en un coagulo fibroso insoluble y al promover la agregacion plaquetaria®.
La trombina no solo media la formacion de coagulos, sino que también juega un
papel en la inflamacién. Los efectos proinflamatorios de la trombina incluyen la
estimulaciéon de la vasodilatacion responsable de la extravasacion plasmatica, el
edema y una mayor expresion de adhesion endotelial e infiltracibn de monocitos. La
trombina también estimula la liberacion de citocinas proinflamatorias, como CCL2,
IL-6 e IL-8 por las células endoteliales, que inducen la quimiotaxis de monocitos3.
Ademas, estas citocinas producidas dan como resultado la diferenciacion de

monocitos en macréfagos M132,

2.7.3. FASE DE INFLAMACION
La fase de inflamacion inicia en el minuto 16 y tiene una duracion de hasta 6 dias,
se caracteriza por ser una respuesta protectora, la cual intenta destruir o aislar los
agentes que representen algun peligro para el tejido, y asi dar paso finalmente a la
formacion de nuevo tejido mediante la activaciéon de los queratinocitos y fibroblastos
(Figura 8)?7
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. Leucocito
Bacteria . 3

.Costra

Figura 8. Representacion de la fase de inlfamacion?6?7.

La hemostasia y la liberacion de sustancias que atraen a las células inmunes
fagociticas pueden marcarse como el inicio de la fase inflamatoria (Figura 9). El
reclutamiento de células inmunes se facilita a través de las quimiocinas, la
vasodilatacion y el aumento de la permeabilidad de los vasos sanguineos.

Inicialmente, los vasos sanguineos se contraen para garantizar la hemostasia.

En una etapa posterior, estos vasos se dilatan, que alcanza su punto maximo 20
minutos después de la generacion de la herida. El principal factor responsable de la
vasodilatacion es la histamina, la cual hace que las paredes de los vasos
sanguineos se vuelvan porosas, lo que posteriormente conduce a una
extravasacion adicional de células inflamatorias en el area de la herida. La funcién
inicial y principal de las células inflamatorias en la lesibn es proporcionar una

defensa especifica y no especifica contra los patégenos,

Las primeras células que participan en la herida son los polimorfonucleares, o
neutrofilos, que eliminan particulas extrafias y bacterias del &rea de la herida. En la
piel, los neutréfilos aparecen en el lecho de la herida pocas horas después de la
lesion. Después de ejercer su funcién, los neutrofilos se extruyen con la o los

macrdéfagos los fagocitan3435,
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Asi, el reclutamiento de monocitos a la herida en la cicatrizacion normal también
puede proceder cuando se agotan los neutroéfilos. Sin embargo, los neutrofilos son
una fuente importante de varias citocinas proinflamatorias, tales como IL-1, IL-6 y
TNF-a, que pueden estimular los monocitos recién atraidos para diferenciarse en
macréfagos M136. Los monocitos migran a través de la pared del vaso en respuesta
a estimulos quimiotacticos. La migracién de monocitos transendoteliales comienza
con el contacto inicial de los monocitos con el endotelio vascular, mediado por
moléculas de adhesion de la familia selectina, sus ligandos de carbohidratos o por

4 integrinas®’.

Este contacto da como resultado una union débil de monocitos al endotelio e inicia
la cascada de adhesion. Posteriormente, las selectinas, que son proteinas de la
superficie celular, interactian con los ligandos de glucoproteina en los monocitos,
lo que les permite unirse a las células endoteliales®’. EI monocito rodante es luego
estimulado por las citocinas y las quimiocinas, como la molécula de adhesion
intercelular (ICAM) y la molécula de adhesion celular vascular (VCAM), expresada
por las células endoteliales. Esto da como resultado una adhesion firme a la pared
endotelial, seguida de transmigracion en el sitio de la herida. Los monocitos migran
a lo largo de gradientes quimiotacticos definidos y se acumulan dentro de las areas
hipdxicas avasculares del lecho de la herida. Con sus receptores de integrina y
selectinas, se unen a proteinas especificas, como las CAM de la matriz
extracelular®®. Después de la migraciéon a la MEC, los monocitos son estimulados
por varias citocinas como IL-4, IL-10, IFN-y, IL-13, producto bacteriano como LPS 'y
componentes de MEC para diferenciarse en macréfagos, que alcanzan su punto
méximo aproximadamente 42 horas después de la herida. Los monocitos que
emigran a la herida generalmente desarrollan un fenotipo inflamatorio o desbridante,

dependiendo de las sefales generadas en el tejido circundante®.

Los macrofagos importantes en la eliminacion de células senescentes y desechos
dentro de la herida. En caso de propagacion de patégenos en el lecho de la herida,

los macrofagos fagocitan estos patdogenos y presentan antigenos a las células T.
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(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

Los macréfagos implicados en la eliminacion de células o tejido muerto sufren
apoptosis. Los macrofagos que sobreviven y no sufren apoptosis, permanecen en
el &rea del lecho de la herida y ejercen otras funciones que influyen en el proceso
de curacion de la herida, como la estimulacion de la producciéon de colageno, la
angiogénesis y la reepitelizacion*®. Como tal, los macréfagos juegan un papel
fundamental en la transicion de la fase inflamatoria a la fase proliferativa en la que

coordinan y mantienen los eventos de curacién de heridas*®.
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Figura 9. Representacion de los mecanismos celulares y moleculares en la fase inflamatoria®2.
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2.7.4. FASE DE PROLIFERACION

La fase de proliferacion deriva de los procesos inflamatorios que se generaron en la
fase anterior, esta fase es precursora al proceso de maduracion y se inicia entre los
dias 10 y 15, esta fase tiene como objetivo generar una barrera protectora con la
finalidad de aumentar los procesos de regeneracion evitando la entrada de agentes
nocivos. Durante esta fase se generan dos procesos importantes: la angiogénesis
y la migracion de fibroblastos los cuales dan lugar a la formaciéon de una Matriz
Extracelular (MEC) (Figura 10)26-27,

Tejido de
Costra . . granulacon

. Nueva epidermis

Tejido
. recien
curado

———

Angiogenesis

Figura 10. Representacion de la fase de proliferacion??7,

En la fase proliferativa (Figura 11). A los pocos dias del desbridamiento de la herida
por las células inflamatorias, la dermis lesionada comienza a ganar volumen por la
formacion de tejido de granulacion. La poblaciéon dominante de macrofagos en la
herida en el dia 5 es la poblacién de macréfagos M242. En la herida normal, el
macrofago M2 domina la herida muy temprano en el proceso de curacién y la fase
inflamatoria es muy corta debido a la ausencia de producto bacteriano o exceso de
material de tejido muerto. Ademas, los macréfagos M2 suprimen las respuestas
inflamatorias y la inmunidad Thl adaptativa, pero eliminan los desechos y

promueven la angiogénesis, la remodelacion y reparacion de tejidos#2.
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Los macréfagos M2 son, ademas, una fuente prominente de TGF, que promueve
muchos aspectos de la reparacion de heridas, incluyendo inflamacion, quimiotaxis,
contraccion de heridas, angiogénesis y depésito de la MEC. Esta proteina promueve
la fibrosis estimulando directamente las células mesenquimales y los fibroblastos3!.
El TGF no solo estimula la produccion de colageno, sino que también reduce la
degradacion de la matriz de la herida por la colagenasa y mediante una mayor
inhibiciéon de las MMP a través de una mayor expresion de TIMP. Un mediador
citoplasmatico clave de la sefalizacion de TGF es Smad3. La formacion de
cicatrices hipertréficas se asocia principalmente con la sobreexpresion de TGF-1y
243, Los fibroblastos y los miofibroblastos producen principalmente la nueva MEC
necesaria para soportar las células y los vasos sanguineos, que proporciona los
nutrientes y el oxigeno necesarios para el crecimiento y la proliferacién celular.
Algunos fibroblastos ya estan presentes en el area de la herida, dispersos dentro
del tejido sin formar contactos célula-célula, mientras que otros se derivan de células

mesenquimatosas indiferenciadas cercanas®3.

Tanto el TGF como el PDGF pueden mediar en la transicibn de estas células
mesenquimatosas a miofibroblastos**. Ademas, ambas citocinas estimulan estos
miofibroblastos para producir colageno y otros componentes de MEC. Los
miofibroblastos se caracterizan por la expresién de actina muscular lisa (por sus
siglas en inglés SMA) y estan involucrados en la contracciéon de la herida®. La
produccion de colageno por los fibroblastos se inicia entre 3 y 5 dias después de la
lesion y es estimulada por TGF, PDGF, Factor de crecimiento de fibroblastos 2
(FGF2) y Factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1)*3, que son producidos
principalmente por macrofagos. Simultaneamente, los fibroblastos y las células
endoteliales comienzan a migrar sobre la matriz provisional de la herida al espacio
de la herida con la ayuda de Metaloproteinasas de la Matriz (MMP). Las células
endoteliales migradas proporcionan la formacion de nuevos vasos en el lecho de la
herida. Una citocina importante que promueve esta migracion es la IL-1, que
estimula la liberacion de MMP e induce sinérgicamente la actividad de colagenasa
junto con IFN y TNF36,
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Los macrofagos proporcionan una fuente continua de citocinas proinflamatorias,
incluidas IL-1, IL-1, IL-6 y TNF, que no solo son responsables del control de la
adhesion y migracion de las células inflamatorias, sino que también son importantes
para la estimulacion de la proliferacion de fibroblastos y queratinocitoss.
Finalmente, durante la fase proliferativa, el coagulo fibroso se transforma en tejido

conectivo rico en vasos sanguineos, subyacente a la apariencia granular rosa®.
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Figura 11. Representacion de los mecanismos celulares y moleculares de la fase de

proliferacion®?.,

La formacion de nuevos capilares a partir de vasos sanguineos preexistentes
durante la cicatrizacién de heridas es un componente esencial de la cicatrizacion
debido a la mayor demanda de nutrientes (Figura 12). En este proceso los
macrofagos juegan un papel importante, ya que, su agotamiento conduce a una
neovascularizacion retrasada y anormal. En primer lugar, la ECM y la membrana

basal se degradan para facilitar la migracion de las células endoteliales?.
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La degradacion esta mediada por MMP producidas por varias células, incluidos los
macrofagos. Adicionalmente, las células endoteliales también producen proteasas
por las cuales degradan localmente la membrana basal. Posteriormente, las células
endoteliales migran a la herida por adherencia a los receptores de la superficie
celular de la integrina en la MEC. La migracion es estimulada por VEGF, FGF,
angiopoyetinas y TGF. Simultaneamente, estas proteinas secretoras regulan la
ramificacion capilar y la neovascularizacion. Entre ellos se encuentra el activador de
plasminégeno (PA), que puede degradar las moléculas de la MEC dando como
resultado fragmentos proangiogénicos como el &cido hialurénico y la fibrina*. Las
plaguetas son una de las primeras células en aparecer en el sitio de la herida,
seguidas de los neutrdéfilos y los macréfagos. Las plaquetas liberan VEGF después
de la estimulacion, particularmente después de la estimulacién con trombina, lo que
lleva a la estimulacién de la angiogénesis en la fase temprana de la cicatrizacion de
heridas?’. Estos hallazgos han determinado la capacidad del linaje de
monocitos/macréfagos, especialmente el macrofago M2 (la principal fuente de
TGF), para contribuir a la angiogénesis durante la cicatrizaciéon de heridas*’.
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Figura 12. Representacion del mecanismo celular y molecular de la angiogénesis®?
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2.7.5. MADURACION
La maduracién se caracteriza por la formacion, organizacion y resistencia que se
genera en el tejido al formarse la cicatriz, lo cual se obtiene de la contraccion de la
herida que se genera por miofibroblastos y los paquetes de colageno, este periodo

puede durar entre uno o dos afios, dependiendo de la lesién generada (Figura 13)26,
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Figura 13. Representacion del periodo de maduracion de una cicatriz?6%7.

La fase de maduracion o remodelacion es la Ultima y mas larga fase del proceso de
curacion de la herida y continla durante semanas o meses (Figura 14). Durante
esta fase, la proliferacion celular se ralentiza, la sintesis de proteinas disminuye y
se produce la remodelacion del colageno en filamentos mas grandes y organizados.
A medida que disminuye la demanda de nutrientes del tejido, se produce una
regresion de los capilares recientemente formados y el enrojecimiento de la cicatriz
se desvanecera. La mayoria de las células endoteliales, macréfagos vy
miofibroblastos sufren apoptosis o salen de la herida®. El proceso de remodelacion
de la herida es un equilibrio entre la produccién, descomposicion y remodelacion de
MEC. Este equilibrio probablemente esté determinado por el microambiente de la
cicatriz por medio de un entorno dominado por Th2 o Thl y probablemente sea
mantenido por las células T que infiltran la herida y sefialan a los macréfagos y otras

células inmunes?°.
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Se ha informado que las células T no juegan un papel destacado en la cicatrizacion
de heridas en caso de dafios menores, sin embargo, en casos de dafio importante
o cuando la cicatrizacion de la herida se complica por una infeccién u otra actividad
gue activa el sistema leucocitario adaptativo, las células T juegan un papel
importante?®. Los macréfagos y las células T se cruzan a través de citocinas y
coestimuladores, incluidas por las moléculas de la superficie celular, lo que puede
dar como resultado una amplia gama de resultados en funcién de estas células®°.
Ademas, los macréfagos estimulan la expansién y diferenciaciéon de células T a las
células Thl y Th2. En este sentido, las células T hacen que la cicatrizacion de
heridas sea mas compleja y pueden prolongar el proceso de cicatrizacion de heridas
en varios aspectos. Esto puede provocar necrosis, fibrosis, formacién de Ulceras y
formacion de granulomas. Los linfocitos T infiltran el lecho de la herida en la fase
inflamatoria tardia de la reparaciéon de la herida, lo que sugiere que estas células
estan involucradas en la fase proliferativa o de remodelacion tardia. Esto sugiere
gue mas células Thl pueblan la herida normal durante la fase de remodelacion,
porque una respuesta Th2 resulta en la produccion de MEC. Las células Thl
producen principalmente IFN-y que da como resultado la diferenciacion de

macrofagos en macrofagos M1.

Los macréfagos también juegan un papel importante en la modulacién de la
capacidad de otros tipos de células para secretar proteinasas neutras que degradan
las macromoléculas de la matriz. La descomposicién de MEC es fundamental para
la cicatrizacion de heridas y la remodelacion de tejidos. Uno de los componentes
mas importantes de la MEC es el colageno, que aumenta la resistencia de la herida.
Los procesos importantes en la fase de remodelacién son la reorganizacion y la
reticulacion de las fibras de colageno depositadas inicialmente y la sustitucion del
colageno tipo Il por colageno tipo I, que es un filamento de colageno mas fuerte. In
vivo, el colageno es producido principalmente por miofibroblastos. Ademas, IFN y
TNF estimulan los fibroblastos para disminuir la sintesis de colageno.
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Las MMP vy sus inhibidores naturales (TIMP) son generalmente aceptados como
mediadores importantes de la actividad proteolitica durante muchos procesos de
remodelacion fisioldgica y patoldgica, incluida la reparacidon de tejidos. La familia
MMP tiene la capacidad combinada de degradar virtualmente todos los
componentes de MEC y las macromoléculas de membrana basal. Los macrofagos
son una rica fuente de MMP y serina proteasas. Estan especialmente involucrados
en la expresion de MMP-2, MMP12 y MMP-19, y sintetizan inhibidores tisulares de

metalo y serina proteasas.

La fase de remodelacion depende principalmente de la descomposicion del tejido y
la produccion de la MEC y los macréfagos juegan un papel crucial en ambos
procesos. El desglose se regula directamente y la produccion de MEC se regula
principalmente a través de fibroblastos. En la Ultima fase de la cicatrizacion normal
de la herida, disminuye el niumero de macréfagos de la herida, lo que dara como
resultado una menor produccion de MEC. Adicionalmente, la actividad diferente o
reducida de los macréfagos en la Ultima fase de la cicatrizacion de la herida también
podria dar como resultado una menor produccion de MEC. Estos cambios, junto con
la contraccion de la herida, daran lugar a una disminucion en el tamafio y el volumen
de la herida. En condiciones patoldgicas, los nimeros y la funcién de los macrofagos

podrian modificarse y producir cicatrices anormales®?
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Figura 14. Representacion del mecanismo celular y molecular de la fase de maduracion®?
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2.8. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO
El tratamiento utilizado para las cicatrices tiene como objetivo mejorar el aspecto y
movilidad de la cicatriz. El grado de éxito se debe principalmente al tipo y naturaleza
de la cicatriz. Dentro de los diferentes tipos de tratamientos podemos y dependiendo
de su uso terapéutico podemos encontrar®?,

1. Tratamiento farmacoldgico: Los farmacos que son utilizados actualmente
para el tratamiento de las cicatrices son: corticoides, el interferon IFN-a2pB, la
heparina y la alantoina®?.

2. Tratamiento mediante apositos: los cuales estan conformados por peliculas
de poliuretano, hidrogeles y apdsitos, los cuales estan constituidos por
sustancias hidrocoloides que, en conjunto con el exudado de la herida crean
un gel, el cual mantiene un ambiente himedo generando la absorcién y
retencion del exudado, controlando la cantidad del exudado entre el apdsito
y evitando la infeccién de la lesién, favoreciendo la cicatrizacion®?.

3. Cura en ambiente humedo: Actualmente los productos que generan
condiciones en ambiente himedo se pueden clasificar por sus caracteristicas
en: poliuretanos, espumas de poliuretano, hidrogeles, hidrocoloides, apdésitos

de silicona, alginatos, apositos de carbén y apésitos de plata®?l.

2.9. TRATAMIENTO HERBOLARIO

El tratamiento con hierbas o plantas medicinales, actualmente, es un recurso
fundamental para la salud humana. Los elementos que se encuentran presentes en
plantas y &rboles son la base para el desarrollo de la medicina moderna. Estos
elementos tienen un efecto sinérgico, es decir, pueden interactuar todos a la vez,
de manera que algunos efectos pueden complementar o potencias a otros y/o
neutralizar sus posibles efectos negativos®?52,

Las plantas medicinales ocupan un lugar importante, ya que durante mucho tiempo
fue el principal recurso terapéutico que se utilizo para el tratamiento de diferentes
enfermedades y actualmente en algunas zonas rurales e indigenas, es el Unico
recurso del que se dispone debido a la falta de instituciones médicas y recursos

monetarios para la obtenciéon de medicina moderna®3.

31|Pagina
L.F. LUIS RUBEN MARTINEZ CUEVAS MAESTRIA EN MEDICINA MOLECULAR




(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

En este sentido, actualmente ha demostrado de manera cientifica que la utilizacion
de productos vegetales en el tratamiento de las cicatrices ha funcionado de forma
favorable. Ejemplo de esto es el uso de extractos de hierbas que promueven la

coagulacion de la sangre, combaten infecciones y promueven la curacion.

Las propiedades medicinales de estas especies vegetales dependen de los
constituyentes fitoquimicos bioactivos dentro de los cuales podemos encontrar
diferentes tipos de familias quimicas como: alcaloides, aceites esenciales,
flavonoides, taninos, terpenoides, saponinas y compuestos fendlicos
principalmente. Adicionalmente, las plantas son una fuente principal de péptidos,
los cuales son moléculas proteicas que pueden existir de forma natural o ser un

derivado de secuencias peptidicas con actividad biolégica importante>*.

Diversos estudios bioldgicos ya fueron conducidos para evaluar la accion
cicatrizante de diferentes especies vegetales®%. Las plantas con actividad
cicatrizante pueden tener accion directa en la cicatrizacion, de misma manera como
extractos de plantas con accion antimicrobiana pueden evitar la contaminacion de
las lesiones®’. De esta manera, se han identificado diferentes especies de las cuales
se han comprobado su efecto cicatrizante, dentro de las cuales podemos encontrar

en la Tabla 3.
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Tabla 3. Algunas de las plantas con comprobado efecto cicatrizante.

Aloe vera

Pupalia lappacea
Napoleona vogelii
Piper
angustifolium
Piper aduncum
Eucryphia
cordifolia
Croton lechleri

Pinus caribaea

Bryophyllum
pinnata

Uglans
neotropica diels

L.F. LUIS RUBEN MARTINEZ CUEVAS

Estimulante de la proliferacién de
fibroblastos, angiogénesis, produccion de
factores de crecimiento, sintesis de los
componentes de la matriz extracelular.
Reepitelizacion y resistencia a la traccion
de heridas, con actividad antimicrobiana.
Cicatrizacion en ratas albinas.

Eficacia en la fase inflamatoria,
proliferativa y osteogénica en la
cicatrizacion.

Incrementa la proliferacion y migraciéon
de fibroblastos, asi como la expresion de
factores de crecimiento que intervienen
en el proceso de la cicatrizacion.
Estimulante de la proliferacion de
fibroblastos, logrando una cicatrizacion
mas rapida en cobayos.

Efecto cicatrizante en ratones albinos.

Eficacia en la fase inflamatoria de la
cicatrizacion de la epidermis y dermis.
Eficacia en el estadio Ill de maduracion
de la cicatriz, influye favorablemente
sobre el cierre de la herida, eficacia en la
maduracién de la dermis.

Promueve la formacion de tejido de
granulacion, neovasos, fibroblastos y
colageno, favoreciendo la cicatrizacion.

Takahashi, 2009;
Atiba, 2011;
Tarameshloo,
2012.
UDEGBUNAM et
al., 2014.
Adiele et al.,
2014

Paco et al., 2016.

Paco et al., 2016.

Schencke et al.,
2015.

Gallardo et al.,
2015.
Mancebo et al.,
2011.

Suéarez et al.,

2001.

Juro et al., 2010.
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2.10. PLANTAS MEDICINALES EN MEXICO

Actualmente, la Medicina Tradicional Mexicana puede considerarse como
“herbolaria”. México cuenta con un sistema ancestral de salud completo que no es
diferente a las medicinas tradicionales de otros paises y que desafortunadamente
pocos conocen su valor. Este desconocimiento acerca de nuestra medicina
ancestral, sobre todo por parte de los propios mexicanos hace que hasta la fecha
no se goce de su reconocimiento en todos los aspectos: social, cultural y sobre todo
legal®®.

Las plantas curativas son el recurso terapéutico por excelencia de la medicina
tradicional mexicana (Fitoterapia), que en gran parte de la republica aun es
rescatable y de los cuales se pueden constituir elementos para la implementacion
de nuevos planes de salud, que combinen el conocimiento popular con el cientifico.
La organizacién mundial de la salud (OMS) refiere el concepto de fitoterapia, como
una ciencia encargada del estudio de productos vegetales para su utilizacion en la
terapia de diversas enfermedades como: hipertension, enfermedades respiratorias,
diabetes, etc®®. Esta descripcion diferencia el concepto de fitoterapia con el de
fitomedicina, donde la primera representa una forma tradicional basada en la
practica empirica, mientras que segunda involucra una transformacion de la planta
medicinal en un medicamento, el cual deberad regirse en tres fundamentos

principales: eficacia, calidad y seguridad>°:°,

2.11. GENERALIDADES DE Bougainvillea x buttiana

2.11.1. CARACTERISTICAS
El género Bougainvilea comprende una amplia variedad de especies
pertenecientes a la familia de las Nyctagineacea, dentro de las cuales podemos
encontrar a B. x buttiana conocida también como: santa rita, camelia, veranera,
entre otras, fue descrita por Holttum & Standl, es una especie hibrida resultante de
la cruza de B. glabra y B. peruviana, esta planta presenta hojas grandes y ovaladas
en forma de corazén, bracteas redondas de color rosa o rojo, espinas rectas y

cortas, las flores son pequefias y de color crema o tonos rosados®? (Figura 15).
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Figura 15. Flores y bracteas de B. x buttiana (Var. Rosa)®..

2.11.2. TAXONOMIA

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Subdivisién: Spermatophyta
Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Caryophyllidae

Orden: Caryophyllales

Familia: Nyctaginaceae

Género: Bougainvillea®263
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2.11.3. DISTRIBUCION

La especie Bougainvillea es originaria de Brasil, sin embargo, la podemos encontrar
ampliamente distribuida en la republica mexicana en: Nayarit, Michoacan,
Querétaro, Hidalgo, Estado de México, Tlaxcala, Morelos, puebla, Guerrero,
Oaxaca, Veracruz, Chiapas, Tabasco, Campeche, Yucatan y Quintana Roo (Figura
16)°3,

Figura 16. Distribucion de Bougainvillea en la republica mexicana®.

2.11.4. PLANTAS MEDICINALES CON ACTIVIDAD CICATRIZANTE DE
LA FAMILIA Nyctaginaceae
A pesar de que no existen evidencias cientificas que comprueben la actividad
cicatrizante de Bougainvillea x buttiana, se ha podido determinar dicha actividad en
otras plantas de la familia de la nyctaginaceae. Esta es una familia de plantas con
flores dicotiledoneas, que consta de unos 33 géneros con aproximadamente 290
especies, distribuidas tropicalmente, principalmente en América. Las plantas suelen

ser herbaceas, arbustos o arboles. Las hojas son simples, alternas o en espiral.
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Las flores son bisexuales, rara vez unisexuales, generalmente actinomorficas,
solitarias o fasciculadas, y estan dispuestas en cimas. Las bracteas son de tipo caliz,
a veces de colores brillantes®*. Algunos ejemplos de plantas pertenecientes a esta
familia a las cuales se les han comprobado de manera experimental su actividad

cicatrizante se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Plantas medicinales pertenecientes a la familia nyctaginaceae con actividad cicatrizante.

Arete,
] Extracto
. golondrina, L
Boerhavia , metandlico y , 65 86
. palo de Hojas Alcaloides ,
diffusa extracto con
agua,
. . cloroformo
siempreviva
Alcaloides,
o Flor de .
Bougainvillea , Extracto flavonoides, 67 68
papel, Hojas ) ,
glabra . acuoso saponinas y
buganvilia .
carbohidratos.
Don Diego
de noche,
Mirabilis eriquito Extracto Terpenoides
) penquro, Hojas metanolico penoides y 69 10 71
jalapa maravilla flavonoides
i acuoso
del Pert o
clavellina
Flavonoides,
, . alcaloides,
Pisonia Garra del . Extracto . 72 13
, . Hojas . polifenoles, ,
grandis diablo metanolico . _
taninos, saponinas
y glucosidos.

2.11.5. ANTECEDENTES ETNOMEDICOS
Esta planta es utilizada como infusién en la medicina tradicional, su preparacion
consta en poner a hervir las flores con naranja, canela, orégano y tomillo, se usa
para el tratamiento de diferentes afecciones como: infecciones respiratorias, acides

estomacal, diarrea, ulceras, fiebre, lesiones, diabetes, entre otras®2.
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2.11.6. ANTECEDENTES FITOQUIMICOS
A partir de estudios realizados mediante GC-MS, se ha podido identificarla
presencia de diferentes componentes quimicos en B. x buttiana, los cuales podemos
clasificar en: compuestos fendlicos, carbohidratos y acidos grasos, a los que se les

atribuyen diferentes actividades farmacolégicas’4 (Tabla 5).

Tabla 5. Actividad farmacoldgica de los componentes quimicos identificados en B. x buttiana por
GC-MS™,

Antibacteriano, alergénico,

Compuesto Acido 2-propenoico, . . .. .
L . e anestésico, antiinflamatorio,
fendlico 3-(2-hidroxifenil)-,(E)- . -
antimutageénico, etc.
Compuesto o Antioxidante, antimicrobiano y
. 2-metoxi-4-vinilfenol . .
fendlico antiinflamatorio
Carbohidrato 3-O-Metil-d-glucosa Conservante
Antioxidante, pesticida,
Acido graso n-acido hexadecanoico antifibrinolitico, hemolitico,

nematicida, etc.
Acido hexadecanoico,

Acido graso ) - Antioxidante
éster etilico
Acido 9,12- Hipocolesterolémico, antiartritico,
Acido graso octadecadienoico, éster hipocolesterolémico antihistaminico,
etilico antiacné, etc.
9,12,15 acido Antiinflamatorio, Hipocolesterolémico,
Acido graso octadecatrienoico, éster Antihistaminico, Antieczémico,
etilico (Z,Z,2)- Antiandrogénico, Antiartritico, etc.

2.11.7. ANTECEDENTES FARMACOLOGICOS
Actualmente se han realizado diferentes estudios cientificos en los que se han
comprobado diferentes tipos de actividades farmacologicas relacionados a los
extractos o compuestos presentes en la especie B. x buttiana, dentro de los cuales
podemos destacar: su potencial actividad analgésica a partir del extracto etandlico,
la obtencion de compuestos con actividad antioxidante del extracto metandlico, su

potencial actividad anti artritis mediante el extracto etandlico y su potencial efecto
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antidiabético obtenido del extracto hidroalcohdlico etanol-agua (50/50%), cabe
destacar que dicho efecto también ha sido determinado en otras especies de

Bougainvillea tales como: B. spectabilis y B. glabra’™ 7677,
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL
Determinar cuéles son los compuestos que promueven la actividad cicatrizante a
partir del extracto ceténico de B. x buttiana (Var. Rosa) y sus diferentes grupos de

fracciones en el modelo murino.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Obtener el extracto de acetona a partir de bracteas con flores de la especie
B. x buttiana (Var. Rosa) y sus diferentes grupos de fracciones a partir de un

fraccionamiento primario.

2. Determinar la naturaleza quimica de los compuestos presentes en el extracto
de acetona de la especie B. x buttiana (Var. Rosa) y los diferentes grupos de

fracciones.

3. Evaluar el efecto cicatrizante del extracto de acetona y los grupos de

fracciones de B. x buttiana (Var. Rosa) en modelo murino.

4. Determinar la expresion de citocinas pro y antiinflamatorias de la fraccion con

mayor efecto cicatrizante.
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4. JUSTIFICACION

Una herida es la perdida de la continuidad de la piel, la cual, es producida por algun
tipo de agente fisico o quimico, esta se caracteriza por la presencia de una serie de
signos y sintomas, los cuales incluyen la separacion de la piel, hemorragia, dolor,
inflamacién, etc. Las heridas presentan diferentes etapas de cicatrizacion de
acuerdo a su evolucion y pueden presentar diferentes periodos de tiempo los cuales
van desde los 6 meses en el caso de las heridas agudas o pueden durar varios afios
en el caso de las heridas crénicas’®.

En este sentido, se ha generado un interés particular para poder tratar de manera
inmediata, los diferentes problemas relacionados con las heridas tanto agudas
como cronicas, al mismo tiempo que los diferentes tipos de alteraciones que se
generan en la cicatrizacion y cémo influyen los diversos tratamientos locales y
sistémicos. Actualmente, los avances a nivel molecular sobre el conocimiento de los
procesos de cicatrizacion han ido mejorando con la comprension que se tiene del
tema. El uso y desarrollo de terapias avanzadas, tales como, el uso de factores de
crecimiento, la capacidad de cultivo celular y la elaboracién de tejidos con técnicas
de bioingenieria son parte de los tratamientos que se estan utilizando actualmente,
no obstante, el uso de plantas con propiedades medicinales sigue siendo una de las
principales alternativas que se emplea en la poblacion para el tratamiento de la

cicatrizacion de heridas’.

Adicionalmente, parte de los tratamientos actuales se basan en moléculas o
compuestos obtenidos a partir de extractos de diversas especies de plantas, es por
ello por lo que resulta importante dar un fundamento y evidencia cientifica del uso
tradicional de las diferentes especies vegetales. De esta manera, el presente trabajo
pretende establecer el efecto cicatrizante del extracto de acetona y sus fracciones
obtenidas a partir de bracteas y flores de B. x buttiana (Var. Rosa) en modelo murino
con el fin de dar sustento a su uso y poder determinar si el extracto y/o fracciones
obtenidas podrian ser empleados como farmacos potenciales o prototipos para la

sintesis de nuevos compuestos con actividad cicatrizante.
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5. HIPOTESIS
Con base en antecedentes farmacoldgicos realizados en el laboratorio de
Inflamacion y Toxicologia de la Facultad de Medicina de la UAEM, el extracto de
acetona a partir de bracteas con flores de B. x buttiana (Var. Rosa) y sus diferentes
grupos de fracciones presentaran compuestos responsables de la actividad

cicatrizante en modelos murinos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. REACTIVOS
Para la elaboracion de este proyecto se utilizé KitosCell® Gel PFD el cual fue
utilizado como control positivo en los ensayos de cicatrizaciéon y fue obtenido de
manera comercial. El propilenglicol, la trietanolamina, la silica gel y los diferentes
disolventes (diclorometano y metanol) se obtuvieron del laboratorio 6 de Inflamacion
y Toxicologia de la Facultad de Medicina de la UAEM.
Suero fetal bobino (FBS) y la albumina de suero bovino (BSA) se obtuvieron de
Sigma Aldrich Chemical Co. (Toluca, México). Los anticuerpos de captura y
deteccién y las citocinas recombinantes se adquirieron de BD Biosciences
Pharmingen (EE. UU.) y el TNF recombinante se adquirié de Boehringer Mannheim

(Mannheim, Alemanina).

6.2. EQUIPO
Se utilizé un Rotavapor® (Buchi R-100), con la finalidad de eliminar el

disolvente del macerado a presion reducida.

6.3. MATERIAL VEGETAL

Se recolectaron 289.2 g de partes aéreas (bracteas con flores) de la especie
Bougainvillea. La planta fue recolectada en el municipio de Temixco, Morelos,
México, (18°552°20.1"'N y 99°14°40.6""W, 1.185m) el mes de marzo del 2018 e
identificada como Bougainvillea x buttiana Holtum and Standl, (Var. Rosa).

Un espécimen fue depositado en el Herbario HUMO, del (CIByC) Centro de
Investigacion en Biodiversidad y Conservacion (UAEM, Cuernavaca, Morelos,
México) y designada con el numero de folio: 33872 por el M. en C. Gabriel Flores

Franco.
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6.4. PREPARACION DEL EXTRACTO DE ACETONA DE B. x buttiana
La especie vegetal B. x buttiana se sometié a un proceso de secado a la sombra a
una temperatura de 23+1.2 °C y una humedad relativa de 25.7+1.5%,
posteriormente se realiz6 la molienda del material vegetal seco, el cual obtuvo un
tamafo de particula de 1.2+0.2 mm, posteriormente se sometié a un proceso de
maceracion exhaustiva utilizando como disolvente acetona al 100% durante un
periodo de 72 horas, posteriormente se filtr6 el material vegetal y se elimino el
disolvente a presion reducida con la ayuda de un Rotavapor® (Buchi R-100), este
proceso se realizé por triplicado y a partir de este se obtuvo el extracto de

acetona.

6.5. FRACCIONAMIENTO PRIMARIO POR CROMATOGRAFIA EN
COLUMNA ABIERTA DEL EXTRACTO DE ACETONA

El extracto de acetona de B. x buttiana fue sometido a un fraccionamiento por
cromatografia de columna abierta. Se utilizaron 40 g de silice gel 60-200 Mesh, la
elucién se realizé utilizando una fase moévil en orden de polaridad creciente,
utilizando los disolventes: diclorometano (DCM), metanol (MeOH), posteriormente
se realizaron lavados con metanol, agua y acetona al 100%.

Las fracciones obtenidas durante la elucion de la columna fueron identificadas por
cromatografia en capa fina (TLC) en un sistema diclorometano: metanol (90:10, v/v)
y se revelaron con yodo. Partiendo de las fracciones con semejanzas en su perfil
cromatografico se agruparon de acuerdo con las manchas observadas en la TLC,
una vez agrupadas se calculd su peso y el rendimiento de cada una de las

fracciones.

Posteriormente se realizé un analisis cromatogréfico para los grupos de fracciones
obtenidos utilizando diferentes reveladores para poder identificar los componentes

presentes en el Centro de Investigacion Biomédica del Sur (CIBIS-IMSS).
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De acuerdo con las caracteristicas fisicoquimicas de cada fraccidon se analizaron los
grupos de fracciones F1 al F4 al igual que el extracto integro de acetona en una
placa fase normal en un sistema Acetato de etilo: Hexano (30:70) con un estandar
de terpenos, las placas obtenidas se revelaron en 4-Hidroxibenzaldehido y se
observaron en UV a 254 nm y 365 nm. Los grupos de fracciones F5 a F11 al igual
gue el extracto integro de acetona se corrieron en una placa fase reversa con un
sistema de agua y acetonitrilo (70:30) utilizando un estandar de rutina, finalmente
se revelaron con un estandar de flavonoides y fueron observados en UV a 254 nm

y a 365 nm.

6.6. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION (CLAR)

De acuerdo con las caracteristicas fisicoquimicas observadas en los grupos de
fracciones F5-F11 se realiz6 una cromatografia liquida de alta resolucién en fase
reversa (RP-CLAR), la cual fue realizada en un sistema de separacion Waters 2695
equipado con un detector sistematizado de fotodiodos Waters 996 y con la ayuda
del software Empower Pro (Waters Corporation, Mildford, Ma, EE. UU.).

La separacion quimica se logré utilizando una columna Supelcosil LC-F, una fase
movil de acido trifluoroacético al 0.5% y acetonitrilo, utilizando un sistema de
gradiente. La velocidad de flujo se mantuvo en 0,9 mL/min con un volumen de
eyeccion de la muestra de 10 pL. Este analisis fue realizado en el Centro de
Investigacion Biomédica del Sur (CIBIS-IMSS).

6.7. EVALUACION TOPICA DE LA ACTIVIDAD CICATRIZANTE

6.7.1. ANIMALES Y TRATAMIENTOS
Los animales que se utilizaron para la elaboracion de este proyecto fueron ratones
hembra de la cepa BALB/c, adquiridos del Bioterio del Instituto Nacional de Salud
Publica, Cuernavaca-Morelos con un peso entre 25-30 g los cuales fueron
manipulados con base en la Regulacién Federal para el Manejo y Experimentacion

de Animales, emitida por la Secretaria de Agricultura y Recursos Naturales

45|Pagina
L.F. LUIS RUBEN MARTINEZ CUEVAS MAESTRIA EN MEDICINA MOLECULAR




<y Caracterizacion de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana

(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

(SAGARPA) y de acuerdo con los procedimientos descritos en la NOM-062-ZOO-
1999 “Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de animales de
laboratorio™°. Los animales fueron destinados Unicamente para uso experimental y
se mantuvieron alojados en el Laboratorio 6 de Inflamacién y Toxicologia de la
Facultad de Medicina (UAEM), los cuales se quedaron resguardados por un periodo
de ambientalizacion de dos semanas, fueron agrupados en cajas de seis animales
y mantenidos en condiciones controladas de temperatura a 25+1°C, con dieta de
pellets de roedor comercial y agua ad libitum.

Posteriormente para la evaluacion del efecto cicatrizante del extracto de acetona se
formaron los grupo experimentales: vehiculo, grupo tratamiento (extracto integro y
grupos de fracciones), grupo control positivo (KitosCell®) y grupo control negativo
(sin tratamiento), los cuales se mantuvieron en condiciones asépticas previo y

durante el ensayo, dentro del laboratorio.

6.7.2. PROCEDIMIENTO QUIRURGICO PARA LA REALIZACION DE LAS
HERIDAS CUTANEAS

Los animales fueron anestesiados con isoflurano, el cual es un anestésico potente,
mediante inhalacién utilizando una camara de gas (20 pL para induccion)®t.
Posteriormente se rasuraron en la zona dorsal superior y se les realizo asepsia con
torundas de alcohol de 10 mm de diametro por 4-5 mm de espesor. La incision se
realiz6 con la ayuda de una aguja para biopsia de piel uni-punch de 4.0 mm,
posteriormente a la realizacion de la incisién se limpié el exceso de sangre con una
torunda con alcohol®.

Las heridas realizadas se mantuvieron abiertas y se descart6 la posibilidad de la
existencia de algun tipo de infeccion secundaria presente mediante un analisis
macroscopico, se aplico tratamiento de manera tépica cada 12 horas durante los
primeros tres dias utilizando una dosis de 20 yL con una concentracion de 1 mg del
extracto de acetona (EABxb) y los grupos de fracciones, del grupo vehiculo al igual
gue la crema base (Tabla 6) se aplicaron 20 uL, al grupo control positivo 1 mg/mL

de KitosCell® y al grupo control negativo no se les aplico tratamiento.
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Posteriormente se realizo la medicion del tamafio de la herida durante los dias 0, 2,
6, 11y 13 del ensayo (los cuales corresponden a las fases de cicatrizacion). Con la
ayuda de una cdmara Canon T6 con una lente de 18-55 mm se tomaron las fotos
de las heridas a lo largo del ensayo y se determiné el area de cicatrizacién con la

ayuda del programa Image J-win64.

Tabla 6. Composicion de la crema base utilizada como vehiculo.

Propilenglicol 1mL

Trietanolamina 0.15 mL
Agua 10 mL
EABxb 1 mg/Kg

6.7.3. EVALUACION MACROSCOPICA DE LA CONTRACCION DE
HERIDAS
La evaluacion macroscoépica se realiz6 a partir de los valores promedios de las areas
de las heridas obtenidas, en la cual se utilizé el célculo de grado de contraccion de

la herida expresado en porcentaje a mediante de la siguiente formula®s:

Porcentaje de la contraccion de herida (%) = [(Ao — Ar)/Ag] X 100

Donde: Ao es el area inicial, corresponde al dia del procedimiento quirargico y Ar es el area final,
en los determinados dias establecidos.

Durante el andlisis macroscopico y la evolucion del cierre de las heridas de cada
uno de los grupo experimentales fueron evaluadas y analizadas las caracteristicas

de la herida (presencia de exudado, edema y ocurrencia de hemorragia).
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6.7.4. DETERMINACION DE LA VELOCIDAD DE CICATRIZACION
Con la finalidad de poder conocer cuél era la velocidad con la que la herida fue

cicatrizando durante el ensayo, se determind la velocidad de cicatrizacion por dia
de cada uno de los grupos de experimentales tomando en cuenta la siguiente

formula:

Velocidad de cicatrizacion = Area inicial — Area al tiempo x / Hora x

Posteriormente el grupo experimental que presento mayor velocidad de
cicatrizacion serd comparado con el control negativo, control positivo, vehiculo y

extracto integro para poder observar las diferencias significativas.

6.8. CUANTIFICACION DE LAS CITOCINAS TNF-a, IFN-y Y LAS
INTERLEUCINAS IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 DE LA FRACCION CON
MAYOR ACTIVIDAD MEDIANTE ELISA

6.8.1. OBTENCION DEL SUERO PARA LA DETERMINACION DE LAS
CITOCINAS
Al finalizar el ensayo de la actividad cicatrizante, se determiné el grupo experimental
gue presento mayor efecto en el cierre de la herida. Partiendo de este analisis se
pudieron determinar citocinas que intervienen principalmente en procesos

inflamatorios y proinflamatorios.

Se formaron dos grupos experimentales: el control negativo y el grupo experimental
mas activo, se recolecto la sangre de los ratones en tubos Eppendorf mediante
extraccion submandibular obteniendo de 100-150 uL (5-10 gotas) durante los dias:

0,1,2,6,9, 11y 13, los cuales corresponden a las fases de cicatrizacion.

Primeramente, se realiz6 la inmovilizacion del raton por el pliegue nucal.
Posteriormente se ubicé el lugar de puncidén el cual se encuentra en la vena

superficial temporal que pasa justamente por el interior de la mandibula a unos 3-5
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mm de profundidad, con la otra mano se sujeto el objeto punzante (aguja o lanceta)
a unos 90° del vaso sanguineo y se realizé una puncién firme (no ingresar mas de
5mm) como se muestra en la Figura 17.

Finalmente se retird la aguja y se recolecto la muestra con él tubo Eppendorf, (este
paso debe realizarse lo mas rapido posible para no perder las gotas de sangre).
Posteriormente se realiz6 hemostasia al ratén con un algodén seco presionando la

zona de puncién y se dej6 al raton nuevamente en su caja®*.

Figura 17. Ubicacion de la vena superficial temporal para la puncion submandibular.

Después de la extraccién de sangre de cada uno de los grupos experimentales
(control negativo y fraccion mas activa) se dejo en reposo durante 15-30 minutos a
temperatura ambiente (18-22°C) y posteriormente se realizé la centrifugacion de los
tubos (este paso se debe realizar dentro de las dos horas posteriores a la extraccion

de la sangre).

Para poder separar el suero de la sangre se centrifugo a 1600 rpm durante un
periodo de 10 minutos a temperatura ambiente, de acuerdo con algunos autores
esta velocidad, tiempo y temperatura de centrifugacion reducen la contaminacion

con plaquetas®.

Posteriormente se separ6é con la ayuda de una micropipeta el suero el cual se
encontraba en la parte superior del tubo centrifugado, se debe evitar hacer contacto
con el coagulo o el gel. El suero obtenido se almaceno a -40°C en el congelador (a
largo plazo) o puede almacenarse a -20°C durante 24-48 horas después de su

obtencion si se desea utilizar a corto plazo-®.
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6.8.2. DETERMINACION DE CITOCINAS POR EL METODO ELISA
Para la determinacion de las citocinas proinflamatorias: TNF-a, IFN-y e IL-6 y las
citocinas antiinflamatorias: IL-4, IL-5, e IL-10 se realizdé el método descrito por
Schumacher et. Al 8,

Se utilizaron placas de 96 pozos para el ensayo de ELISA se le agregaron 100 uL
de anticuerpos monoclonales de captura anti-IL-4, anti-IL-5, anti-IL-6, anti-IL-10,
anti-IFN-y y anti-TNF-a en buffer carbonato de sodio 0.1 M, con un pH de 8.2y
fueron incubadas durante 6 horas a temperatura ambiente. Cada pozo fue lavado
con PBS/tween-20 al 0.1% y fueron bloqueados con 100 uL de PBS (Suero fetal
bovino) al 10% durante dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente al
lavado, se adicionaron 50 pL del suero obtenido en cada pozo por duplicado y se
incubaron durante 18 horas a 4°C. Posteriormente se realizé un lavado e incubaron
con 100 uL de anticuerpos monoclonales de deteccion biotinilados anti-IL-4, anti-1L-
5, anti-IL-6, anti-IL-10, anti-IFN-y y anti-TNF-a como segundo anticuerpo durante un
periodo de 45 min a temperatura ambiente. Después de realizar el ultimo lavado, la
reaccion fue revelada por la adicion de ortofenilendiamina en cada uno de los pozos.
La densidad o6ptica fue medida mediante un lector de microplaca con un filtro de
longitud de onda a 405 nm. La cantidad de citosinas contenidas en cada muestra
se determiné con la ayuda de una curva estdndar establecida con la citocina

recombinante correspondiente y expresada en ng/mL.

6.9. ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados obtenidos fueron presentados utilizando una media + desviacién
estandar (n=5) en los que se tomd en cuenta un andlisis estadistico de varianza
(ANOVA), seguido de una prueba de Tukey para las muestras independiente con la
ayuda del programa GraphPad Prism 7. Tomando en cuenta los valores de (p<0.05)

como significativos.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. OBTENCION DEL EXTRACTO DE ACETONA Y FRACCIONES DE

Bougainvillea x buttiana.

Figura 18. Macerado Figura 19. Eliminacion del Figura 20. Fraccionamiento
de B. x buttiana en disolvente con el rotavapor. primario del extracto de
acetona. acetona de B. x buttiana.

El material vegetal (Bougainvillea x buttiana) seco y molido con un peso de 289.2 g
fue sometido a un proceso de maceracién exhaustiva con el disolvente acetona
(Figura 18), durante 72 horas por triplicado y destilado con la ayuda de un rotavapor
(Figura 19) con la finalidad de eliminar el disolvente. Al finalizar este proceso se
obtuvieron 5.119 g del extracto ceténico de B. x buttiana el cual representa el 1.77%

del rendimiento del peso inicial.

En el siguiente proceso se utilizaron 4 g del extracto cetonico de B. x buttiana los
cuales fueron utilizados para realizar un fraccionamiento primario mediante
cromatografia en una columna abierta (Figura 20). La columna fue preparada con
382.73 g de silica gel 60-200 Mesh, utilizando una fase movil de polaridad creciente
con los disolventes: diclorometano (DCM), metanol (MeOH) y se realizaron lavados
con MeOH, agua y acetona (DKM) al 100%. Finalmente se obtuvieron 39 fracciones
del extracto cetdnico de B. x buttiana. Los sistemas que fueron empleados en esta

cromatografia son representados en la Tabla 7.
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1-4
5-8
9-24
25-31
32
33
34
35
36
37
38

(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

Tabla 7. Sistemas empleados como fase mavil para la obtencion de los diferentes grupos de
fracciones obtenidos del extracto de acetona de B. x buttiana.

DCM DCM:MeOH MeOH Agua DKM
100%  (90:10)% (85:15)% | (80:20)% 100% (50:50)% 100% 100% 100%

1 X

2 X

3 X

4 X X

5 X X

6 X

7 X

8 X

9 X

10 X
11 X

Nota: DCM (Diclorometano), MeOH (Metanol), DKM (Acetona).

7.2.  ESTUDIO FITOQUIMICO PRELIMINAR DE LAS FRACCIONES Y EL
EXTRACTO INTEGRO DE Bougainvillea x buttiana.

Las 39 fracciones (Figura 21) obtenidas fueron recolectadas en viales de 10 mL y
fueron separadas con forme iban saliendo y por la coloracion que fueron
presentando en el momento de la elucién en la columna. Cada una de las fracciones
fue sometida a un analisis cromatografico en cromatografia de capa fina (TLC) como
se observa en la Figura 22. Se utilizo un sistema 10:90 v/v acetato de etilo-hexano
para las primeras 23 fracciones y un sistema 30:70 v/v de acetato de etilo-hexano

para las fracciones 24-39, finalmente cada una de las placas fue revelada con yodo.
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Figura 21. Fracciones recolectadas de la columna cromatografica. Primera hilera de izquierda a
derecha (vial 1 al 10), segunda hilera (vial 11 al 20), tercera hilera (vial 21 al 30) y cuarta hilera (vial
31 al 39).

10:90 / Acetato de etilo : Hexano

- a0 ese999 89w “‘.l“o 90\

1 2 3 4 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 2122 23 24 25 |
T 6l | ) B )
1 2 , @

30:70 / Acetato de etilo : Hexano — =

&80 8.8 a6 ssale o925 % 29

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36, 6 37, 38 39 E
r : T = 1 i B i Bt

4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 22. Cromatografias en capa fina de las 39 fracciones y sus agrupaciones.
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Una vez reveladas las placas de las 39 fracciones, se realizé un analisis de cada
una de ellas en las que se observaron la presencia de componentes similares en
cada una de las fracciones, de tal manera que fueron agrupadas de acuerdo con las
caracteristicas fisicas de los componentes presentes en cada una de ellas.
Finalmente fueron formados 11 grupos de fracciones los cuales se encuentran

representados en la Tabla 8.

Tabla 8. Agrupaciones de cada una de las fracciones de acuerdo con la TLC.

1-4
5-8
9-23
24-26
27-30
31-33
34
35
36
37
38-39

O 0ONO 01 & WN P

e
= o

7.2.1. RENDIMIENTO DEL EXTRACTO DE ACETONA DE Bougainvillea x
buttiana Y LOS GRUPOS DE FRACCIONES.
Una vez agrupados las 39 fracciones en los 11 grupos, cada uno de ellos fue
colocado en un lugar a la sombra y a temperatura ambiente hasta la sequedad,
posteriormente cada grupo de fraccion fue pesado y se obtuvieron los porcentajes
del rendimiento final, cada vial fue tapado, etiquetado y almacenado. Estos datos

se encuentran representados en la Tabla 9.

54|Pagina
L.F. LUIS RUBEN MARTINEZ CUEVAS MAESTRIA EN MEDICINA MOLECULAR




* Caracterizacion de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

Tabla 9. Peso y rendimiento del extracto de acetona de B. x buttiana y de sus grupos de

fracciones.
Acetona 5.119 1.77
GRUPO DE
FRACCIONES TESO (@)  RENDIMENTO (%)
1 0.122 2 44
2 0.117 234
< 0.229 458
4 1.124 22.48
: 0.698 13.96
6 0.101 202
J 0.140 280
8 0.326 6.52
J 0.198 3.96
10 0.288 5 76
L 0.471 9.42

De acuerdo con los datos obtenidos anteriormente podemos destacar los grupos de
fracciones con mayor rendimiento fue la 4 con 1.124 g que representa el 22.48%, la
5c0on 0.698 g que representa el 13.96% y la 11 con 0.471 g que representa el 9.42%.
por otra parte, los grupos de fracciones con menor rendimiento fueron la 6 con 0.101
g que representa el 2.02%, la 2 con 0.177 g que representa el 2.34% y la 1 con
0.122 g que representa el 2.44% del rendimiento total, cabe destacar que en
algunos casos las fracciones con menor rendimiento son las que presentan una
mayor actividad bioldgica, es por eso la importancia sobre el uso de las plantas
medicinales, su resguardando, concientizacion y cuidando la zonas de donde se

recolectan para evitar su extincion®’.
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7.2.2. ANALISIS CROMATOGRAFICO EN CAPA FINA DE LOS GRUPOS
DE FRACCIONES
De acuerdo con los resultados anteriores se pudieron determinar algunas
caracteristicas visibles de los grupos de fracciones, por lo que se determiné
analizarlos por separado. Primeramente, se realizé el estudio de los grupos de
fracciones F1-F4 como se muestra en la Figura 23, estas muestras se compararon

con el extracto integro de acetona de Bxb y con un estandar de terpenos.

Para estos primeros grupos de fracciones se utilizé una fase normal en un sistema
Acetato de etilo: Hexano (30:70). En la imagen A después de correr las muestras
se observo en UV a onda corta (254 nm) la presencia de manchas obscuras en la
parte superior de la F2, una mancha mucho méas marcada a lo largo del carril de la
F3 y en los puntos de aplicacién de la F4, en el extracto integro (E) y ligeramente
en el estandar de terpenos (T). Posteriormente en la imagen B se observo la misma
placa en UV, pero a una longitud de onda larga (365 nm) observando manchas con
coloracion azul en la parte superior de la F2, a lo largo del carril en F3 'y en el punto
de aplicacién del estandar de terpenos (T), mientras que en el carril F4 y el extracto

integro (E) se observan manchas a lo largo del carril en coloraciones rojas.

En laimagen C se utilizé un revelador de terpenos (4-hidroxibenzaldehido) sobre la
placa para poder determinar la presencia de este tipo de compuestos, observando
gue en los primeros grupos de fracciones F1 a F4 manchas moradas similares a un
Rf de 0.9 en cada uno de los grupos y en el extracto integro (E), sin embargo, en
estos ultimos (F3, F4 y E) se pueden observar mas manchas moradas a distintos Rf
de sus carriles. Por otra parte, en el estandar de terpenos (T) se logra observar
manchas en el punto de aplicacion y a un Rf de 0.4. Adicionalmente se realiz6 el
mismo procedimiento con los demas grupos de fracciones (F5 a F11) pero no se
pudo observar ningun tipo de mancha, de tal manera que se utilizé otro sistema en
otro tipo de placa para poder apreciar mejor la presencia de los compuestos

mayoritarios en esos grupos de fracciones.
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A) Onda corta: 254 nm B) Onda larga: 365 nm

C) 4-Hidroxibenzaldehido

Figura 23. Cromatografias en fase normal de los grupos de fracciones 1 al 4 a diferentes

longitudes de onda UV (A 'y B) y con un revelador de terpenos (C).
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En los grupos de fracciones de la Figura 24 los cuales corresponden a F5-F11 se
utilizé una placa fase reversa en un sistema de agua y acetonitrilo (70:30). Estos
grupos fueron comparados con el extracto integré de acetona de Bxb y un estandar

de rutina en el dltimo carril.

En la imagen A se pudo observar en UV a onda corta (254 nm) distintos tipos de
manchas en coloracion azul obscuro a un Rf de 0.3 y 0.4 en los grupos F5, F6, F7,
F8, F10, el extracto integro (E) y en el estandar de rutina (R) aun Rf de 0.5.
Posteriormente en la imagen B, la misma placa se observé en UV a onda larga (365
nm) en donde se aprecian manchas azul obscuro con mayor intensidad en los
mismos grupos, pero adicionalmente se muestra una coloracion roja en los puntos
de aplicacion, por otra lado, en la parte superior de las fracciones F8 y F10 se

observan manchas azul claro a un Rf de 0.9.

Posteriormente se utilizd un revelador de flavonoides sobre la misma placa en la
gue se pudieron observar diferentes tipos de coloraciones. La imagen C la cual
representa la placa a luz normal se pueden observar manchas a un Rf de 0.3 en los
grupos F5, F6, F7, F8, F10 y el extracto integro (E), con una coloracion amarilla.
Adicionalmente podemos observar manchas color naranja a un Rf de 0.4-0.5 en los
mismos grupos de fracciones y en el estandar de rutina. Para obtener una mejor
apreciacion de los compuestos presentes en la placa se observé la placa a en UV
a una onda corta de 254 nm y se observaron manchas en color verde a un Rf de
0.3 en los grupos F5, F6, F7, F8, F10 y el extracto integro (E). Finalmente, en las
fracciones F5, F8, F10 y E se puede observar machas azul claro a un Rf de 0.7, sin
embargo, en los grupos F8 y F10 se observan unas manchas en azul claro en la

parte superior a un Rf de 0.9.
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' Caracterizacion de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana ¥ N
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino ‘s“h\ ‘,ff
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A) Onda corta: 254 nm B) Onda larga: 365 nm

D) Onda corta: 254 nm

C) luz visible

Figura 24. Cromatografias en fase reversa de los grupos de fracciones 5 al 11 a diferentes

longitudes de onda UV (A 'y B) y con un revelador de flavonoides (C y D).
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(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

De acuerdo con los resultados obtenidos anteriormente podemos observar que en
la Figura 23 se utilizd un estandar de terpenos debido a que anteriormente se han
encontrado este tipo de compuestos en estos grupos de fracciones®. De acuerdo a
las marcas presentadas con el revelador de 4-Hidroxibenzaldehido en la placa, se
puede determinar que las manchas con coloraciones moradas presentadas
corresponden posiblemente a triterpenos glicosilados (saponinas) que son
caracteristicos para ese tipo de marcas, anteriormente se han caracterizado
terpenos como a-tocoferol y escualeno a los cuales se les ha atribuido actividad

cicatrizante en la misma especie®-%°,

En la Figura 24 se utiliz6 un estandar de rutina, el cual es un flavonoide que de
acuerdo a la bibliografia se encuentra principalmente en esta especie3. Después de
utilizar el revelador de flavonoides se mostraron en la placa coloraciones amarillas
a un Rf de 0.3 las cuales posiblemente corresponden a compuestos flavonoides,
también se observaron manchas de color naranja a un Rf de 0.4 las cuales
corresponden con el estandar de rutina, esto quiere decir que posiblemente
encontremos este compuesto en esos grupos de fracciones, sin embargo, esas
marcas también son caracteristicas de quercetina y ramnésidos de quercetina.
Adicionalmente la placa observada a UV en onda corta de 254 nm muestra manchas
de color verde a un Rf de 0.3 las cuales posiblemente correspondan a glucésidos
de kaempferol y marcas en coloracion azul claro a un Rf de 0.7 las cuales son
caracteristicas de acido isoclorogénico y a un Rf de 0.9 las cuales posiblemente
correspondan a acido clorogénico. Por otra parte, se han realizado estudios en otras
especies de Bougainvillea en los cuales se han caracterizado flavonoides a los
cuales se les atribuye a promover la actividad cicatrizante como la quercetina,

apigenina, kaempferol, luteolina y rutina®:92:93,
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Caracterizaciéon de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

7.2.3. ANALISIS MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION (CLAR) DE LOS GRUPOS DE FRACCIONES
Adicionalmente al andlisis cromatogréafico en capa fina se realizd una evaluacion
mediante CLAR o HPLC en sus siglas en inglés, para los grupos de fracciones F-5,
F-7. F-8, F-9, F-10 y F-11 ya que de acuerdo con sus caracteristicas fisicoquimicas
y el sistema empleado el cual fue acido trifluoroacético: metanol en este analisis se
pueden identificar algunos de los compuestos presentes en estos grupos de

fracciones.
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Figura 25. Cromatograma HPLC del grupo de fraccion 5 del extracto ceténico de Bxb.
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* Caracterizacion de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

En el cromatograma de la F-5 (Figura 25) podemos observar picos con un tiempo
de retencion a partir de los 8 min, en el cual de acuerdo con los espectros UV se
destacan los picos 7 a 9.733 nm el cual es caracteristico para glucosidos de
kaempferol y el pico 8 a 9.933 nm el cual es caracteristico de los ramnosidos de

quercetlna.
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Figura 26. Cromatograma HPLC del grupo de fraccion 7 del extracto cetdnico de Bxb.
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Caracterizaciéon de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

En el cromatograma de la F-7 (Figura 26) el cual de acuerdo con el analisis en TLC

presta caracteristicas similares a la F-6, podemos observar picos a con un tiempo

de retencion a partir de los 8.5 min, el cual podemos destacar de acuerdo con los

espectros UV los picos 5 a 9.316 nm el cual es caracteristico de glucésidos de

kaempferol y el pico 6 a 9.866 nm el cual es caracteristico de ramnosidos de

quercetlna.
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Figura 27. Cromatograma HPLC del grupo de fraccion 8 del extracto cetdnico de Bxb.
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" Caracterizacion de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

En el cromatograma de la F-8 (Figura 27) podemos observar picos con un tiempo

de retencién en 1, 4.5y 8.5 min, sin embargo, los picos que destacan se encuentran

en este Ultimo tiempo, de acuerdo con los espectros UV podemos destacar los picos

3 a 9.016 min el cual es caracteristico de rutina y el pico 7 a 9.733 nm el cual es

caracteristico para glucésidos de kaempferol.
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Figura 28. Cromatograma HPLC del grupo de fraccion 9 del extracto cetdnico de Bxb.
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" Caracterizacion de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

En el cromatograma de la F-9 (Figura 28) podemos observar la presencia de picos

a partir de un tiempo de retencién de 8 min y que de acuerdo con los espectros UV

se destaca la presencia de los picos 5 a 9.663 nm el cual es caracteristico de las

flavonas, el pico 7 a 10.166 nm el cual es caracterismo del &cido cumarico y el pico

8 a 10.416 nm el cual es caracteristico de los cumaratos.
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Figura 29. Cromatograma HPLC del grupo de fraccion 10 del extracto cetdnico de Bxb.
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(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

En el cromatograma de la F-10 (Figura 29) podemos observar picos a partir de un
tiempo de retencion de 8.5 min, en el que de acuerdo con los espectros UV se
destacan los picos 1 a 8.663 nm el cual es caracteristico del &cido clorogénico, el
pico 2 a 8.866 nm el cual es caracteristico a flavonoides de quercetina, el pico 3 a
9.033 nm el cual es caracteristico de la rutina, el pico 4 a 9.250 nm y el pico 7 a

9.733 nm el cual es caracteristico a los ramnosidos de quercetina.

Fraccion F11

AOOmM 2img ek

Figura 30. Cromatograma HPLC del grupo de fraccioén 11 del extracto ceténico de Bxb.
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(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

En el cromatograma F-11 (Figura 30) podemos observar picos a partir de los
tiempos de retencion 1, 4, 4.5, 7. 8 y 10 min. Sin embargo, al analizar los espectros
UV podemos observar la presencia de compuestos que por su polaridad no logran
ser visualizados de manera de adecuada, por lo que se tendria que utilizar otro tipo

de sistema en el HPLC para poder determinar qué tipo de compuestos son.

De acuerdo con los cromatogramas observados anteriormente y tomando en cuenta
los espectros UV y las caracteristicas observadas en las TLC podemos establecer
gue en el caso de la F-5 posiblemente se le puede atribuir la coloracion verde y
naranja las cuales corresponderian a los picos 7 y 8 respectivamente a la presencia
de compuestos como kaempferol y ramnosidos quercetina. En el cromatograma de
la F-7 los picos 5 y 6 los cuales de acuerdo con los espectros UV posiblemente
correspondan a kaempferol y ramnosidos de quercetina a los cuales se les atribuye
las coloraciones verde y naranja respectivamente y que podemos observar en las
TLC. En el cromatograma de la F-8 los picos 3 y 7 los cuales de acuerdo con los
espectros UV posiblemente correspondan a la rutina y glucésidos de kaempferol
respectivamente, los cuales son caracteristicos para las coloraciones naranja y
verde presentes en las TLC. En el cromatograma de la F-9 los picos 5, 7 y 8 los
cuales de acuerdo con los espectros UV posiblemente correspondan a flavonas,
acido cumarico y cumaratos respectivamente, los cuales son caracteristicos para
las coloraciones amarillas y/o naranjas presentes en las TLC. En el cromatograma
de la F-10 los picos 1, 2, 3, 4y 7 de acuerdo con los espectros UV posiblemente
correspondan a acido clorogénico, flavonoides de quercetina, rutina y ramnosdos
de quercetina respectivamente, sean los responsables de las coloraciones azul-
blanco en el caso del pico 1 y naranja para los demas compuestos en las TLC. Al
comparar la TLC con el cromatograma de la F-11 podemos comprobar que el
sistema empleado no es el adecuado para ese tipo de compuestos presentes en

esa fraccion en especifico.
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** Caracterizacion de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana

(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

7.3. EVALUACION TOPICA DEL EXTRACTO ACETONICO DE
Bougainvillea x buttiana Y LAS FRACCIONES OBTENIDAS

Una vez identificados algunos compuestos presentes en el extracto cetonico de Bxb
y sus 11 grupos de fracciones, se realizd un ensayo para evaluar el efeto cicatrizante
de cada uno de ellos, los cuales fueron adicionados a la formulacion de una crema
base para su posterior aplicaciéon via topica durante los primeros 3 a partir de la
realizacion de la incision en los ratones, de esta manera se considerd para los

diferentes tratamientos el disefio experimental que se observa en la Tabla 10.

Tabla 10. Disefio experimental para la evaluacién topica de los diferentes tratamientos problema.

1 Control negativo Sin tratamiento

2 Control positivo KitosCell

3 Vehiculo Crema base

4 Tratamiento 1 EABxb

5 Tratamiento 2 ~ Grupo de fracciones 1
6 Tratamiento 3 Grupo de fracciones 2
7 Tratamiento 4  Grupo de fracciones 3
8 Tratamiento 5 = Grupo de fracciones 4
9 Tratamiento 6  Grupo de fracciones 5
10 Tratamiento 7 Grupo de fracciones 6
11 Tratamiento 8  Grupo de fracciones 7
12 Tratamiento 9  Grupo de fracciones 8
13 Tratamiento 10  Grupo de fracciones 9
14 Tratamiento 11  Grupo de fracciones 10
15 Tratamiento 12  Grupo de fracciones 11
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(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

Una vez formados los grupos experimentales se evalué durante un periodo de 13
dias el tamafo de la herida, la cinética de cierre de la herida y las caracteristicas
fisicas visibles, al término de los 13 dias se determinaron el porcentaje de

contraccion de la herida de cada uno de los grupos experimentales.

Existen diferentes factores que promueven de manera adecuada la cicatrizacion de
tejidos, dentro de las cuales podemos encontrar: la limpieza de la herida, la
activacion de macroéfagos, la proliferacion de fibroblastos, la produccion de la matriz
extracelular y la nueva formacién de vasos sanguineos. En este sentido, un buen
tratamiento para las heridas debe permitir una buena debridacion para la formacion

de tejido granular y posteriormente la epitelizacion del tejido restante®.

Estudios existentes relacionados al efecto cicatrizante de Bougainvillea glabra, han
demostrado efectos beneficiosos en modelos murino, destacando, el aumento
significativo en la contraccion de la herida, resistencia a la rotura de la herida,
aumento del tejido de granulacién en la curacion de heridas®. En este sentido B. x
buttiana al resultar de la cruza de B. glabra y B. peruviana, deberia presentar

componentes que ayuden a promover la cicatrizacion de heridas.
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Caracterizaciéon de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

7.3.1. CINETICA DE CICATRIZACION DE LOS GRUPOS
EXPERIMENTALES

Crema Base
KitosCell

Hemostasia Inflamacién Granulacién

Fraccién 11

L

Fraccién 10

Fraccién 9
Fraccion 8
Fraccién 7
Fraccion 6
Fraccién 5

Fraccién 4

té 4k

Fraccion 3
Fraccién 2

Fraccion 1

¥t

Extracto integro

Control Negativo

Tamafio de la herida (sz)

Figura 31. Cinética del cierre del tamafio d(?liaaﬁerida de los dias 1 al 14 (Datos crudos).
Al finalizar el ensayo se obtuvieron los siguientes datos crudos de la cinética del
cierre de la herida (Figura 31) en donde se puede observar el comportamiento de
cada uno de los grupos de experimentacion a lo largo del ensayo (1-13 dias), se
puede comparar a simple vista como va disminuyendo el tamafio de la herida de los
diferentes grupos con forme avanzan los dias y cuales de ellos presentan un mayor
cierre de la herida en relacion con los demas grupos, sin embargo para poder hacer
un mejor andlisis de la cinética de cicatrizacion se realizé una normalizacién de los
datos (Figura 32) en el cual cada una de las curvas parte de un mismo punto, de
esta manera podemos apreciar como decrece cada una de ellas y poder observar
con mayor precision cual de los tratamientos aplicados genero un mayor cierre de
la herida, tomando como referencia el control negativo al cual no se le aplico ningun

tipo de tratamiento para poder conocer al grupo experimental con mayor actividad.
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¥ Caracterizacion de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino
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Figura 32. Cinética del cierre del tamafio de la herida de los dias 1 al 14 (Datos normalizados).

Una vez realizada la normalizacion de los datos podemos comparar el
comportamiento de cada uno de los grupos experimentales por dia y se puede
identificar con mayor facilidad los cambios en la cinética del cierre de la herida,
destacando los dias que corresponden a cada una de las fases de cicatrizacion en
comparacion con el control negativo, de esta manera podemos observar que en los
dias 0-3 de la figura 33, el dia 0 no presentan cambios significativos ya que parten
de un mismo punto, es decir, del 100% del tamafo de la herida para poder hacer
las comparaciones posteriores. Para el dia 1 se pueden observar disminuciones en
el tamafio de la herida de manera significativa para los grupos de fracciones 4, 5, 6,
7,9, 10y 11 en comparacion con el control negativo, destacando a la fraccién 9 con
un 73.54% del area total de la herida abierta, es decir con un 26.46% de efecto
cicatrizante, cabe mencionar que estos grupos de fracciones corresponden a las

fracciones que presentaron flavonoides en los analisis anteriores.
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Caracterizaciéon de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

En el dia 2 el cual corresponde a la fase de homeostasis nuevamente se presento
una disminucion significativa por parte de los grupos de fracciones 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10 y 11 en comparacion con el control negativo, destacando nuevamente a la
fraccion 9 con un 69.44% del area total de la herida abierta, es decir con un 30.55%
de efecto cicatrizante para este grupo de fraccion. Para el dia 3 existe una
disminucién significativa por parte de los grupos de fracciones 4 y 11 en
comparacioén con el control negativo, destacando la fraccion 4 con un 64.63% del
area total de la herida abierta, presentando un 35.36% de efecto cicatrizante por
parte de esta fraccién, manifestandose una tendencia de disminucion del cierre de
la herida hasta este dia por los grupos de fracciones los cuales contienen

flavonoides.
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Figura 33. Area bajo la curva del primer periodo (fase de hemostasia). Los valores corresponden a
la media (n=6, +EEM) del andlisis estadistico ANOVA de dos vias con posthoc Tukey

(*p<0.05,**p<0.01, **p<0.001, ***p<0.0001).
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(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

En los dias 4-7 de la figura 34, podemos observar que en el dia 4 existe una
disminucién significativa del tamafio de la herida por parte de los grupos de
fracciones 3, 4, 7, y 8, destacando a la fraccion 8 con el 50.21% del area total de la
herida abierta el cual corresponde a un 49.79% de efecto cicatrizante por parte de
este grupo, destacando la presencia de flavonoides en esta fraccion. En el dia 5
existe una disminucién significativa por parte de los grupos de fracciones 2 y 3
destacando a la fraccién 2 la cual presento un 42.78% del &rea total de la herida
abierta el cual corresponde a un 57.21% del efecto cicatrizante para este grupo,
destacando la presencia de terpenos en esta fraccion. El dia 6 el cual corresponde
a la fase de inflamacion, se presenté diferencias significativas favorables por parte
del grupo de la fraccidén 2 Unicamente en comparaciéon con el control negativo,
destacando a la fraccién 2 la cual presento una 32.23% del area total de la herida
el cual corresponde al 67.77% del efecto cicatrizante, destacando la presencia de
terpenos para esta fraccion. En el dia 7 existe una disminucién significativa por parte
los grupos de fracciones 2, 8 y 9 en comparacion con el control negativo,
destacando el grupo 2 con un 27% del area total de la herida el cual representa un

72% del efecto cicatrizante, destacando la presencia de terpenos en esta fraccién.
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=¥ Caracterizacion de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino
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Figura 34. Area bajo la curva del segundo periodo (fase de inflamacién). Los valores corresponden
a la media (n=6, +EEM) del andlisis estadistico ANOVA de dos vias con posthoc Tukey
(*p<0.05,**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).

En los dias 8-10 de la figura 35, podemos observar que en el dia 8 se presentan
diferencias significativas por parte de los grupos de fracciones 2 y 9 en comparacion
con el control negativo, destacando ambas fracciones las cuales presentaron un
20% del area total de la herida el cual corresponde al 80% del efecto cicatrizante,
destacando la presencia de terpenos en esta fraccion. El dia 9 el cual corresponde
a la fase de granulacion se presentaron diferencias significativas por parte de las
fracciones 2, 3, 7 y 8, destacando a la fracciones 2 y 8 con un 14.32% del area total
de la herida el cual corresponde al 85.68% del efecto cicatrizante, destacando la

presencia de terpenos y de flavonoides respectivamente para esas fracciones.
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=¥ Caracterizacion de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino
El dia 10 presento diferencias significativas por parte de los grupos de fracciones 1
y 7 en comparacion con el control negativo, destacando la fracciéon 1 con un 6.05%
del area total de la herida el cual corresponde al 93.94% del efecto cicatrizante,

destacando la presencia de terpenos en esa fraccion.
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Figura 35. Area bajo la curva del tercer periodo (fase de granulacion). Los valores corresponden a
la media (n=6, +EEM) del andlisis estadistico ANOVA de dos vias con posthoc Tukey (*p<0.05).
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(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

En los dias 11-13 de la grafica 36, podemos observar en el dia 11 diferencias
significativas por parte de los grupos de fracciones 1 y 2 en comparacion con el
control negativo, destacando el grupo 2 con un 2.80% del area total de la herida el
cual representa un 97.19% del efecto cicatrizante, destacando la presencia de

terpenos en esta fraccion.

En el dia 12 existen diferencias significativas por parte de los grupos de fracciones
1y 2 nuevamente en comparacion con el control negativo, destacando el grupo 2
con un 1.71% del &rea total de la herida el cual corresponde al 98.29% del efecto

cicatrizante, destacando la presencia de terpenos en esta fraccion.

Finalmente, para el dia 13 el cual fue el final del ensayo, se observaron diferencias
significativas por parte de los grupos de fracciones 1, 2 y 3 en comparacion con el
control negativo, destacando al grupo 2 con un 0.49% del area total de la herida el

cual corresponde a un 99.51% del efecto cicatrizante por parte de esta fraccion.
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Figura 36. Area bajo la curva del cuarto periodo

(fase de maduracién). Los valores corresponden a

la media (n=6, +EEM) del andlisis estadistico ANOVA de dos vias con posthoc Tukey (**p<0.01,
***n<0.001, ****p<0.0001).
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(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

De acuerdo con los resultados podemos determinar que el comportamiento de cada
uno de los grupos experimentales es de acuerdo con la interaccion generada por
parte del tratamiento aplicado y los componentes celulares que actian en cada una
de las fases de cicatrizacion. En el primero periodo comienza la fase de hemostasia
e intervienen la fibrina, plaguetas, leucocitos y macréfagos?42°, La disminucién de
la herida por parte de los grupos de las fracciones 9, 10 y 11 posiblemente se debe
a que los componentes presentes en esos grupos de fracciones ayuden a promover
una cicatrizacibn mas rapida en comparacion con los demas, disminuyendo el

tamano inicial de la herida.

El periodo dos de la fase de inflamacion de los dias 4, 5, 6 y 7 en la Figura 34, se
caracteriza principalmente por la presencia de macréfagos y linfocitos242° por lo que
es una fase de limpieza y de prevencion de infecciones en la herida, en algunos
casos la presencia de edema caracteristico de esta fase podria generar un aumento
en el tamafio de la herida. Cabe destacar que durante estos dos primeros periodos
se genera un incremento de la adhesién, migracién y proliferacion de monocitos?#2°

y concluye con el inicio de la fase inflamatoria.

En el periodo tres, en la Figura 35, existen diferentes procesos en los que
intervienen compontes celulares como fibroblastos y capilares que intervienen en
este periodo estimulando la capacidad angiogénica de estas células
endoteliales?*?%. Por lo que no se muestran cambios significativos en el tamafio del

area de la herida durante los dias 8 y 9.

En el periodo cuatro, en la Figura 36, intervienen el colageno, células epiteliales y
tejido conectivo fibroso, el cual reemplazara al coagulo de fibrina?42°, durante los
dias 10 y 11 ya se observa de manera significativa la reduccion del tamafio de la
herida generada por cada uno de los tratamientos experimentales. En los ultimos
dias, se generan procesos de epitelizacion y remodelacion de la herida en cada uno
de los grupos experimentales, teniendo la participacion activa de fibroblastos

principalmente?425
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Caracterizacion de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

De esta manera se puede demostrar que existen componentes presentes como
terpenos y flavonoides en cada uno de los grupos de fracciones los cuales
promueven de forma activa el proceso de cicatrizacion. Asi mismo, se puede
observar que existen grupos de fracciones como el 8, 9, 10 y 11 los cuales desde
las primeras etapas comienzan a cerrar la herida de forma significativa, por otra
parte, grupos de fracciones como el 1, 2 y 3 a pesar de no tener una actividad en el
cierre de la herida en las primeras etapas de la cicatrizacion, después de la segunda
fase de inflamacion y cuando se da la pérdida de la costra, mantienen un area de la
herida mas reducida con un tamafio aproximadamente de 0.005 cm? en

comparacion con otros grupos de fracciones.

De manera general al realizar un analisis de la disminucién del tamafio de la herida
a lo largo de 13 dias del ensayo, se pudo determinar que los grupos de fracciones
gue presentaron un mayor promedio en el cierre y lograron una mayor contraccion
del tamarfio de la herida fueron las fracciones 1, 2 y 3 (Tabla 11), obteniendo el
99.47%, 99.51% y el 98.79% del cierre total de la herida respectivamente.

79| Pagina
L.F. LUIS RUBEN MARTINEZ CUEVAS MAESTRIA EN MEDICINA MOLECULAR




* Caracterizacion de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

7.3.2. EVALUACION DE LA CONTRACCION DE LAS HERIDAS

Tabla 11. Porcentaje de contraccion de la herida de cada uno de los grupos experimentales.

Tratamiento Grupo | Dia9 | Dia 11 | Dia 13
Control Negativo 1 93.06 | 96.60 | 96.89
KitosCell 2 90.05 | 93.34 | 94.17
Crema Base 3 88.02 | 93.22 | 94.32
EBxb 4 88.69 | 95.24 | 95.14
Fraccion 1 5 98.60 | 99.43 | 99.47
Fraccion 2 6 98.47 | 99.41 | 99.51
Fraccion 3 7 96.70 | 98.63 | 98.79
Fraccion 4 8 94.96 | 96.87 | 97.85
Fracciéon 5 9 91.27 | 94.77 | 95.72
Fraccién 6 10 92.97 | 95.52 | 96.49
Fraccion 7 11 94.89 | 97.03 | 97.90
Fraccion 8 12 93.27 | 97.02 | 97.57
Fraccién 9 13 95.88 | 97.57 | 98.31
Fraccion 10 14 92.02 | 93.72 | 95.25
Fraccion 11 15 92.73 | 95.90 | 96.78

Adicionalmente podemos observar que en comparacion con la contraccion del
control negativo este grupo de fracciones supero con aproximadamente un 4%
adicional. Por otra parte, de manera macroscopica podemos observar el
comportamiento de cada una de las heridas desde el inicio del experimento hasta
su conclusion en cada uno de los grupos experimentales, destacando los dias que

corresponden a las diferentes fases de cicatrizacion en la Figura 37.

Se pueden apreciar heridas limpias, sin signos de infeccion, demostrando la
actividad antibacteriana de la especie Bougainvillea x buttiana®, incluso se muestra
un crecimiento de pelo en los grupos experimentales 3, 5, 6, 11, 12 y 13.
Demostrando de esta manera que los tratamientos aplicados en estos grupos,
ademas de su actividad cicatrizante, posiblemente existan compuestos que ayuden

a estimular el crecimiento de pelo en los ratones.
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** Caracterizacion de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

7.3.3. EVALUACION MACROSCOPICA DE LAS HERIDAS
| Grupo | DiaO | Dia2| Dia6 | Dia9 | Dia11 | Dia13 |
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Figura 37. Comparacién macroscopica del cierre de la herida entre los diferentes grupos

experimentales de los dias correspondientes a las fases de la cicatrizacion (dias: 0, 2, 6, 9,11y
13).
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(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

7.3.4. DETERMINACION DE LA VELOCIDAD DE CICATRIZACION

La velocidad de cicatrizacion depende de diferentes factores los cuales influyen
directamente en el tamafio y ubicacion de la herida, la higiene y la calidad de la
respuesta inmune®. Para poder conocer la velocidad de cicatrizacion de cada uno
de los grupos experimentales se tomé en cuenta la medicion de la herida desde el
inicio del ensayo hasta su cicatrizacion y con base en los resultados obtenidos se
pudo determinar el comportamiento de la velocidad de cada grupo a diferentes
tiempos destacando los correspondientes a las fases de cicatrizacion a las 48, 144,
216, 264 y 312 horas.

Para poder tener una mejor apreciacion de los datos de los diferentes grupos de
fracciones se separaron en diferentes grupos como se muestran en la Figura 38. En
la imagen A se representa la velocidad de cicatrizacion de las fracciones 1 a la 4,
en donde podemos observar un aumento a partir de las 48 horas y un pico maximo
de velocidad a las 144 horas por parte de los cuatro grupos de fracciones, tiempo el
cual corresponde a la fase de inflamacion, destacando a la F2 con una velocidad de
0.0166 cm?/h en comparaciéon con los grupos F1, F3 y F4, posteriormente se
observa una disminucion progresiva de la velocidad de cicatrizacion hasta el final

del ensayo.

En la imagen B se representa la velocidad de cicatrizacion de las fracciones 5 a la
8, podemos observar que por parte de las fracciones 5y 6 el comportamiento de la
velocidad parte de un punto maximo a las 48 horas (fase de hemostasia) entre
0.0080 y 0.0100 cm?/h respetivamente y comienza a decrecer la velocidad hasta el
final del ensayo, en el caso de las fracciones 7 y 8 comienzan a aumentar su
velocidad de cicatrizacion a partir de las 48 horas alcanzé un pico maximo a las 144
horas (fase de inflamacidn) por parte de ambas fracciones, destacando la fraccion
8 con 0.1010 cm?h, finalmente comienza a disminuir la velocidad hasta el final del

ensayo.
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Caracterizacion de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

Posteriormente en la imagen C podemos observar la velocidad de cicatrizacion por
parte de las fracciones 9 a la 11, en las cuales las fracciones 9 y 11 parten de un
punto maximo de entre 0.0097 y 0.0080 cm?/h respectivamente, destacando la
fraccion 9 con mayor velocidad a las 48 horas en comparacion con las fracciones
10y 11, en el caso de la fraccion 10 comienza un aumento de velocidad desde las
48 horas alcanzando una velocidad maxima de 0.006 cm?/h hasta las 312 horas

(fin del ensayo).

Finalmente tomando en cuenta la velocidad de cicatrizacion de cada uno de los
grupos de fracciones se pudo determinar que la F2 presento una mayor velocidad
de cicatrizacion alcanzando puntos de velocidad mas altos en comparacion del resto
de los grupos de fracciones de esta manera se realiz6 una comparacion de esta

fraccion con los controles positivo y negativo, el vehiculo y el extracto integro.

En la imagen D podemos observar el comportamiento de la fraccién F2, la cual
presenta una mayor velocidad de cicatrizacion desde las 48 y alcanzando un pico
maximo a las 144 horas con 0.0116 cm?/h en comparaciéon con los controles, el
vehiculo y el extracto integro los cuales presentan una velocidad de cicatrizacion
menor en los cuales se presentd un pico maximo por parte del extracto integro a las
216 horas con una velocidad de 0.0090 cm?/h aproximadamente en comparacion

con los demas grupos excepto la F2.
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(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

Horas
Figura 38. Velocidad de cicatrizacion de los diferentes grupos experimentales durante 13 dias
destacando los dias correspondientes a las fases de cicatrizacién: A) Representacion de la

velocidad de cicatrizacion de los grupos de fracciones F1-F4, B) Representacion de la velocidad de
cicatrizacion de los grupos de fracciones F5-F8, C) Representacion de la velocidad de cicatrizacion
de los grupos de fracciones F9-F11, D) Comparacion de la velocidad de cicatrizacién del grupo de

fraccion con mayor velocidad (F2) con el control positivo (KitosCell), control negativo, vehiculo

(crema base) y Extracto integro (EaBxb).

De esta manera pomos conocer que a pesar de que existen diferentes
comportamientos en la velocidad de cicatrizacion por parte de los diferentes grupos
de fracciones, la fraccion 2 fue la que presento una mayor velocidad a partir de las
144 horas hasta el final del ensayo en comparacién con los demas grupos de
fracciones de esta manera podemos observar que la informacion obtenida en los
ensayos anteriores nos ayudan a conocer y demostrar que esta fraccion presenta
componentes como los terpenos los cuales promueven una mayor velocidad y

efecto cicatrizante.
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(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

7.4. DETERMINACION DE LAS CITOCINAS: TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10 DEL GRUPO EXPERIMENTAL CON MAYOR EFECTO
CICATRIZANTE

Una vez identificada la fraccién 2 (F2) como la mas activa después de realizar el
ensayo de cicatrizacion, se realizaron pruebas bioquimicas para determinar la
expresion de citocinas proinflamatorias y poder establecer cual es su papel a nivel
molecular. De tal manera que se realizO mediante ELISA la expresion de las
citocinas proinflamatorias: TNF-a, IFN- y e IL-6 y citocinas antiinflamatorias: IL-4, IL-
5 e IL-10; las cuales son mediadores necesarios en la respuesta inflamatoria y
favorecen una cicatrizacion adecuada de la herida®. En este sentido se compararon
las muestras obtenidas a partir de la fraccion 2 (tratamiento mas activo) y un control
negativo (sin tratamiento) durante los dias: O, 1, 2, 6, 9, 11 y 13 los cuales
corresponden a las fases de cicatrizacion y poder observar cémo actdan los

componentes presentes en la fraccion 2.

En el caso de las citocinas proinflamatorias (Figura 39) podemos observar que en
el grafico A el cual corresponde a la IL-6 que el control negativo (CN) y la fraccion 2
(F-2) alcanzan un pico maximo el dia 6 el cual corresponde a la fase de inflamacién
con valores de 800 y 510 pg/mL respectivamente y a partir de este dia comienza a
decrecer la expresion de IL-6. Por otra parte, es importante mencionar que existen
diferencias significativas en los niveles de IL-6 por parte del CN y la F-2 durante los
dias 2, 3, 6, 9 y 11, observandose una mayor concentracion por parte del control
negativo. Por otra parte, en el grafico B de en medio el cual corresponde a la citocina
proinflamatoria TNF-a (Factor de necrosis tumoral alfa) existe una disminucion
significativa de los niveles de TNF-a por parte del grupo F-2 en comparacion con el
CN durante los dias: 2, 3, 6, 9y 11, alcanzando un pico maximo de expresion el dia
6 (fase inflamaria) con 950 pg/mL del CN y 660 pg/mL de la F-2.Finalmente, en el
grafico C que corresponde a la citocina proinflamatoria IFN-y podemos observar que
existe una disminucion de la concentracion por parte de la F-2 en comparacion con
el CN durante los dias 2, 3, 6, 9y 11. Alcanzando un pico maximo de concentracion
el dia 6 (fase inflamatoria) con 850 pg/mL para el CN y 550 de la F-2.
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Figura 39. Produccién de citocinas proinflamatorias: A) TNF-a, B) IFN-y y C) IL-6 de la fraccién
mas activa (F-2 Bxb) y el control negativo (CN) sin tratamiento. Los valores corresponden a la
media (n=5, +EEM) del analisis estadistico ANOVA de dos vias con posthoc Tukey (**p<0.01,

400,001, ***p<0.0001).
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De acuerdo a los resultados anteriores se puede observar de manera general que
las tres citocinas proinflamatorias tratadas con la fraccion mas activa (F-2) existe
una disminucién significativa en comparacion con el control negativo durante los
dias que corresponden a la fase de cicatrizacién (2, 3, 6, 9y 11) alcanzando un pico
maximo el dia 6 que corresponde a la fase inflamatoria, estos resultados indican un
patron de expresion similar observado en los tres graficos, de tal manera que
posiblemente existan componentes en la fraccion 2 que ayuden a promover esta
disminucién de la expresion o inhibicién de citocinas proinflamatorias y activacion
de macroéfagos. Sin embargo, debido a la naturaleza de la herida la cual se puede
clasificar como limpia, se han encontrado evidencias que este tipo de citocinas
aumenta en casos de lesiones o cirugias mas agresivas®’ y disminuyen su expresién

en este tipo de heridas.

La IL-6 es una glucoproteina segregada por macrofagos, monocitos y eosindfilos,
encargada de la madurez y activacion de neutréfilos, madures de macréfagos y
diferenciacion de linfocitos T%. Es una citocina que participa en procesos
inflamatorios y su secrecidbn puede ser inducida por diferentes estimulos,
provenientes de LPS, TNF-a é IL-1[3.Por otra parte, puede tener un efecto doble, ya
gque la respuesta proinflamatoria inicial esta controlada por moléculas
inmunorreguladoras como inhibidores especificos y receptores de citocinas
solubles®. Durante los proceso de lesién las concentraciones plasmaticas
normalmente pueden alcanzar un pico de 4-6 horas pudiendo persistir hasta 10

dias96:98,

EL TNF-q, el cual es producido por macrofagos y ayuda a promover el edema en
procesos de lesion y que actlla como mediador vasoactivo®. Se ha demostrado que
su disminucidn genera un bloqueo en la etapa de inflacion y se evita estrés oxidativo
y por lo tanto la fibrosis®® y adicionalmente presenta un efecto anti fibrético, modula

la actividad de la colagenasa y la sintesis de glucosaminoglicanos®®
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(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

Es importante destacar que el estrés es un factor importante al cual se encontraban
expuestos los ratones durante los diferentes ensayos realizados provocando
alteraciones en el eje hipotalamo-hipofisis- suprarrenal y el sistema nervioso central,
aumentando los niveles de glucocorticoides, cortisol, prolactina y catecolamina que

promueve la disminucién de los niveles de citocinas proinflamatoriast°!.

Adicionalmente se han encontrado estudios sobre la cinética de expresion de los
niveles plasmaticos de moléculas proinflamatorias los cuales mencionan un
incremento en las primeras fases de cicatrizacion y un aumento por parte de
moléculas antinflamatorias en fases posteriores®?. Independiente de las
concentraciones obtenidas a partir de las citocinas proinflamatorias: IL-6, TNF-a e
IFN- y, podemos observar ese comportamiento normal en el que se da un aumento
de su expresion durante las primeras fases de cicatrizacion los dias 2 (fase de
homeostasis) y 6 (fase de inflamacion). De esta manera podemos destacar su

participacion en procesos destinados a defensa y reparacion del tejido dafiado*©3,
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Adicionalmente se realizaron pruebas de ELISA para la expresion de las citocinas
antiinflamatorias: IL-4, IL-5 e IL-10 (Figura 40) durante los dias: 0, 1, 2,6, 9,11y 13

los cuales corresponden a las fases de cicatrizacion.

Podemos observar en el grafico A de la parte superior de la Figura 40 la
cuantificacion de la IL-4, analizando un comportamiento similar por parte de la
fraccion mas activa (F2) en comparacién con el control negativo (CN) durante los
dias 0, 1 y 2 (fase de homeostasis) y a partir de los dias 6 (fase de inflamacion), 9
(fase de granulacion) y 11 (fase de maduracion) existen diferencias significativas
entre ambos grupos observando una disminucién de la expresion de citocinas por
parte del grupo con la fraccion mas activa (F-2), sin embargo nuevamente vuelve a
retomar el mismo comportamiento para el dia 13 (fin del experimento de
cicatrizacion), cabe destacar que ambos grupos alcanzaron su maxima expresion el

dia 6 con 500 pg/mL para el CN y 400 pg/mL para la F-2.

Por otra parte, en el grafico B de en medio podemos analizar la expresion de la IL-
5, en el cual podemos observar el mismo comportamiento por parte de la F-2 y el
CN durante los dias 1 y 2 (fase de hemostasia), sin embargo, podemos observar
gue para los dias 6, 9 y 11 existen diferencias significativas al presentarse una
disminucion de IL-5 por parte de la fraccidbn més activa (F-2), destacando el dia 6
(fase de inflamacion) como el pico de mayor expresion de la citocina para ambos
casos con 800 pg/mL para el NC y con 600 pg/mL para la F-2. Al igual que con la

IL-4 para el dia 13 nuevamente presentan un comportamiento similar.

Finalmente, en el grafico inferior C de la Figura 40 podemos encontrar la expresion
de IL-10, en el cual podemos observar un aumento de la expresion de esta citocina
por parte de la F-2 en comparacion con CN durante los 13 dias que duro el ensayo
destacando los dias 2, 6, 9y 11 que corresponden a las fases de cicatrizacion y que
al igual que se mencion6 anteriormente alcanza su pico maximo para los dias 9 y

10 que corresponderian a la fase de granulacion con 700 pg/mL.
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Figura 40. Produccién de citocinas antiinflamatorias: A) IL-4, B) IL-5 y C) IL-10 de la fraccion mas

activa (F-2 Bxb) y el control negativo (CN) sin tratamiento. Los valores corresponden a la media
(n=5, +tEEM) del analisis estadistico ANOVA de dos vias con posthoc Tukey (***p<0.001,
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*rn<0.0001).
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(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

De acuerdo con los resultados anteriores podemos observar una disminucion
significativa de la expresion por parte de las citocinas IL-4 e IL-5 en la F-2 en
comparacion con el CN alcanzando su maxima expresion en ambas citosinas en la
fase inflamatoria (dia 6). Estas citocinas se caracterizan por su participacién en la
respuesta inmune innata y adaptativa, alergias y reparacion de tejidos. Se sintetizan
a partir de linfocitos T diferenciados a Th2. Intervienen en el desarrollo, modulacién

y regulacioén de la inflamaciéni%

La IL-10 es una citocina que se encarga de regular la respuesta inflamatoria
principalmente. Esta citocina es secretada por monocito, linfocitos T y su subtipo
linfocitos Th2, se encarga de bloquear la formacion del factor de transcripcién, por
lo que se inhibe la activacion celular y la produccién de citocinas proinflamatorias
como TNF-a. Algunos estudios han demostrado que en presencia de heridas se

generan niveles elevados de IL-10 hasta los primeros 10 dias®’.

Por otra parte, podemos destacar el aumento de la IL-10 por parte de la F-2 en
donde se alcanza un pico de maxima expresion a partir del dia 9 (fase de
granulacion). De a acuerdo a algunos antecedentes la IL-10 actia como un potente
inhibidor de citocinas incluyendo IL-6, TNF-a e IFN- y, debido a que degrada el
ARNmM encargado de la sintesis de estas citocinas'®?, tal como pudimos observar
en la figura 39. De esta manera es que posiblemente el grupo de la F-2 contenga
componentes que estimulen a una mayor produccion de IL-10, de esta manera es
gue los niveles de las citocinas proinflamatorias del grupo con el tratamiento se
observaron notablemente disminuidos en comparacién con el CN debido al efecto

que ejerce la IL-10.
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7.4.1. BALANCE DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS (TNF-a, IFN-y e IL-

6) / IL-10
Posteriormente, de acuerdo con los datos anteriores se realiz6 un balance de las
citocinas proinflamatorias con la IL-10 para determinar cual es el tipo de citocinas

gue predominaron durante los dias que corresponden a las fases de cicatrizacion.

Los valores que se tomaron en cuenta fueron los obtenidos anteriormente en la
expresion de las citocinas proinflamatorias de la F-2 contra el CN y se dividieron
entre los valores de la IL-10 con cada uno de sus controles respectivamente, de

acuerdo con los estandares de la Tabla 12.

Tabla 12. Significado de los valores obtenidos como resultado del analisis del balance con IL-10.

VALORES RESULTADO

<1 Antiinflamatorio
=1 Equilibrio
>1 Proinflamatorio

En la Figura 41 podemos observar el balance entre la IL-6/IL-10 en el grafico A de
la F-2 'y el CN, podemos analizar que la F-2 presenta valores por debajo de 1 durante
los 13 dias incluyendo los que corresponden a las fases de cicatrizacion por lo que
de acuerdo con el analisis establecido presenta una tendencia antiinflamatoria, en
este sentido se sugiere que los componentes presenten en F-2 promuevan una

mayor actividad antiinflamatoria.

Al analizar los valores de CN de la IIL-6/IL-10 podemos observar que presenta
valores encima de 1 durante los 7 primeros dias que de acuerdo con la Tabla 12 se
promueve una actividad inflamatoria, de los cuales el dia 2 y 6 corresponden a las
fases de cicatricen de homeostasis e inflamacion. Posteriormente a partid del dia 9
al 12 se generan valores menores a 1 por lo que se promueve una actividad
antiinflamatoria, en la cual se incluye el dia 9 (fase de granulacion) y el dia 11 (fase

de maduracion).
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En el grafico B de en medio podemos observar el balance de TNF-a/IL-10, para la
F-2 podemos observar que presenta valores por debajo de 1 durante los primeros
5 dias del ensayo por lo que se promueve un efecto antiinflamatorio por parte de la
F-2, sin embargo el dia 6 (fase de inflamacién) presenta valores por encima de 1 de
tal manera que presenta un efecto inflamatorio, posteriormente del dia 7 al 13
nuevamente presenta valores por debajo de 1 el cual corresponde a un efecto
antiinflamatorio . Mientras que en el caso del CN durante los primeros 8 dias (fase
de homeostasis y de inflamacion) se obtienen valores mayores a 1 por lo que se
promueve una actividad inflamatoria, mientras que a partir del dia 9 al 12 (fase de
granulacion y de maduracion) existen valores por debajo de 1 estableciendo una

actividad antiinflamatoria.

Finalmente, en el grafico inferior C la F-2 durante el primer dia valores arriba de 1
por lo que se promueve una actividad inflamatoria y posteriormente del dia 2 al 13
presenta valores por debajo de 1 por lo que se promueve una actividad
antiinflamatoria, cabe destacar que los valores del dia 2 (fase de homeostasis) y dia
6 (fase inflamatoria) estuvieron muy cerca de estar en equilibro al casi obtener el
valor de 1. Por otra parte, para el CN durante los primeros 8 dias presenta valores
por encima de 1 (efecto inflamatorio) y a partid del dia 9 presenta valores por debajo

1 (efecto antiinflamatorio).
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Figura 41. Balance de las citocinas proinflamatorias IL-6, TNF-a e IFN-y /IL-10 de la F-2 y el CN.
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** Caracterizacion de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

De acuerdo con los resultados anteriores podemos observar que en los procesos
de cicatrizacion de heridas existen diferentes tipos de citocinas proinflamatorias que
participan para generar un mejor cierre de la herida, sin embargo, las citocinas que
son mas estudiadas son TNF-a, IFN-y, IL-6 en los procesos de sepsis o0 heridas muy
graves. De igual manera existen citocinas de la respuesta inflamatoria que tienen la
capacidad de inhibir la produccion de citocinas proinflamatorias, principalmente la
IL-10'%, En este sentido en el balance que observamos anteriormente se muestra
una tendencia a un comportamiento antiinflamatorio por parte de las citocinas
durante las diferentes fases de cicatrizacion, de esta manera, se puede determinar
gue el tratamiento de la fraccidbn mas activa F-2 contiene componentes que ayudan
a promover una actividad cicatrizante mediante un efecto antiinflamatorio a nivel

celular.
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** Caracterizacion de los compuestos presentes en Bougainvillea x buttiana
(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino
8. CONCLUSIONES
Podemos concluir que el extracto de acetona de Bougainvillea x buttiana presenta
efecto cicatrizante. Sin embargo, la fraccidon 2 obtenida mediante fraccionamiento
primario presento un mayor efecto en comparaciébn con los demas grupos
experimentales en modelos murinos y promueve una mayor velocidad de

cicatrizacion alcanzando un pico maximo a las 144 horas (fase de inflamacion).

De acuerdo con los analisis cromatograficos podemos establecer la presencia de
terpenos en la fraccidn 2, los cuales posiblemente ayudarian a promover la actividad

cicatrizante en conjunto con todos los compontes presentes en la fraccion.

Finalmente, de acuerdo con el analisis de las citocinas se puede determinar que la
fraccion 2 promueve una mayor actividad antiinflamatoria de acuerdo con la
expresion de citocinas pro y antiinflamatorias generando un aumento de la IL-10

durante el ensayo en comparacién con el control negativo.
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(Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino

9. PERSPECTIVAS
Determinar mediante TLC la presencia de otros compuestos presentes en la
fraccion més activa.

2. Determinar mediante RMN la presencia de componentes presentes de la
fraccion mas activa.

3. Realizar un estudio de interleucinas in situ de la herida con el tratamiento
mas activo

4. Determinar el comportamiento celular a partir de la fraccion 2 en las

diferentes fases de cicatrizacion mediante la tincion de cortes histolégicos.
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FACULTAD DE MEDICINA

Secretaria de Investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

R Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 12 de marzo de 2021.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Caracterizacion de los compuestos presentes en
Bougainvillea x buttiana (Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino",
que para obtener el grado de Maestro en Medicina Molecular me proporcioné el alumno
Luis Rubén Martinez Cuevas. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente,
por lo que de acuerdo al articulo 75 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de
la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicidon para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Jesus Santa Olalla Tapia

Calle Lefieros esquina Iztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 o jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 12 de marzo de 2021.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Caracterizacion de los compuestos presentes en
Bougainvillea x buttiana (Var. Rosa) con actividad cicatrizante en modelo murino",
que para obtener el grado de Maestro en Medicina Molecular me proporciono el alumno
Luis Rubén Martinez Cuevas. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente,
por lo que de acuerdo al articulo 75 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de
la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicidon para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Arturo Villavicencio Rivero

Calle Lefieros esquina Iztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 o jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

ARTURO VILLAVICENCIO RIVERO | Fecha:2021-03-23 09:05:11 | Firmante
Ps30x!10BcdHUHd530RIAApMOC+MAMSIN31AINXZmHUVNOGKM3zyj98dL/12e8hZf0llks7IJwQbReQk4+c73fuEut9PmBfF1sfQI8ex6BKJaQvZn6IBbuwN6aVoyCz+r8zGh02Kfk/r
H/G7RgsYbm+2HbmHN3zezalzhMwVYgOkHWsGIlqflDuck+4jWFgjanNgIHyV6glb1QzZzV8vhd9kIFINCNm/Ao/1xhFawkzRDGCLRcY 7PHfsypql3d/vGQp9NpBNul1ls20yBHKKa
1laFbmUUzVVUUTWV5m2bA72NZx21wUIclWnX0FxDOxnFFagPUqguWJQYSsIXTiFQGQGxrQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

eoB5b7

*l'n™ E
https://efirma.uaem.mx/noRepudio/WJqgielh5BMcc7xZjHIH98HTcWB8JIVEBIJ

UA
EM

Una universidad de ¢

2017-2023




