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RESUMEN

Alo largo del tiempo para el tratamiento de heridas cutaneas se han utilizado desde
infusiones de hierbas crudas, hasta membranas de nanofibras electrohiladas que
tienen diversas aplicaciones en las ciencias de la salud, en especifico se han
propuesto como apodsitos novedosos y eficaces para la regeneracion y reparacion
de tejidos. El tamafio nanométrico que poseen juega un papel importante en su
similitud con la matriz extracelular funcionando como andamios que proporcionan
un soporte adecuado para que las células se adhieran, proliferen y mantengan sus
funciones especificas. El material con el que son fabricadas las fibras nanométricas
es biocompatible, seguro y de bajo costo, ademas pueden ser funcionalizadas con
diferentes biomateriales integrando sus propiedades fisicas y quimicas potenciando
su eficacia. Dysphania ambrosioides, conocida en México como Epazote es una
planta utilizada en la medicina tradicional mexicana por sus virtudes curativas en
diversos padecimientos, incluidos la cicatrizacion de heridas. En la presente
investigacion se analiz0 el efecto cicatrizante de membranas poliméricas
nanoestructuradas dopadas con extractos de Dysphania ambrosioides, aplicadas
sobre heridas cutaneas de modelos murinos semi alopécicos (Rattus norvegicus)
monitoreadas durante 21 dias. Los resultados mostraron que el tratamiento de
nanofibras con extractos completos de D. ambrosioides, tuvieron buena
biocompatibilidad, aceleraron de manera significativa el proceso de cicatrizacién de
las heridas, no se observaron infecciones por patdgenos y favorecieron una mejor
estructura y funcién de la piel y por ende una mejor estética del tejido cicatricial en
comparacion con tratamientos a base Unicamente de extractos completos de D.

ambrosioides o tratamientos con membranas de PVP sin ningun extracto vegetal.



I. INTRODUCCION

1. Arquitectura de la piel

La piel o tegumento es la superficie mas externa del organismo, recubriéndolo por
completo, siendo el érgano méas grande del cuerpo humano ya que representa
aproximadamente del 8-20% del peso total y cubre un area aproximada de 1.8 m?
(Guzméan, 2019). Es una barrera fisica entre el medio ambiente y el interior del
organismo, desempefiando diferentes funciones como la termorregulacion,
bloquear y detectar bioquimicamente bacterias y toxinas invasoras, asi como
proteger el interior de radiaciones ultravioleta; por ello, es mas vulnerable que otros
organos ya que esta expuesta directamente a la radiacion, traumatismos, lesiones
quimicas y mecanicas e infecciones que ponen en peligro a todo el organismo
(Saladin, 2012).

La piel comprende tres capas: epidermis, dermis e hipodermis (Figura 1). En estas
capas se encuentran distribuidos nervios, vasos sanguineos y anexos cutaneos
como foliculos pilosos y glandulas sebaceas importantes para la sensibilidad tactil,

térmica y de presién (Guzman, 2019).
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Fig. 1. A) Esquema tridimensional de las capas de la piel humana. Imagen tomada de
Guzméan R. (2019). B) Tegumento de Rattus norvegicus con técnica parafina, corte
transversal de 10 um, Hematoxilina-Eosina. Fotografia tomada de Megias, M., Molist, P. y
Pombal, MA. (2022).



1.1 Epidermis

Esta capa es la mas externa de la piel, consta de epitelio escamoso estratificado de
0.1 mm de espesor, es una primera barrera con funciones defensivas protegiendo
al organismo de patdégenos y agentes irritantes. Se compone principalmente de
gueratinocitos, que son células productoras de la proteina queratina, estos se
reproducen constantemente para reemplazar células viejas o dafiadas (Castell R. y
Herrera E., 2017). Generalmente, la epidermis de la piel delgada se compone de 4

estratos de diferente grosor (Figura 2).
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Fig. 2. Tegumento epidérmico de Mus musculus, se pueden observar los 4 estratos de la

piel delgada. Técnica parafina, corte de 8 um, Hematoxilina-Eosina. Fotografia tomada de
Megias, M., Molist, P. y Pombal, MA. (2022).

Estrato cérneo: Es la capa mas externa de la epidermis, esta formada por células
muertas aplanadas y llenas de queratina llamadas corneocitos. Su funcién es
proteger a la piel frente a la abrasion, la desecacién y la invasién de patdgenos. Se
produce una continua descamacioén de las capas superficiales de este estrato, asi

como se incorporan nuevas células desde la siguiente capa.



Estrato Lucido (Solo en piel gruesa): Es una linea de células planas ubicadas de
manera inmediata por debajo del estrato corneo exclusivas en la piel gruesa. No se
sabe con certeza su funcion o por qué esta capa es caracteristica en la epidermis
de las palmas de las manos y las plantas de los pies. Se sabe que las células de
este estrato carecen de nucleo y su citoplasma esta conformado de eleidina, que es
una sustancia gelatinosa, rica en lipoproteinas con funcion de impedir el paso o la

pérdida de agua.

Estrato granuloso: Consta de 3 a 5 capas de células aplanadas con granulaciones
de queratohialina, que es el precursor de la queratina. Al llegar los queratinocitos a
la Gltima capa de este estrato las células epidérmicas mueren por apoptosis y pasan

a la capa mas externa de la epidermis.

Estrato espinoso: Esta capa es la mas ancha de la epidermis, esta formada de 5
a 10 capas de queratinocitos organizadas en formas poligonales ligeramente
aplanados a medida que se alejan del estrato basal, estan unidas entre si por
puentes intercelulares 0 desmosomas, en esta capa se sintetiza nueva queratina
tipo 1y 10.

Estrato basal: Es la Ultima capa de la epidermis y la mas interna, esta constituida
por una Unica capa de células madre epiteliales que por division y diferenciaciéon
daran lugar a los queratinocitos de las capas superiores. El estrato basal también

alberga melanocitos, las células productoras de pigmento que dan color a la piel.

1.2 Dermis

La dermis da durabilidad, fuerza y flexibilidad a la piel, es una estructura de soporte,
nutricional y de intercambio de células inmunitarias, contiene fibras y células
dérmicas que estan incrustadas en una matriz de macromoléculas conocida como
matriz extracelular (MEC), que se compone de glicoproteinas y proteoglicanos
(Khavkin y Ellis, 2011; Guzman R., 2019). Esta situada entre la epidermis y la

hipodermis y es por lo menos 10 veces mas gruesa que la epidermis, a su vez la



dermis se divide en 2 regiones distintas que se diferencian por el grosor de las fibras
de colageno, la celularidad y la vasculatura. La dermis papilar se encuentra justo
debajo de la unién dermoepidérmica, se clasifica como tejido conjuntivo laxo
compuesto de delgadas fibras de colageno tipo |, fibras elasticas, fibrocitos,
pequefios vasos sanguineos y terminaciones nerviosas con una gran cantidad de
matriz intersticial constituida principalmente de acido hialurénico y proteoglicanos.
La dermis reticular se clasifica como tejido conjuntivo denso irregular que contiene
fibras de colageno tipo | y Ill compactas, mas gruesas, una gran cantidad de fibras
elasticas compuestas por elastina, parte de los apéndices epidérmicos (glandulas y
foliculos) asi como redes vasculares y nerviosas. Las fibras de colageno son
sintetizadas por fibroblastos proporcionando resistencia mecanica y elasticidad a la
piel (Khavkin y Ellis, 2011).

1.3 Hipodermis

La hipodermis o tejido celular subcutaneo estd compuesta en su mayoria por células
adiposas, es la capa mas interna de la piel, se localiza entre la dermis y el musculo
subyacente, su principal funcidon es la termorregulacion, proteccion de lesiones
mecanicas y reservorio de energia, el grosor que presenta esta capa puede variar
dependiendo de la region anatémica y entre individuos (Khavkin y Ellis, 2011;
Castell R. y Herrera E., 2017).

2. Importancia del tratamiento de las heridas de la piel

A nivel global se estima que aproximadamente 312.9 millones de personas sufren
anualmente heridas inducidas quirdrgicamente y 76 millones de personas sufren
heridas a consecuencia de ciertas enfermedades como la diabetes, la obesidad o
enfermedades cardiovasculares (Weiser et al., 2016). En México, las heridas son
un problema de salud prioritario, siendo las Ulceras de pie diabético la principal

lesion atendida en las unidades de atencibn médica, situacion que puede



relacionarse con enfermedades de mayor incidencia como la diabetes mellitus
donde la prevalencia en México ocupa el quinto lugar a nivel mundial, por otro lado,
las heridas ocasionadas por quemaduras ocupan el sexto lugar en demanda de
atencién por tipo de herida a nivel nacional (Vela et al., 2018). Las heridas agudas
y cronicas representan para el paciente problemas fisicos, emocionales y sociales
debido a la presencia de dolor constante, incomodidad, enojo, frustracion,
problemas en la movilidad, entre otros, afectando por completo su calidad de vida.
Por otro lado, las heridas sirven como entrada a microorganismos potenciando
dafios y complicaciones como infecciones que impactan de manera importante en
la economia de los pacientes y de las instituciones de salud, ya que implica la
prolongacion de la estancia hospitalaria, el consumo de antibiéticos adicionales y el

aumento de reingresos a unidades médicas.

2.1 ¢(Qué son las heridas?

Una herida est& definida como toda disrupcién, cambio o perdida de la continuidad
de estructuras anatomicas y funcionales normales (Jiménez, 2008; Yazarlu et al.,
2021). Puede ser desde una simple ruptura en la integridad de la piel o puede ser
mas profunda, extendiéndose a otras estructuras como tendones, musculos, vasos

sanguineos, nervios, 6rganos e incluso huesos (Velnar et al., 2009).

Cualquier alteracion de la piel, ya sea quimica o fisica tiende a provocar diferentes
tipos de heridas, por ejemplo, quemaduras, presiones, contusiones, Ulceras y cortes
(Figura 3), estas también pueden surgir de complicaciones secundarias de otras
enfermedades, como el cancer, la diabetes, la obesidad entre otras (Yazarlu et al.,
2021).



y 4 7
AMPUTACION { . AVULEION - LE S1ON POR
- o e APLASTAMIENTO

T A

PUNZANTE ( ABRASION { )y LACERACION

Fig. 3. Ejemplos de tipos de heridas a causa de diferentes factores. Imagen tomada de

https://www.clinicaunisabana.edu.co/index.php?id=4933

2.2 Tipos de heridas

Las heridas se clasifican con base en la fisiologia de la curacion, en agudas o
cronicas dependiendo de la gravedad de la lesion y las complicaciones que presente

en el proceso de cicatrizaciéon (Yazarlu et al., 2021).

Las heridas agudas cumplen con un proceso de cicatrizacibn de manera
ininterrumpida, secuencial y organizada, en un periodo de tiempo predecible segun
el tipo de herida, sin crecimiento o proliferacién de microrganismos en el area y el

proceso culmina con el cierre de la lesion sin ninguna complicacién.

Son heridas crénicas aquellas donde se interrumpe el proceso de cicatrizacion y
permanecen estancadas en alguna etapa excediendo los 21 dias. En este tipo de
heridas, los niveles de proteasa incrementan ya que hay una liberacion persistente
de células inflamatorias, lo que desencadena la destruccion de la MEC y prolonga
las fases inflamatoria y proliferativa (Velnar et al., 2009). En algunos casos, factores
especificos del paciente (diabetes, insuficiencia vascular, deficiencias nutricionales
y edad avanzada) combinados con factores tisulares (exceso de actividad de

proteasa, carga bacteriana y altos niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS))
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produce una inflamacién persistente que da lugar a la formacion de heridas cronicas
(Tottoli et al., 2020). En otras situaciones ocurre que las infecciones por
microorganismos o la deshidratacion de las heridas alteran el proceso de curacion
y deterioran el microambiente de estas, lo que resulta en una curacion retrasada o

incluso en no poder cicatrizar.

2.3 Etapas de cicatrizacion de heridas

La alteracion de la arquitectura de la piel, el sangrado y la formacion de un coagulo
sélido, rico en plaquetas, inician el proceso de cicatrizacion de heridas. Este es uno
de los procesos mas complejos del cuerpo humano, altamente coordinado y
regulado espaciotemporalmente, involucra interacciones coordinadas entre
diversos sistemas, asi como la aparicion de diferentes células, citoquinas y factores
de crecimiento durante distintas etapas. Este proceso transcurre en diferentes fases
(Figura 4): 1. hemostasia, 2. inflamacién, 3. proliferacion y 4. remodelacion,
estas se solapan e interconectan en el tiempo y no pueden ser disociadas unas de

otras (Guarin-Corredor et al., 2013).

2.3.1 Hemostasia

Esta fase ocurre inmediatamente después de cualquier lesién, se inicia con la
vasoconstriccion, seguida de la liberacion de granulos de trombocitos con la
posterior agregacion en un tapon de plaquetas que altera el flujo sanguineo
formando un coagulo, se sabe que este proceso dura entre 1 a 3 horas (Yazarlu et
al., 2021; Marques et al., 2023).

El coadgulo de sangre formado incorpora fibrina reticulada y proteinas de la MEC,
como fibronectina, vitronectina, colageno y trombospondina, que tienen la funcién
de activacion celular, asi como de mediacién y andamiaje para importar en la herida
a ceélulas como leucocitos, queratinocitos y fibroblastos para promover las fases

posteriores de la cicatrizacion (Lucena et al., 2007; Guarin-Corredor et al., 2013).



El objetivo de esta fase es proteger al organismo de una hemorragia y que la funcion
de los érganos vitales permanezca ilesa a pesar de la lesion, asi como formar una

matriz para que las células migren hacia la herida e influyan en las siguientes fases.

2.3.2 Inflamacién

Ya que se ha formado el tapon plaquetario y se ha detenido la hemorragia, el sitio
de la herida se pone de un color rojizo, y aumenta la temperatura en la zona
indicando que han llegado las células inflamatorias (neutréfilos, macréfagos vy
linfocitos) (Figura 4.A) atraidas al sitio de la herida por quimiocinas y citosinas
liberadas por las plaguetas de la fase anterior, esto puede durar de 24 a 48 horas o
incluso hasta una semana (Olczyk et al., 2014; Yazarlu et al., 2021).

Esta fase se enfoca en prevenir la proliferacion y el crecimiento de agentes
infecciosos, asi como eliminar células muertas, ya que al llegar los neutrofilos a la
herida se inicia el proceso de fagocitosis seguida de destruccion intracelular por la
liberacion de ROS. Estos fagocitos también secretan varios factores de crecimiento
y citocinas, incluidos factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de
crecimiento transformante B (TGF-B), factor de necrosis tumoral (TNF) e
interleucinas 1y 6 (IL 1 e IL6) (Kaltalioglu y Coskun, 2015).

La MEC produce rapidamente una red de colageno tipo Ill, que es la forma mas
débil de esta proteina. Tanto los fibroblastos como los queratinocitos producen TGF-
B que conduce a la formacién de tejido de granulacién y la diferenciacion de

miofibroblastos (Yazarlu et al., 2021).

A su vez, los macrofagos estimulan la angiogénesis, la fibroplasia y la produccion
de MEC, vinculando asi las fases inflamatoria y de proliferacion (Olczyk et al., 2014).
Sin embargo, cuando hay un exceso de células inflamatorias se retrasa el proceso
de cicatrizacion de heridas, ya que las citocinas proinflamatorias y los radicales
libres toxicos son dafiinos para los constituyentes de la piel, si esto sucede el

proceso tiende a estancarse en esta etapa.



2.3.3 Proliferacién celular

En esta fase inicia la formacién de una nueva capa de células que restaurara la
integridad del tejido dafiado (Figura 4.B) de 2 a 20 dias posteriores a la lesion, se
traslapa con la fase inflamatoria y se caracteriza por la activacion de la angiogénesis
y la migracion de fibroblastos, por los cuales se formard una MEC provisional y tejido
de granulacién involucrando numerosos componentes celulares y moleculares
(Greaves et al., 2013; Olczyk et al., 2014).

En esta fase los macréfagos producen una fuente continua de factores de
crecimiento PDGF y TGF-3 en el area de la herida, lo que esta relacionado con la
migracion y proliferacion de fibroblastos y células endoteliales, asi como de
queratinocitos (Olczyk et al., 2014). Se forma un tejido conjuntivo poco diferenciado
y muy vascularizado denominado tejido de granulacién (Figura 4.C), que consta de
componentes celulares vy fibrilares integrados en una matriz temporal que sirve
como andamiaje a células como fibroblastos, responsables de la sintesis del
componente fibrilar; miofibroblastos, implicados en el mecanismo de contraccion de
la herida y células endoteliales, responsables del proceso de angiogénesis (Tottoli
et al., 2020).

El tejido de granulaciébn va madurando y con ello el colageno tipo Ill, que es
prominente en la etapa proliferativa temprana de la cicatrizacién de heridas, se
degrada y se sustituye por el colageno tipo | (que es mas fuerte) durante las ultimas

etapas de la proliferacién (Velnar et al., 2009).

El propdsito de esta fase esta relacionado con la actividad de los fibroblastos que,
en presencia de vasos sanguineos recién formados, proliferan y sintetizan
componentes de la MEC, asi las células endoteliales también proliferan y migran

por encima del tejido de granulacion cerrando la superficie de la herida.

2.34 Remodelaciéon

Es la dltima fase del proceso de cicatrizacion (Figura 4.D) y puede durar de 21 dias
hasta mas de 1 afio después de la ruptura del tejido, la cual esta enfocada en el

desarrollo de un nuevo epitelio y la formacion final de un tejido cicatricial.
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Todos los procesos activados en fases anteriores se silencian y los macrofagos, las
células endoteliales aisladas y los miofibroblastos entran en apoptosis o se reubican
fuera de la herida, dejando una region rica en colageno maduro (tipo |) y otras
proteinas maduras de la MEC, esta area ya posee vasos sanguineos mucho mas
maduros, que le proporciona a la dermis mayor resistencia a esfuerzos mecénicos
(Martinez-Correa et al., 2020).

Dermis

Blood vessel Collagen

fibres

Lymphocytes /7
and Zi

macrophages
Erythrocytes

C

Epithelial cells, Contraction

bridge wound

Collagen (o ¢ Epithelial
bridge

Fibroblasts

Myofibroblasts

Granulation
tissue

Fig. 4. Fases en la cicatrizaciéon de heridas y células involucradas. A) Inflamacion, B) y C)
Proliferacion celular, D) Remodelacion. Imagen tomada de Johnstone et al. (2005).
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2.4 Apdsitos para favorecer el proceso de cicatrizaciéon

La cicatrizacion de heridas es un proceso natural del organismo inducido por dafios
a los tejidos con la finalidad de restaurar o regenerar la estructura y funcién de estos;
asi, la curacion se puede definir como el conjunto de técnicas que favorecen el
proceso de cicatrizacion en una herida hasta lograr su cierre (Jiménez, 2008).
Existen materiales capaces de mejorar el proceso de curacién manteniendo un
ambiente ideal para la cicatrizacion, a estos materiales se les llama apésitos y se
definen como cualquier material empleado para cubrir, proteger y curar heridas de
un tejido dafiado (Valencia-Gomez et al., 2016). El apdésito ideal debe poseer
diferentes propiedades algunas de ellas son: preservar un alto nivel de humedad en
la herida, permitir el intercambio gaseoso, ser una barrera aislante y protectora ante
agentes externos, proporcionar aislamiento térmico, remover secreciones y ser
capaz de absorberlas, ser adaptable, flexible y de facil manipulacién, no ser téxico
0 contaminante, ser biocompatible con los tejidos, promover la regeneracién y el
crecimiento del tejido nuevo y ser eliminado facilmente del organismo sin dejar algin
residuo y sin afectar la herida (Andrades et al., 2004; Valencia-Gomez et al., 2016).
A su vez, estos apésitos seran factibles cuando se logre una curacion rapida a un

costo razonable con las minimas molestias para el paciente (Boateng et al., 2008).

Existen diferentes tipos de apdésitos clasificados segun su localizacién y modo de
accion. Segun la localizacion se clasifican en primarios o secundarios. Los primarios
son aguellos que estan en contacto directo con la herida y los secundarios protegen
al apésito primario o tienen funciones de absorcion (Jiménez, 2008). Segun su modo
de accion se clasifican en pasivos y activos. Los apésitos pasivos son materiales
que utilizamos frecuentemente, estos no interactian con la herida, tienen alta
capacidad de desecacion, poca absorcion y tienden a favorecer la infeccion, el
ejemplo mas usado es la gasa tejida o prensada (Andrades et al., 2004; Jiménez,
2008). Los apésitos activos son aquellos que interactian con la herida, estos son
utilizados en la curacion avanzada y favorecen la cicatrizacién (Jiménez, 2008). Las
caracteristicas esenciales de estos apoésitos es crear y retener un ambiente himedo

alrededor de la herida facilitando el proceso de cicatrizacién, generalmente se
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presentan en forma de geles, peliculas delgadas o laminas de espuma y la mayoria
son elaborados a base de polimeros sintéticos (Boateng et al., 2008), algunos de

los ejemplos mas utilizados los podemos observar en la Figura 5:

REDUCCION DE ADHERENCIAS Y | DESBRIDAMIENTO AUTOLITICO Y

LESIONES MUY EXUDATIVAS CICATRIZACION
EVITAR LA RESECACION LA CICATRIZACION EN
AMBIENTE HOMEDO

Mallas. Algunas favorecen la | Apositos hidrocoloides. TR P B s nlati X
vpil('liygl(‘&l‘(m o tienen Pueden usarse también para "\lgl'f“‘,‘f"' "llui"'"f‘.‘.’fi‘» plata Aposito matricial
scclon antimicrobiana. prevencion de lesiones (-)fj? atas no adhe ;".‘4““ con lipido-coloide
como medio de proteccion. | ¢/¢cto antimicrobiano.
DESBRIDAMIENTO ABSORCION EXUDADO Y PREVENCION Y TRATAMIENTO DE LAS LESIONES Y PARA EL

DESBRIDAMIENTO AUTOLITICO MANEJO DE EXUDADO

Apositos hidrotersivos de
fibras de poliacrilato
(UrgoClean®), cadexémero
10do e hidrogel.

- y : Apositos de espuma de poliuretano y espumas
Fibras o cintas de hidrofibra anatomicas. Estos apositos podran llevar
hidrocoloide y plata.

Fig. 5. Ejemplos de apositos activos en la curacion avanzada. Imagen tomada de

https://coemel.es/formacion/valoracion-de-una-upp-y-tipos-de-apositos-mas-frecuentes/

Hidrocoloides: Geles a base de carboximetilcelulosa (CMC) y pectina. Se utilizan
para tratar Ulceras por presion, quemaduras menores y lesiones traumaticas. Son
impermeables al agua y se encuentran en forma de pastas, polvos o laminas
adhesivas, que producen un cambio fisico (formacién de gel) al entrar en contacto

con la herida (Boateng et al., 2008).

Alginatos y Espumas: Se producen a partir de las sales de calcio y sodio, asi como
de polisacaridos de acido alginico, se presentan en forma de laminas porosas
liofilizadas (espumas) o como fibras flexibles, poseen una gran absorcion (Andrades
et al., 2004; Valencia-Gomez et al., 2016).

13



Hidrogeles: Son materiales hidrofilicos insolubles e hinchables hechos de
polimeros sintéticos como polimetacrilatos (PMMA) y polivinilpirrolidona (PVP),
estos son utilizados para heridas infectadas y para favorecer la epitelizacion, sin
embargo, contienen cantidades significativas de agua (70-90%), en consecuencia,
no pueden absorber mucho exudado, por lo que se utilizan para heridas con

exudado de leve a moderado (Martinez-Correa et al., 2020).

Hidropolimeros: Son polimeros con gran capacidad de absorcion, compuestos de
moléculas de poliuretano que se expanden al atrapar el exudado y una cubierta
impermeable de polivinilo, asi se genera una barrera protectora y son ideales para

el manejo de heridas grandes y muy exudativas (Jiménez, 2008).

2.4.1 Apdsitos a base de polimeros biodegradables

Estan fabricados de una combinacion de biomateriales que desempefian un papel
activo en el proceso de cicatrizacién, incluyen productos de ingenieria tisular
derivados de tejidos naturales como colageno, &cido hialurénico, quitosano,
elastina, entre otros. La ventaja de este tipo de apdsitos es que forman parte de la
matriz tisular natural, son biodegradables y algunos juegan un papel activo en la
cicatrizacion normal de heridas y formacion de tejido nuevo, y en algunos casos se
pueden incorporar con compuestos activos como antimicrobianos, farmacos o
factores de crecimiento para administrarlos en el sitio de la herida (Boateng et al.,
2008). Los apositos se han desarrollado a lo largo de los afios a partir de
aplicaciones crudas de hierbas, grasas animales y diferentes materiales de origen

natural hasta andamios de ingenieria de tejidos.
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3. Nanofibras

La fabricacibn de membranas como apositos a base de nanofibras en la ingenieria
de tejidos es novedosa y con diferentes ventajas comparada con otros apositos
avanzados ya que el nivel nanométrico mimetiza ciertas estructuras celulares

propias de los organismos.

Las nanofibras son fibras de materiales poliméricos naturales o sintéticos con
diametros que van desde los nanémetros hasta varios micrémetros (Figura 6), son
utilizadas principalmente en la ingenieria de tejidos con aplicaciones biomédicas
como andamios porosos que proporcionan un soporte adecuado para que las
células se adhieran, proliferen y mantengan sus funciones especificas debido a la
similitud con la MEC (Dong et al., 2020). Como apoésitos en la curacion de heridas,
el tamafio pequefio de los poros y la alta porosidad de las nanofibras depositadas
al azar aseguran el libre intercambio gaseoso y moléculas liquidas, asi como ayudan
a proteger la herida de alguna infeccion (Liu et al., 2021). Existen diferentes técnicas
para la fabricacion de nanofibras como estiramiento, separacion de fases,

autoensamblaje y el mas comun, el electrohilado.

Fig. 6. Representacion del tamafio y arreglo aleatorio de las nanofibras. Imagen tomada de
Dong et al., (2020).
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3.1 Electrohilado

La técnica de electrohilado combina la biologia y la nanotecnologia para la creacion
de apositos que proporcionen un soporte semejante a la MEC. El electrohilado es
una de las técnicas mas utilizadas para obtener nanofibras, lo cual resulta ventajoso
ya que se obtienen diametros de fibras y &reas de poros favorables que pueden
imitar la estructura de la MEC y ser biocompatibles para promover el proceso de
cicatrizacion de heridas (Lee et al., 2022). Al mismo tiempo la membrana fabricada
con técnica de electrohilado posee una alta permeabilidad y capacidad de mantener
un entorno de curacion humedo absorbiendo el exudado, asi como una gran
superficie que beneficia la union, carga y transporte de ingredientes bioactivos,

como farmacos y factores de crecimiento (Liu et al., 2021).

La fabricacion de nanofibras con esta técnica resulta ser facil y econdmica, se
compone principalmente de tres partes: 1. un generador de alto voltaje, 2. un
conductor de fluido (aguja metalica) y 3. un dispositivo de recoleccion, como se

puede observar en la Figura 7.
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Fig. 7. Técnica de electrohilado para la fabricacion de nanofibras. Imagen tomada Molfino
et al., (2020).
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La técnica consiste en un generador de alto voltaje que posee dos electrodos los
cuales son conectados a la salida de la aguja metalica y otro directo al plato de
recoleccion, asi se genera un campo electrostatico entre dos polos opuestos; la
aguja metalica en un extremo y la placa metalica colectora por el otro extremo donde
se depositaran las nanofibras en forma de membrana. El contenido (polimero) se
agrega en un tubo o jeringa conectado a la aguja metélica, para expulsar el
contenido hacia la placa colectora utilizando una bomba de infusion. De esta forma
se genera una presion en el embolo expulsando el polimero, formando un gota que
al romper la tension superficial dispara el polimero formando el cono de Taylor.
Cuando el polimero se extiende sobre una cierta distancia, entra en la etapa de
flexion y latigazo estirandose a micrémetros o incluso decenas de nandémetros,
formando las delgadas nanofibras, finalmente se solidifica y se deposita en la placa

colectora como se puede observar en la Figura 7.

Este proceso se puede ajustar mediante los parametros del sistema dandole
caracteristicas especificas a las membranas (tipo de polimero, peso molecular,
viscosidad, conductividad de la solucion, tensién superficial), parametros del
proceso (voltaje, distancia de recepcidon) y parametros ambientales (humedad,
temperatura) cambiando la morfologia y el tamafio de las nanofibras (Liu et al.,
2021).

3.2 Polivinilpirrolidona (PVP)

Uno de los polimeros sintéticos de interés en la ingenieria de tejidos y con los que
se han desarrollado nanofibras a partir de la técnica de electrohilado es la
polivinilpirrolidona (PVP). Esta es una poliamida que se obtiene de la
polimerizacion del monomero N-vinilpirrolidona, el cual es hidrofilico, biocompatible
y transparente, normalmente se mezcla o enlaza con otros polimeros ya que la
estructura que posee puede ser manipulada para unirse con otras moléculas

bioactivas (Martinez-Correa et al., 2020).
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Los polimeros naturales electrohilados brindan propiedades similares a las
funciones bioloégicas como la sefalizacion celular, sin embargo, hay mayor
variabilidad en caracteristicas estructurales, como el diametro de la fibra. Por otro
lado, los polimeros sintéticos permiten un mayor control en la estructura, pero la

capacidad de sefializacion disminuye (Molfino et al., 2020).

3.3 Antecedentes del electrohilado en la cicatrizacién de heridas cutaneas

La mezcla de polimeros naturales y sintéticos combina caracteristicas favorables
como la resistencia y durabilidad del polimero sintético y la afinidad celular
especifica de un polimero natural, dando en conjunto propiedades fisicas como la
funcionalidad biol6gica de las fibras (Molfino et al., 2020).

Las fibras electrohiladas tienen una buena permeabilidad a los gases y pueden
proporcionar un entorno biomimético para la regeneracion de las células de la piel
durante la cicatrizacién de heridas (Sun et al., 2019). Se ha reportado la técnica de
electrohilado en la fabricacion de apdsitos para la regeneracion y reparacion de
tejidos. En un estudio se utiliz6 la combinacion de técnicas, electrohilado y
deposicién capa por capa, formando un apésito multicapa de poli e-caprolactona
(PLC) recubiertos de quitosano y acido hialurénico probado en cultivos celulares.
Los resultados demostraron, que al dia 7, la monocapa de quitosano favorecio la
proliferacion de queratinocitos y aumenté las uniones celulares en comparacion con
las demas fibras, por lo que se propuso su aplicacion para la cicatrizaciéon de heridas
in vivo (Croisier et al., 2014). Otro estudio hecho por Mahmoudi y colaboradores,
muestra la efectividad de esta técnica electrohilando quitosano y PVP altamente
concentrados que contenian nanolaminas de 6xido de grafeno (GO) formando un
tipo de injerto de piel temporal. Como resultado de los estudios in vivo en piel de
rata se demostro un efecto de curacion acelerado, es decir, una herida abierta de
aproximadamente 1.5 x 1.5 cm se regener6 por completo después de 14 dias de la
intervencién e incluso se pudo observar formacion de dermis gruesa y epitelizacion

completa (Mahmoudi et al., 2017). En otro estudio se elabor6 una membrana de
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nanofibras con electrohilado en capas que contenian Aloina/PVP-Aloina/PVP/&cido
polilactico (PLA)-PLA respectivamente con la finalidad de lograr una liberacion de
farmacos bifasico que se regulaba en el tiempo, esto fue probado en heridas de 1
cm de ratones macho, resultando para el dia 15 un cierre del 96.67% y demostrando
una excelente actividad antibacteriana, crecimiento de tejido de granulacion,
deposicion de coldgeno y una buena remodelacién de tejido epitelial (Li et al., 2022).
En otro trabajo se fabricO una membrana nanofibrosa tricapa de quitosano-PVA
(alcohol polivinilico) con nanobiovidrio (nBG-TFM) mediante electrohilado
secuencial, esta membrana proporcion6 el ambiente adecuado para la curacién de
heridas en ratas y en heridas cronicas en ratones diabéticos, resultando una
membrana tricapa con excelente biocompatibilidad, actividad antibacteriana y
mayor efecto en la tasa de regeneracién, logrando una curacién significativamente
acelerada y mejorada en términos de reepitelizacion completa, alineacion mejorada

de colageno y formacién de apéndices cutaneos (Chen et al., 2019).

Cabe destacar que apdésitos fabricados a partir de electrohilado que han combinado
polimeros sintéticos con diferentes materiales de origen natural dan mejores
resultados y potencian su eficacia debido a las propiedades que poseen este tipo
de materiales, ejemplo de esta combinacion se puede observar en un trabajo
reciente donde se usé esta técnica para fabricar un apdsito de PVA y miel a
diferentes concentraciones. La miel se ha utilizado desde la antigiedad en la
curacién de heridas, ofreciendo propiedades antibacterianas, antiinflamatorias y
antioxidantes. La membrana nanofibrosa electrohilada fue probada in vitro con
células epiteliales dando como resultado una importante adhesion y proliferacion
entre los dias 1 y 5, ademas, exhibié propiedades antibacterianas que fueron
mayores en los andamios con 1% de miel asi como los andamios que contenian
0.5% de miel que también exhibieron mayores propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias, por lo cual demostraron propiedades fundamentales en el

microambiente de curacion de una herida (Sarkar et al., 2018).

De la misma forma, en el trabajo de Min y colaboradores se fabricaron nanofibras

por electrohilado con fibroina de seda (SF) por sus propiedades que incluyen buena

19



biocompatibilidad, buena permeabilidad al oxigeno y al vapor de agua,
biodegradabilidad y reaccién inflamatoria minima, estas membranas se probaron en
cultivos celulares de queratinocitos y fibroblastos humanos dando como resultado
principal la presencia de colageno tipo I, uno de los ligandos de integrina que es
funcionalmente activo en términos de adhesion celular a las nanofibras de SF
electrohiladas, proponiendo este aposito como un candidato ideal para la curacion
de heridas in vivo (Min et al., 2004).

Los aceites esenciales se han usado de igual manera para la elaboracion de este
tipo de apositos, Liakos y colaboradores elaboraron fibras compuestas a base de
celulosa electrohiladas que encapsulan de manera efectiva a tres tipos diferentes
de aceites esenciales; canela, limoncillo y menta a diferentes concentraciones,
estas se probaron in vitro (con fibroblastos y queratinocitos humanos), demostrando
gue este tipo de apdsito tiene funcién biocompatible, antibacteriana y antifangica
probandose contra Escherichia coli y Candida albicans resultando una inhibicién
completa de su crecimiento, por lo que este apoésito resulta funcional como

dispositivo biomédico para el cuidado de heridas in vivo (Liakos et al., 2015)

Sin embargo, poco se ha documentado el electrohilado con la incorporacion de
extractos vegetales para fabricar apositos avanzados capaces de promover la
reparacion eficiente de heridas, dando una importancia significativa a este campo
de estudio ya que las plantas poseen multiples propiedades farmacolédgicas que
pueden mejorar la accion de los apositos. Por ejemplo, el Aloe vera electrohilado
con gelatina (Gel) y PCL (Policaprolactona) demostré ser un buen candidato como
aposito, ya que in vitro demostré aumentar la proliferacién celular, sin toxicidad para
las células, ademéas de conducir a una adecuada biodegradacion, también se
observd que tiene actividad antibacteriana contra bacterias Gram (positivas y
negativas) (>99% y 85.63% respectivamente) (Baghersad et al., 2018). Otro ejemplo
de extractos de plantas usadas en esta técnica como antimicrobiano es Tecomella
undulata, una planta del desierto de Thar, electrohilada con PCL y PVP, las cuales
se evaluaron frente a tres microorganismos modelo, Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus y E. coli que estan comunmente implicadas en infecciones
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de heridas, resultando ser apésitos con actividad fuertemente antimicrobiana
(Suganya et al., 2011). En otro estudio se han producido nanofibras de gelatina
cargadas con Centella asiatica, una hierba medicinal de Asia usada en la
cicatrizacion de heridas, dando como resultado un apdésito que aplicado a una herida
in vivo se recuperé en un 83% en siete dias y se caracteriz6 por una mayor
formacion de capilares sanguineos, demostrando que tiene un efecto positivo en la
aceleracion de la cicatrizacidon al actuar sobre las fases inflamatoria y proliferativa,
asi como proteger el sitio lesionado contra la colonizacion bacteriana (Zhang et al.,
2017).

En otro estudio se empleé el extracto de Chamaemelum nobile, comunmente
llamada manzanilla, esta planta es usada en la medicina tradicional mexicana para
el alivio de diferentes malestares de los cuales destacan dolores estomacales e
inflamatorios; Motealleh y colaboradores obtuvieron nanofibras por electrohilado de
PCL, poliestireno (PS) y manzanilla, exhibiendo un efecto antimicrobiano contra
bacterias y hongos, ademas de demostrar que estas membranas pudieron curar
heridas en un 99% para el dia 14 después de aplicar el tratamiento en un modelo
animal, conduciendo a la proliferacion de fibroblastos, una mayor formacion de tejido
de granulacién y por consecuencia una mayor eficiencia en la reparacion del tejido
(Motealleh et al., 2014).

En un trabajo reciente Cruz-San Juan fabric6 membranas de PVP dopadas con
extractos de Hamelia patens, una planta utilizada en la medicina tradicional de la
Republica Mexicana por sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas y
antiinflamatorias, aplicando estos apésitos a modelos animales con heridas
inducidas, se concluyé que el tratamiento ayuda a acelerar la cicatrizacion y a
recuperar la estructura de las 3 capas de la piel y la diferenciacion de estructuras
como foliculos pilosos, la cual se observo por completo a partir del dia 14 (Cruz-San
Juan, 2021).
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4. Dysphania ambrosioides

Dysphania ambrosioides L. (Mosyakin y Clemants, 2002) (Tabla 1) (Figura 8)
anteriormente conocida como Chenopodium ambrosioides L., es una hierba
cosmopolita conocida popularmente en México como Epazote, que proviene del
n&huatl epatl, que significa hierba fétida y tzotl que es dulce, lo cual se refiere al olor
fuerte que tiene esta planta (Gomez-Castellanos, 2008), otros nhombres que recibe
son: Paico, Té de los jesuitas, Maztruz, Santa Maria y en inglés son conocidas como

Mexican tea 0 Wormseed (Budeguer, 2012).

Tabla 1. Clasificacién taxondmica de la planta
aromatica D. ambrosioides.

Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Caryophyllales
Familia Amaranthaceae
Subfamilia Chenopodioideae
Género Dysphania
Especie Dysphania
ambrosioides (L)
Mosyakin & Clemants

Es una planta aromética, con un olor fuerte, perenne, a veces lefiosa en la base,
con el tallo usualmente erecto, de aproximadamente 40 cm a 1 metro de altura, con
multiples ramificaciones acanaladas y un crecimiento robusto. Las hojas como se
puede observar en la Figura 8 son ovales de hasta 4 cm de largo y 1 cm de ancho,
dentadas, alternas y de peciolo corto. Las flores son pequefas y verdes, el caliz

esta formado por cinco sépalos glabros con pétalos ausentes, con cinco estambres
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y ovario esférico, comprimido, con estilo pequefio. Las semillas son muy pequefias
de 0.6 a 0.8 mm de longitud aproximadamente, verdes cuando estan frescas y
negras cuando estan secas (Kasali et al., 2021).

Fig. 8. Fotografia de la morfologia de la planta aromatica Dysphania ambrosioides.
[Fotografia original].

Su centro de origen es México y las zonas templadas del continente americano,
aungue ha sido naturalizada en otras regiones del mundo (Budeguer, 2012), es una
planta que crece en casi todos los tipos de suelo, preferentemente en suelos
hamedos, por ello, se le puede encontrar a lo largo de la Republica Mexicana, en

terrenos cultivados, jardines, parques o en los patios de los hogares mexicanos.
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4.1Usos de D. ambrosioides en la medicina tradicional

En varias partes del mundo se utilizan plantas como remedio a varias enfermedades
y/lo malestares, por su eficiencia, bajo costo y facil adquisicion. En algunas
ocasiones se aprovecha la planta completa, pero segun la afeccion lo mas comun
es usar las hojas y las flores, ya sea en infusiones, aceites, pomadas, etc. El uso de
plantas medicinales se ha utilizado de forma empirica de generacion en generacion
a través de la medicina tradicional, en la actualidad las plantas medicinales son una
fuente importante de farmacos que utilizamos cotidianamente. Alrededor del 25%
de los farmacos prescritos a nivel mundial provienen de plantas (Alonso-Castro et
al., 2012).

D. ambrosioides se usa de forma tradicional como remedio a un gran namero de
enfermedades y malestares, asi como ingrediente culinario. Se utiliza a partir de
infusiones o decocciones de las hojas e inflorescencias, al igual que su aceite
esencial. Se ha reportado el uso de aceite esencial de epazote durante principios
del siglo XX, el cual era uno de los antihelminticos de mayor distribucion para

humanos, perros, gatos, caballos y cerdos (Gomez-Castellanos, 2008).

Tradicionalmente las infusiones o tés de epazote se preparan a partir de las hojas
secas en agua hirviendo, resultando un preparado de color amarillo, con un sabor
mas o menos fuerte dependiendo de la concentracién de epazote y si estd 0 no
combinado con otras plantas, esta infusion es preparada y se toma si hay presencia
de dolor estomacal, usualmente las personas asocian esta dolencia a la presencia
de parasitos intestinales. La infusion es conveniente para el aprovechamiento de las
partes blandas de las plantas, especialmente aquellas que contienen compuestos
volatiles, para que el solvente (agua) pueda entrar rapidamente en los tejidos en un

corto tiempo de preparaciéon (Kasali et al., 2021).

Se ha demostrado que la hoja de D. ambrosiodes posee excelentes propiedades
antiparasitarias, siendo una de las principales propiedades por la que es conocida,
sin embargo, esta planta posee un gran niumero de acciones beneficiosas para el

ser humano de las cuales destacan sus propiedades antimaléarica, analgésica,
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antiinflamatoria, antimicrobiana, antifingica y antioxidante (Budeguer, 2012; Kasali
et al., 2021).

Las infusiones de Epazote también son utilizadas cominmente en la curacion de
heridas, por disminuir el dolor en la zona afectada, asi como desinflamar y acelerar
el proceso de cicatrizacion. Se ha reportado evidencia sobre la curacion de heridas
utilizando D. ambrosioides, por ejemplo, en un estudio realizado por Trivellato-
Grassi y colaboradores, la planta se utilizé en un tratamiento topico hecho de
extractos de hojas y tallos mejorando la cicatrizacion de heridas cutaneas causadas
experimentalmente en ratones. Los resultados generales de este trabajo reportaron
gue los extractos de D. ambrosioides repararon el tejido y disminuyeron el tamafio
de la lesién especificamente en los dias 7, 14 y 19 después de la induccién de la
lesion, también se pudo observar inhibicion del proceso inflamatorio e infeccioso
(Trivellato-Grassi et al., 2013).

Los compuestos bioactivos propios de cada planta son los responsables de actuar
contra diferentes malestares o0 enfermedades, proporcionando importantes
beneficios a la salud. Principalmente se ha investigado la actividad de los
metabolitos secundarios presentes en las plantas en diferentes areas de
investigacion por sus propiedades y efectos farmacoldgicos. Los estudios
fitoquimicos en D. ambrosioides han revelado que la planta presenta en su mayoria
polifenoles como flavonoides, seguido de taninos, terpenoides, terpenos y
alcaloides (Pinheiro-Neto et al., 2017; Tchani et al., 2021).

5. ¢Qué son los fenoles?

Los compuestos fendlicos se originan en las plantas como parte de sus metabolitos
secundarios, estos se forman como producto de sus funciones defensivas para el
fortalecimiento y reparacion de la pared celular, actividades antimicrobianas y
antifangicas (Zarate-Martinez et al., 2021). Por ejemplo, las fitoalexinas son un tipo
de flavonoides que se presentan en respuesta a ataques fungicos o bacterianos,

haciendo que estos compuestos se acumulen alrededor de una lesion en respuesta
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al crecimiento de patégenos en la planta (Figueroa-Merma, et al., 2021). Ademas,
se ha reportado que los flavonoides representan mas de la mitad de los ocho mil

compuestos fenolicos naturales que contienen las plantas.

En nuestra dieta diaria podemos encontrar alimentos ricos en compuestos fendlicos
como la cebolla, el té, el vino tinto, el cacao, el aceite de oliva virgen y muchos otros
alimentos de origen vegetal. Estas sustancias influyen en la calidad, aceptabilidad
y estabilidad de los alimentos, ya que actian como colorantes, antioxidantes y
proporcionan sabor. Se ha estudiado de manera significativa que los fenoles
desemperfian un papel en la prevencion de varias enfermedades, por ejemplo, se ha
encontrado que alimentos con un alto contenido de compuestos fendlicos tienen
propiedades antioxidantes ayudando a reducir la incidencia de ciertas
enfermedades crénicas, como diabetes y enfermedades cardiovasculares, a través

del manejo del estrés oxidativo (Abbas et al., 2016).

5.1 Efecto de los fenoles en el proceso de cicatrizacion

En la cicatrizacién de heridas se presentan ROS que, si bien son funcionales para
la sefalizacibn de la curacién, en exceso podrian estancar el proceso de
cicatrizacion induciendo fiebre e inflamacion prolongada. Se sabe que los
compuestos fendlicos o polifenoles poseen actividad antioxidante especificamente
los flavonoides, los cuales contienen propiedades quelantes de hierro,
secuestradoras de ROS, inhibicidén de oxidasas y estimulacion de otras enzimas con
reconocidas propiedades antioxidantes, como la catalasa y la superoxido dismutasa
(Diaz-Solares et al., 2017). Los flavonoides intervienen en la cicatrizacion porque
evitan la liberacion de prostaglandinas e histaminas, y la migracion de neutrofilos.
Ademas, estabilizan la membrana celular porque captan las ROS presentes y evitan
el dafio celular para la regeneraciéon Optima del tejido. Por otro lado, esta
demostrado que los acidos fendlicos, un grupo especifico de fenoles vegetales

simples, pueden controlar los procesos de sefializacion celular durante la

26



inflamacion y se ha informado que suprimen la sobreproducciéon de mediadores

inflamatorios que conducen a diferentes tipos de dafio celular (Al Jitan et al., 2018).

En un estudio realizado por Diaz-Solares y colaboradores se demostré el uso
potencial antioxidante y cicatrizante de los extractos frescos de hojay raiz de Morus
alba comunmente llamada morera. Esta es una planta conocida por sus
propiedades antioxidantes, lo cual sugiere estar relacionado fundamentalmente por
su contenido de flavonoides. Los extractos de hojas contenian una mayor
concentracion de flavonoides y se probaron en heridas in vivo resultando ser
beneficiosos en la cicatrizacion ya que transcurrido el dia 18 después de la lesidon
se mostro una disminucién del diametro del 99.9% siendo este el mejor tratamiento
en el estudio, proponiendo a los flavonoides como principales compuestos que
influyen en el proceso de cicatrizacion (Diaz-Solares et al., 2017).

Rhizophora mangle (L.) llamado comdnmente manglar rojo, también es conocido
por su importancia en la etnofarmacologia ya que se ha demostrado su eficacia en
diferentes padecimientos incluyendo la curacion de las heridas, posee propiedades
antimicrobianas, antiinflamatorias y antioxidantes; Sanchez y colaboradores
probaron la accion de las fracciones polifendlicas de esta planta en un modelo de
curacion de heridas inducidas en ratas para determinar sus propiedades
antioxidantes y su efecto sobre el balance redox durante el proceso de reparacion
de heridas dando como resultado que su fraccién polifendlica es el principal
responsable del incremento de las enzimas antioxidantes y de la inhibicion de
peroxidacién lipidica en el tejido cicatricial, explicando el efecto acelerador de la
curacién de heridas mostrado en este trabajo (Sanchez et al., 2009).

Aun se sigue indagando sobre el potencial de los extractos y los grupos funcionales
propios de las plantas usados para el beneficio de la salud, el caso de D.
ambrosioides no es la excepcién. Este trabajo pretende hacer uso de un apdsito
funcionalizado con extractos de la planta D. ambrosioides analizando su efecto

cicatrizante en heridas cutaneas.
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ll. JUSTIFICACION

A nivel global, las heridas representan un gran problema de salud publica, en México
las Ulceras de pie diabético son la principal lesién atendida en las unidades médicas,
situacion que puede relacionarse con la elevada prevalencia de diabetes mellitus en
nuestro pais. Las heridas representan para el paciente problemas fisicos,
emocionales y sociales debido a la presencia de dolor constante, incomodidad,
enojo, frustracion, problemas en la movilidad, entre otros, afectando su calidad de
vida. EconGmicamente, impactan tanto al paciente como a las instituciones de salud
si se presentan infecciones o dehiscencias quirargicas, ya que implica la
prolongacion de estancias hospitalarias, el consumo de antibiéticos y analgésicos

adicionales.

La cicatrizacion de heridas cutaneas ya sean agudas o crénicas, representa
diversos desafios en cuidados y tratamientos adecuados que favorezcan
especialmente la reparacion tisular. En México, se han utilizado de manera empirica
y de generacion en generacion diversas especies de plantas para el alivio de ciertos
malestares comunes. Dysphania ambrosioides, conocida en México como Epazote,
es utilizada en la medicina tradicional por sus virtudes curativas en diversos

padecimientos incluida la cicatrizacion de heridas.

Los avances biotecnoldgicos aplicados a las ciencias de la salud enfocados en la
basqueda de un apdsito eficaz ha mostrado grandes avances, en particular, la
nanotecnologia que ha dado excelentes resultados en la reparacion de tejidos, estos
apositos ademas de ser novedosos, de facil fabricacién y de bajo costo, pueden ser
combinados con materiales de origen natural potenciando su efectividad, por ello en
este trabajo se evalu6 el efecto cicatrizante de membranas poliméricas
nanoestructuradas de polivinilpirrolidona dopadas con extractos de Dysphania
ambrosioides como un apasito en la curacion de heridas de un modelo murino semi

alopécico.
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. HIPOTESIS

Las membranas nanoestructuradas a base de Polivinilpirrolidona (PVP)
electrohiladas con extracto completo de Dysphania ambrosioides usadas como
apositos de curacién avanzaday aplicadas a heridas cutdneas actuaran mejorando
y acelerando el proceso de cicatrizacion, proporcionando un soporte adecuado para
que las células se adhieran, proliferen y diferencien, desarrollando una mejor
estructura del tejido cicatricial, a su vez evitando infecciones por patégenos debido

a los compuestos presentes en el extracto.
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IV. OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar el efecto cicatrizante de membranas poliméricas nanoestructuradas
dopadas con extractos de Dysphania ambrosioides, en heridas cutaneas de un

modelo animal semi alopécico (Rattus norvegicus).

Objetivos particulares

1. Caracterizar la morfologia de las membranas poliméricas nanoestructuradas
con extractos de Dysphania ambrosioides y sin extracto, usando microscopio

electrénico de barrido (SEM).

2. Cuantificar el cierre de las heridas con y sin tratamientos mediante la toma
de fotografias convencionales en dias clave (3, 7, 14 y 21) del proceso de

cicatrizacion.

3. Observar la eficacia del tratamiento a base de membranas poliméricas
nanoestructuradas de PVP combinadas con extractos Dysphania

ambrosioides mediante analisis histoldgico del tejido cicatricial.

4. Comparar la eficacia en el proceso de cicatrizacion de las membranas
nanoestructuradas dopadas con compuestos fendlicos de Dysphania
ambrosioides en comparacion con las membranas dopadas con extractos

completos.
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V. METODOLOGIA

Disefio experimental

Consistio en un modelo factorial anidado, en el cual se manejaron 12 ratas macho
(n=12) semi alopécicas (Rattus norvegicus) cepa Nude con un peso entre 200 a 250
gr, a las cuales se les indujo 3 heridas circulares de aprox. 1 cm?, de espesor
completo (quitando epidermis, dermis e hipodermis) y en arreglo triangular sobre la
region dorsal de cada organismo. Se dividieron a los organismos en 2 grupos; de 1-

6y 7-12 y se aplicaron diferentes tratamientos como se muestra en la Tabla 2:

Tabla 2. Aplicacién de diferentes tratamientos de acuerdo con el bloque y la

localizacion de las heridas.

Grupos Localizacion Tratamiento Grupo de
de la herida administrado heridas
Superior Membranas de PVP (7%) MP
izquierda
I Membranas de PVP (5%) MPEC
Superior dopadas con extracto
(Ratas 1-6)
derecha completo de D.
ambrosioides (5%)
Inferior Ninguno (Control) C
. Extracto completo de D. EC
Superior o .
o ambrosioides disuelto en
izquierda _
H20 destilada
Il Membranas de PVP (5%) MPF
(Ratas 7-12) Superior dopadas con extractos
derecha fendlicos de D.
ambrosioides (5%)
Inferior Ninguno (Control) C
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Obtencion de apositos

Los extractos completos de Dysphania ambrosioides y las membranas de PVP
dopadas con extractos de D. ambrosioides fueron proporcionados por el Centro de
Investigacion en Biotecnologia Aplicada (CIBA) del Instituto Politécnico Nacional,

campus Tlaxcala, elaborados por el maestro Jonathan Hillel Cruz San Juan.

El extracto completo de D. ambrosioides se obtuvo a partir de una maceracion
hidroalcohdlica del material vegetal seco en metanol y agua destilada con relacion
1:1, posteriormente se pasé por un proceso de liofilizacién. Las membranas
fabricadas con nanofibras electrohiladas se elaboraron con el polimero PVP al 7%
(Figura 9), las membranas con extracto completo de D. ambrosioides se elaboraron
con 5% de PVP y 5% de extracto completo. Por ultimo, las membranas fabricadas
con compuestos fendlicos se elaboraron con 5% de PVP y 5% de la fraccion fendlica
la cual se obtuvo mediante la disolucién del extracto completo liofilizado en una
primera disolucién de agua destilada y metanol 1:1 y una segunda disolucion de

acetona y metanol 1:1.

Fig. 9. Membrana polimérica nanoestructurada de Polivinilpirrolidona (PVP) al 7%

fabricada por técnica de electrohilado sobre papel aluminio.
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La morfologia de las membranas fabricadas con PVP (Figura 9) y dopadas con
extracto completo o fendlico de D. ambrosioides se observaron mediante SEM en
el Centro de Investigacion en Fisicoquimica de Materiales de la BUAP. Se midio el
diametro de 100 fibras y el area de 100 poros aleatoriamente a partir de las

imagenes obtenidas utilizando el software ImageJ.

Modelo experimental

El protocolo de investigacion con biomodelos de ratas semi alopécicas (Rattus
norvegicus) cepa Nude fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL), con numero de proyecto
VIEP/0497/2022. Previo a la investigacion el bioterio “Claude Bernard” de la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, nos capacitdé en el manejo y vias de

administracion de animales de laboratorio.

Para observar el proceso de cicatrizacion usando los tratamientos proporcionados;
se manejaron un total de 12 ratas macho (R. norvegicus) en buen estado de salud
con un peso de 200 a 250 gr, los cuales se encontraban en condiciones estandar
de bioterio con ciclos de luz/obscuridad 12/12, temperatura de 18-26°, intensidad de
luz 85 Ix, espacio de 150 cm? por cada 200 gr de peso, sin restricciones de agua y
comida, como lo marca la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 para el

cuidado y uso de animales de laboratorio.

Induccion de las heridas cutaneas

Antes de la cirugia los organismos fueron marcados en la cola con marcador

indeleble de manera aleatoria otorgandoles un nimero (1 -12).

Los 12 modelos experimentales fueron anestesiados via intraperitoneal con 0.20 mi
de Ketamina-Xilacina (ketamina (100 mg/ml) 0.375 ml, xilacina (100mg/ml) 0.05 ml
y solucion salina (NaCl 0.9%) 0.575 para 1 ml) por cada 100 gr de peso. Una vez
anestesiados se revis0 que los animales quedaran inconscientes mediante la
ausencia de reaccién a la aplicacion de gotas oculares, para iniciar con el

procedimiento quirdrgico; realizado en condiciones de esterilidad.
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Se ubicaron las ultimas costillas flotantes de la region dorsal y se marcaron tres
circulos de 1 cm de didmetro con separaciones de aproximadamente 1 cm en
arreglo triangular como se muestra en la Figura 10. A. Posterior a esto se utilizé una
tijera curva estéril para cortar los circulos antes marcados de manera manual,
realizando heridas quirtrgicas de espesor completo (quitando epidermis, dermis e
hipodermis) de 1 cm de diametro aproximadamente (Figura 10.B).

Fig. 10. Marcaje de tres circulos de 1cm de diametro con 1cm de separacion entre ellos
ubicados en el dorso de R. norvegicus (A). Imagen de las tres heridas expuestas de

espesor completo en arreglo triangular después de la intervencién quirargica (B).

Posteriormente, se pasaban a los organismos a un colchoén térmico estéril con la
finalidad de mantener su temperatura corporal y evitar su muerte por hipotermia,
una vez que se revisé el estado fisico de las ratas se procedié a aplicar los

tratamientos cicatrizantes.
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Para la aplicacion de las membranas, estas se cortaron de un tamafio aproximado
al de la herida (1 cm? aprox.) con tijeras estériles, despegandolas del papel aluminio

y aplicando en la zona de la herida, como se observa en la Figura 11.

e —

Fig. 11. Aplicacion de la membrana de PVP dopada con extractos completos de D.

ambrosioides aproximado al tamafio la herida superior derecha (1 cm? aprox.).

Se dividi6 a los organismo en dos grupos (6 ratas en cada uno). De laratal ala 6

se les aplicaron los siguientes tratamientos:

En las heridas superiores izquierdas se colocaron membranas de PVP sin extracto
denominando a este grupo de heridas “MP”. Posteriormente, en la herida superior
derecha se aplicaron las membranas de PVP dopadas con extracto completo de D.
ambrosioides, a estas heridas se les denomino grupo “MPEC”. En las heridas
Inferiores (ultima herida) no se agregd ningun tratamiento para funcionar como

controles, llamandolo entonces grupo “C” (Figura 12).
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Fig. 12. Imagen ilustrativa de la distribucion de Fig. 13. Imagen ilustrativa de la distribucién de
tratamientos de la rata 1 a 6. tratamientos de la rata 7 a 12.

Para las ratas 7 a 12 los tratamientos se aplicaron en el siguiente orden (Figura 13):

Con ayuda de una micropipeta (1000ul) se agregaron 200 pul de extracto completo
de D. ambrosioides disuelto en agua destilada a las heridas superiores izquierdas
(Figura 14) llamando a este grupo “EC”, posteriormente en las heridas de la parte
derecha se emplearon membranas de PVP elaboradas con extractos de
compuestos fendlicos de D. ambrosioides, a estas heridas se les llamo grupo
“MPF”. Por ultimo, a las heridas restantes (parte inferior) no se les agrego algun

tratamiento por lo cual funcionaron como controles, grupo “C”.

Una vez aplicados estos tratamientos a las ratas se regresaron a sus cajas en el
bioterio y se revisaron las heridas durante 21 dias en dias especificos antes
sefalados (3, 7, 14y 21).
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Fig.14. Aplicacion de 200 pl de extracto de D. ambrosioides a las heridas del grupo “EC”.

Obtencion de biopsias para analisis

Para la obtencion de las biopsias se eligieron dos ratas al azar de cada bloque en
los dias 7, 14 y 21. Después de llevarse a cabo la eutanasia por caAmara de CO:2 se
tomaron biopsias del tejido cicatricial de cada organismo, con un margen de
aproximadamente 1 cm alrededor de la herida con ayuda de bisturi y tijeras.

Cada biopsia se fij6 en paraformaldehido al 4%, individualmente, en viales de vidrio
durante aproximadamente 2 semanas. Posteriormente, se deshidrataron con
diferentes concentraciones de alcoholes en dias consecutivos; 1er cambio: alcohol
al 70%, 2do y 3er cambio: alcohol al 96%, 4to y 5to cambio: alcohol absoluto. Por
altimo, se sumergieron en cloroformo para aclarar las muestras durante 24 hrs y se
pasaron a parafina liquida durante aproximadamente 2 hrs en horno de inclusién a
55° C, posterior a esto se incluyeron en bloques de parafina con ayuda de moldes
de silicon como se observa en la Figura 15.
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Fig. 15. Inclusion de biopsias en bloques de parafina liqguida a 55°C, con ayuda de moldes
de silicon.

Cortes histolégicos

Después de una semana, los bloques se despegaron del molde y se etiquetaron,
asi se procedio a realizar cortes histoldégicos con ayuda de un microtomo de rotacién
marca “Leica” (Figura 16. A), obteniendo cortes de 20 um de grosor (Figura 16. B)
que se colocaron en un bafio de flotacion a una temperatura de 40 a 45°C, con la
finalidad de extender el tejido y montarlo en portaobjetos cubiertos de agar al 4%
para adherir la muestra al vidrio.
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Fig. 16. A) Microtomo de rotacion “Leica”, B) Laminillas con cortes de tejido cicatricial

de 20 um de grosor.

Tincion Hematoxilina & Eosina

Los cortes histolégicos fueron tefiidos con la técnica Hematoxilina-Eosina (Figura
17). Después de desparafinar e hidratar, se procedié a tefiir con el colorante de
origen natural Hematoxilina de Harris (Hycel Cat. 738) el cual se encarga de tefir
los nucleos celulares de color azul y a su vez con Eosina al 1% (20 ml de H20 y 80
ml de etanol al 96%), que es un colorante acido el cual se encarga de tefiir las
estructuras citoplasmaticas y los tejidos conectivos en varios tonos de rojo. Por
altimo, se realizaron pasos de lavado (H20 destilada) y deshidratacion (etanol a
diferentes concentraciones) para retirar el exceso de estos colorantes.
Inmediatamente después de la tincién se coloco resina sintética (Entellan) a la

laminilla y un cubreobjetos para poder observarla al microscopio de campo claro.
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Fig. 17. Tren de tincion de técnica Hematoxilina-Eosina el cual consiste en una serie de

diferentes pasos a diferentes tiempos para tefiir cortes histolégicos.

Analisis morfolégico del proceso de cicatrizacién

Se tomaron fotografias convencionales de las heridas con ayuda de una camara
digital marca Sony réflex semiautomatica con nivel de iluminacién indirecta,
distancia variable y en posicién de camara a 90°, utilizando un margen graduado
alrededor de la herida (1.4 x 1.4 cm). Las imagenes obtenidas fueron procesadas
utilizando el software ImageJ® 1.52p (Ferreiray Rasband, 2012), en el cual se pudo
cuantificar el area de las heridas y realizar histogramas de superficie para observar

el cierre paulatino de las mismas por contraccion durante los dias de observacion.

El proceso de cuantificacion del area consistio en establecer una escala de 1 cm en
la seccidn “set scale”, y con la seccidn “polygon selections” se trazé un perimetro
alrededor de la herida, posteriormente se utilizé el comando “ctrl + M” para obtener
las areas de las heridas como se puede observar en la Figura 18. Los promedios de
las areas de las heridas por tratamiento en los dias clave (0, 3, 7, 14, 21) fueron

expresados en porcentaje.
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Fig. 18. Obtencién del area de la herida utilizando el programa ImageJ.

Los histogramas en 3D se realizaron con la finalidad de comparar la tonalidad del
tejido cicatricial con respecto a la tonalidad de la piel sana circundante. El
procedimiento consistié en establecer una escala de 1 cm en la seccion “set scale”,
posteriormente se procedid a descomponer la imagen en los tres colores primarios
(verde, azul y rojo) en la seccion “make composite”, después se eligio el color verde
y se paso la imagen a escala de grises en la seccion “channels tool”, mas adelante
se grafico la intensidad de los pixeles de la imagen en la seccién “surface plot” como

se muestra en la Figura 19.

4 RS5_Control_Dfa21.JPG (16.7%) = = 4 Surface Plot S
E23 (Green); 7.36x4.92 cm (4240x2832); 8-bit, 34MB 3/3; 610x605 pixels; 8-bit; 1.1MB

Fig. 19. Obtencion de histograma de superficie del area de la heridas comparando sus

tonalidades con respecto a las de la piel sana circundante utilizando el programa ImageJ.
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VI. RESULTADOS
Morfologia de las membranas por SEM

La morfologia de las membranas de PVP vistas por SEM mostraron un arreglo

aleatorio (Figura 20), con un didmetro promedio de fibra 922.66 + 188 nm y area
promedio de poro de 1783.4 + 739.1 nm?,

SEM MAG: 1.10 kt DET: BSE Detector Lk b
HY: 20,0 kY DATE: 05/26/22 50um Vega @Tescan
VAC: Hivac Device: TS51365B

SEM MAG: 573 % DET: BSE Detector | - L L L
Hv: 200 kv DATE: 05/26/22 100 um Vega @Tescan
fisicoquimica  VAC: Hivac Device: TS51365B

fisicogquimica

Fig. 20. Micrografias de las membranas de PVP sin extractos vistas por SEM a 1100x y
573x respectivamente.

La morfologia de las membranas de PVP electrohiladas con extractos completos de
D. ambrosioides (Figura 21) presentaron un arreglo aleatorio con un promedio de
diametro de fibra de 503.39 + 129.2 nm y un area promedio de poro de 3560 + 2580

nm?, también se puede observar la presencia de extractos aglomerados en las
membranas y una mayor porosidad.
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Fig. 21. Micrografias de la membrana de PVP dopada con extractos completos de D.
ambrosioides vistas por SEM a 1120x y 574x respectivamente.

El arreglo presentado en las membranas de PVP con compuestos fendlicos de D.
ambrosioides (Figura 22) mostro un diametro promedio de fibra de 412.1 £ 175 nm
siendo esta fibra méas delgada y un tamafio promedio de poro de 167.2 +77.9 nm?,

en esta membrana se presenta menor porosidad comparado con la membrana
combinada con extractos completos.
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Fig. 22. Micrografias de la membrana de PVP dopada con extractos fenolicos de D.
ambrosioides vistas por SEM a 2830x y 1150x respectivamente.
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Seguimiento del cierre de heridas

Fotografias convencionales

Mediante fotografias convencionales se consiguid dar seguimiento al proceso de
cicatrizacion de las heridas con diferentes tratamientos, estas imagenes se tomaron

en los dias 0, 3, 7, 14 y 21 como se puede observar en la Figura 23.

Expresado en porcentaje, el dia 0 (Intervencion quirargica) corresponde al 100% de
herida abierta, durante los dias siguientes la herida se redujo dependiendo del
tratamiento utilizado. En todas las heridas se observd reduccion del area, sin
embargo, la contracciéon se dio en menor tiempo en las heridas donde se aplicaron

tratamientos en comparacion con las heridas del grupo control.

Para el dia 3y 7 fue visible la presencia de costras en todas las heridas, siendo mas
abultadas en los grupos “C”y “EC”, todas las heridas presentaban un color rojizo
en sus perimetros, lo que indicaba que el proceso de cicatrizacion aun se
encontraba en fase inflamatoria. A partir del dia 7 se observ6 una notoria reduccién
de la herida en los grupos “MP”y “MPEC?”, seguidos de los grupos “EC”y “MPF”

donde la reduccién fue menos notoria.

En el dia 14 se pudo observar una cicatriz pequefia e imperceptible en los grupos
“‘MP”y “MPEC?” con textura similar a la piel sana. Los tratamientos restantes (“EC”
y “MPF”) presentaron una costra pequefia de color rojizo y el control una costra

voluminosa e irregular.

Finalmente, en el dia 21 en los grupos “MP”y “MPEC” se observé un cierre de
herida completo con una cicatriz imperceptible que tuvo el mismo color y textura que
la piel circundante. En el grupo “EC” aun se apreciaba el color rosa de la epidermis
inmadura lo que indicaba que la cicatrizacion se encontraba en etapa proliferativa.
El grupo “MPF” present6 una pequefia costra rojiza mientras que el control tenia

para este dia una costra abundante de color marrén.
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Fig. 23. Matriz de fotografias convencionales de la evolucion del cierre de las heridas con
diferentes tratamientos durante 21 dias. Tomadas con cdmara Sony réflex semiautomética

con nivel de iluminacion indirecta, distancia variable y en posicion de cAmara a 90°.

Se realiz6 una grafica que muestra el porcentaje de area abierta de las heridas
durante 21 dias (Figura 24). La tendencia de los grupos “MP”’y “MPEC” fue similar
durante todo el proceso de cicatrizacion, el mayor porcentaje de cierre de herida se
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HERIDA ABIERTA (%)

tuvo durante los dias 3 a 7, donde el grupo “MPEC?” disminuy6 de un 79.2 % a 23.6
% de area de herida expuesta, sin embargo, se mostré un cierre de herida completo
solo para este grupo en el dia 21. El grupo “MPF”y “EC” tuvieron un 4.2 % de
herida abierta para el dia 21, dejando por ultimo al grupo control el cual para el dia
21 tuvo un porcentaje de herida abierta del 46.4 % lo que indico que el tratamiento
mas eficaz para acelerar el cierre de la herida fue el del grupo “MPEC” (membranas
de PVP dopadas con extracto completo de D. ambrosioides) en comparacion con

los demés tratamientos utilizados y el control.
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Fig. 24. Cierre de la herida en funcion del tiempo con diferentes tratamientos durante 21 dias.
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Analisis estadistico

Recopilados los datos del area abierta de los diferentes grupos de heridas en los
dias 0, 3y 7, se aplico la prueba estadistica Kruskal-Wallis y posteriormente se
realizd el estadistico U de Mann-Whitney. La diferencia se considerd

estadisticamente significativa (*) cuando el valor de p fue < 0.05 (Figura 25).

Se compararon los tratamientos utilizados (“EC”, “MP”, “MPEC”, “MPF”) contra
su respectivo control. En el dia 0 se mostro diferencia (p= 0.031) para el grupo
“MPF”. Para el dia 3 se observaron diferencias significativas en los grupos “EC”
(p= 0.013) y “MP” (p= 0.02), lo cual sugiere que las areas de las heridas tratadas
con estos apositos cambiaron considerablemente a comparacién del control
comenzando a tener un efecto entre estos dias. En el dia 7 se mostraron resultados
altamente significativos en los grupos “MP” (p= 0.023) y “MPEC” (p= 0. 01), por lo
cual se observd que especificamente estos tratamientos aceleraron

significativamente el cierre de las heridas en este dia.
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Fig. 25. Cuantificacion de herida abierta para los dias 0, 3y 7. Tratamiento vs control, valor
de *p < 0.05y ** p<0.01.
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Histogramas de superficie

Se realizaron histogramas tridimensionales de superficie a partir de fotografias
digitales con la finalidad de comparar el area de la herida con el tejido préximo
(sano) mediante la intensidad de la luz de los pixeles en cada imagen, asi en la
matriz de histogramas se puede ver la reduccién de la herida en funcion del tiempo
y el tratamiento utilizado (Figura 26). Se puede observar que las tonalidades de
cada histograma cambian del centro a la periferia lo que indica que en el centro se
mantiene la herida y a su alrededor se encuentra la piel sana. Para el dia 3 se
notaron cambios significativos en todos los grupos en la tonalidad del area de la
herida en comparacion con el area de tejido sano. Para el dia 7, en los grupos “MP”
y “MPEC” se comenzd a notar un parecido de tonalidad con el tejido adyacente
sano en comparacion con las tonalidades de los demas grupos y el control. En el
dia 14 se observé una mayor similitud de tonalidad en los histogramas de los grupos
‘MP”y “MPEC” con el tejido adyacente y ya no se mostré lo que parece una
profundidad, en comparacion con los grupos “EC”y “MPF” donde aun se nota el
cambio de tonalidad respecto al control. Se puede observar ampliamente que para
el dia 21 el histograma del grupo “MPEC” alcanzo una tonalidad uniforme lo que
indica que el tejido cicatricial se asemeja al tejido sano proximo, seguido de los
grupos “MP”, “EC” y “MPF” que aun muestran cierta diferencia de tono en
comparacion del control incluso es posible distinguir la separacion de tonalidades
creando visualmente un espacio de profundidad. Estos resultados nos muestran
que en el grupo “MPEC?” la reepitelizacién fue mejor obteniendo para el dia 21 un

tejido estético y uniforme.

48



Control
Ilcll

Extracto
Completo
IIECII

Membrana
de PVP
IIMPII

Membrana
de PVP
dopada

con
extractos
completos
“MPEC”

Membrana
de PVP
dopada

con
extractos
fendlicos
IIMPFII

Fig. 26. Matriz de histogramas tridimensionales del proceso de cicatrizacion con diferentes

tratamientos durante 21 dias. Creados con el software ImageJ.

Andlisis Histoldgico
Los cortes histolégicos del tejido cicatricial de los dias 7, 14 y 21 tefiidos con la
técnica Hematoxilina Eosina (Figura 27) muestran en cual etapa de la cicatrizacion

se encuentra el tejido, el grosor de las capas de la piel y la presencia de anexos

cutaneos, que contribuyen al funcionamiento de la piel.
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Fig. 27. Matriz de cortes histolégicos del proceso de cicatrizacion con distintos
tratamientos (20 um de grosor, técnica H&E, 5x, microscopio Velab VE-M5LCD).

Seguimiento del dia 7

Se puede observar en los cortes histolégicos que para este dia las heridas se
encuentran en etapa proliferativa, sin embargo, se observan diferencias
significativas en el grosor del tejido, teniendo una capa de células mas gruesa e
indiferenciada y restos de costra (Flechas azules) en los grupos “C” (Figura 28.A)
y “EC” (Figura 28.B). Para el grupo “MP” (Figura 28.C) se puede observar una
pequefia reduccion del area de la herida, con una capa de tejido cicatricial muy
delgado y no diferenciado, aun se observan restos de costra. En el grupo “MPEC”
(Figura 28.D) el area de la herida se redujo notablemente, el tejido se encuentra en
las etapas de diferenciacion y remodelacion, se observa una dermis del mismo

grosor que el tejido sano circundante, con formacion de unidades pilosebaceas
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(Flecha amarilla), una epidermis bien definida (Flecha verde), y primordios del

estrato corneo (Flecha naranja). En el grupo “MPF” (Figura 28.E) se aprecia una

capa de tejido cicatricial en etapa proliferativa, delgado y poco diferenciado.

Dermis

Simbologia
Costra =

Epidermis — s

E.COrneo sl

U. Pilosebaceas

Fig. 28. Cortes histoldgicos obtenidos el dia 7 posterior a la lesion. A) Grupo Control “C”, B)
Grupo Extracto “EC”, C) Grupo Membrana PVP “MP”, D) Grupo Membrana dopada con
extractos completos de D. ambrosiodes “MPEC” y E) Grupo Membrana dopada con
compuestos fendlicos de D. ambrosiodes “MPF”. Cortes transversales de 20 um tefiidos con
H&E, 5X.
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Seguimiento del dia 14

En el dia 14, el tejido cicatricial visto en las biopsias se ha diferenciado, hay mayor
reduccion del area de la herida y se pueden observar las capas principales de la
piel, la epidermis esta bien delimitada (Flecha verde). El control “C” (Figura 29.A)
muestra una reduccion del area de la herida y un grosor aproximado al de la piel
sana. En el grupo “EC” (Figura 29.B) no hay reduccién significativa del area de la
herida, el tejido cicatricial es delgado e indiferenciado en comparacion con el control
y los demas tratamientos, lo que indica que se encuentra en fase proliferativa. El
tejido del grupo “MP” (Figura 29.C), presenta vasos sanguineos de gran calibre que
indican la etapa de diferenciacién (Flecha roja), es delgado e indiferenciado a
comparacion del tejido sano. El grupo tratado con membrana dopada de extractos
completos de D. ambrosioides “MPEC” (Figura 29.D) tiene menor area de la herida
comparado con los demas tratamientos y el control, ademas el grosor esta proximo
a igualarse al de la piel sana que se encuentra proxima a la herida, por dltimo, se
puede notar la presencia de unidades pilosebaceas de gran tamafio en los extremos
de la herida (Flecha amarilla) y las tres capas de la piel estan bien diferenciadas.
Finalmente, en grupo “MPF” (Figura 29.E) no se ha reducido el area de la herida,
persiste una costra, el tejido se encuentra en fase proliferativa, indiferenciado y

delgado.
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Fig. 29. Cortes histolégicos obtenidos el dia 14 posterior a la lesion. A) Grupo Control “C”,
B) Grupo Extracto “EC”, C) Grupo Membrana PVP “MP”, D) Grupo Membrana dopada
con extractos completos de D. ambrosiodes “MPEC” y E) Grupo Membrana dopada con
compuestos fendlicos de D. ambrosiodes “MPF”. Cortes transversales de 20 ym tefiidos
con H&E, 5X.
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Seguimiento del dia 21

Por ultimo, todos los grupos han completado el cierre de la herida para el dia 21, se
puede observar que el area de la herida ha disminuido considerablemente en los
grupos “MP”y “MPEC” en comparacion al control (Figura 30.A). En el grupo “EC”
(Figura 30.B) y grupo “MPF” (Figura 30.E) la herida alin es grande y presenta tejido
delgado e indiferenciado por lo que sigue en etapa proliferativa.

En la herida tratada con membrana de PVP “MP” (Figura 30.C) se muestra una
reduccion mayor del area de la herida comparada con el control, presenta un tejido
denso similar a la piel circundante sana, se pueden diferenciar claramente las tres
capas de la piel, la region de la dermis sigue diferenciandose y hay delimitada

presencia de unidades pilosebaceas tipicas de la piel.

El grupo “MPEC” (Figura 30.D) se encuentra entre la fase de diferenciacion y
remodelacion; se distinguen perfectamente la epidermis, dermis e hipodermis de la
piel regenerada, que igualan el grosor de las tres capas de la piel sana circundante.
En la regién de la epidermis se puede notar el comienzo del desprendimiento del
estrato corneo (Flecha naranja) por lo cual se infiere que ya estan diferenciados el
resto de los estratos de la epidermis (granuloso, espinoso y basal). Se muestra una
considerable region central de la dermis que continta diferencidndose, sin embargo,
en los extremos de esta zona se aprecian grandes primordios de unidades
pilosebaceas (Flechas amarillas). En la ultima capa de la piel (hipodermis) en la
region de la herida se comienzan a observar fibras de la fascia muscular (Flechas
rosas), sin embrago a medida que estas se acercan a la piel sana se vuelven mas
gruesas, en esta misma regiébn se muestran pequefios vasos sanguineos. Este
grupo de heridas sugirié un mejor efecto de regeneracién comparado incluso con el

resto de los tratamientos.
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Fig. 30. Cortes histolégicos obtenidos el dia 21 posterior a la lesion. A) Grupo Control “C”,
B) Grupo Extracto “EC”, C) Grupo Membrana PVP “MP”, D) Grupo Membrana dopada
con extractos completos de D. ambrosioides “MPEC” y E) Grupo Membrana dopada con
compuestos fendlicos de D. ambrosioides “MPF”. Cortes transversales de 20 ym tefiidos

con H&E, 5X.
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VIl. DISCUSION

Los apositos de la presente investigacion interactian directamente con la herida,
reparandola en un menor tiempo, protegen de infecciones y agentes externos a la
herida, conservan un ambiente adecuado para la proliferacion celular, son
adaptables y biocompatibles, se aplican con la minima incomodidad para el sujeto,
sin manipular o afectar la herida, estos apdsitos mostraron no ser toxicos o
contaminantes, lo cual indica que se clasifican como apdsitos activos eficaces en el
tratamiento de heridas cutaneas (Andrades et al., 2004; Valencia-Gomez et al.,
2016).

Los didmetros de las fibras electrohiladas del presente trabajo se pueden comparar
con lo reportado en trabajos previos. De acuerdo con los resultados de Sriyanti y
colaboradores en 2017, se elaboraron fibras de PVP (5%) con un didmetro promedio
de 143 £ 38 nm, en el mismo estudio se combiné el polimero PVP (5%) y extracto
de pericarpio de mangostan el cual es utilizado por sus propiedades para tratar
diferentes malestares incluidas las heridas, el didmetro promedio de estas
nanofibras fue de 217 + 82 nm, estos didmetros de fibra fueron menores a lo
reportado en el presente trabajo. Por otra parte, Li y colaboradores en 2022,
electrohilaron PVP y aloina que es un derivado del Aloe vera y la caracterizacion de
las membranas present6 una superficie lisa, sin aglomeraciones, con un entramado
de fibras al azar y un diametro de fibra promedio de 1460 nm. Otras membranas
fabricadas a base de fibras porosas del polimero sintético PCL cargadas con CAM
(cloranfenicol) mostraron un diametro de fibra promedio de 1970 £ 300 nm. Por
tanto, se puede asegurar que el didametro de las fibras electrohiladas en este trabajo
fue el adecuado en las membranas de los diferentes tratamientos, las membranas
electrohiladas con extractos completos mostraron conglomerados, lo que sugiere
gue los extractos se agruparon en una especie de esferas y no se adhirieron al
polimero actuando como un aposito de liberacion prolongada, lo cual es beneficioso
ya gque se pudo observar la presencia del extracto en la membrana y garantiza una

adecuada interaccién y soporte a las células del tejido en proliferacion.
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Estudios han demostrado la eficacia a nivel celular del extracto etanodlico de D.
ambrosioides, los resultados del estudio de Trivellato-Grassi y colaboradores en
2013 exhibieron la eficacia del extracto de esta planta al usarse en el tratamiento de
heridas cutaneas inducidas, mostrando una mejor evolucion en la reparacion tisular
a partir del dia 19 después de la lesion, sin presencia de infecciones que retrasaran
la cicatrizacion. Los resultados del presente trabajo utilizando el extracto completo
de esta planta también presentaron una reduccién de la herida de manera

significativa a partir del dia 7, sin presencia aparente de infecciones.

En el presente trabajo se probo la funcionalidad de una membrana fabricada con
PVP y extractos completos de D. ambrosioides para la curacién de heridas, como
se pudo observar en el seguimiento de cierre de heridas, las heridas tratadas con
estas membranas para el dia 7 comenzaron a mostrar diferencias altamente
significativas en el cierre de la herida mostrado en el andlisis estadistico, siendo
mucho mas pequefias las heridas de este grupo (“MPEC”) comparados con los
demas grupos y el control. Para el dia 14 presentaban una cicatriz imperceptible
con textura que se asemejaba a la piel sana circundante, finalmente en el dia 21 las
heridas de este grupo fueron las Unicas que presentaron un cierre de herida
completo, con un proceso de cicatrizacion sin complicaciones, mostrando que es un

excelente aposito en el tratamiento de heridas cutaneas.

Estos resultados se pueden comparar con estudios anteriores donde se han
reportado apositos de fibras electrohiladas cargadas con extractos vegetales para
la curacion y reparacion de heridas. Por mencionar algunos, se mostré en un modelo
de heridas inducidas en rata que los tratamientos de membranas electrohiladas de
PCL/PS/manzanilla (15% de extracto) eran notablemente capaces de curar las
heridas hasta un 99 + 0.5 % después de 14 dias posteriores a la lesion (Motealleh
et al., 2014); por otro lado, en un estudio reciente de nuestro grupo de trabajo se
evaluo el efecto cicatrizante de membranas electrohiladas de PVP dopadas con
extractos de Hamelia patens en un modelo animal con lesiones inducidas, el cual
mostré un cierre de herida completo para el dia 21 con ausencia de infecciones y

presencia de una cicatriz estética (Cruz-San Juan, 2021). Nuestros resultados vistos
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en los histogramas tridimensionales también mostraron que en el grupo tratado con
membranas dopadas de extractos de Epazote (Grupo “MPEC?”) fue el mas eficaz
en la reepitelizacion obteniendo para el dia 21 un tejido cicatricial estético y uniforme

similar a la piel sana de los mismos individuos.

Las principales causas que retrasan el proceso de cicatrizacion de heridas son las
infecciones por patdgenos. Los biomodelos permanecieron en una misma caja de
bioterio durante los 21 dias de experimentacion, con las heridas expuestas, sin uso
de farmacos antimicrobianos, con riesgo a que las heridas se infectaran. Sin
embargo, no se observaron signos de infeccion en las heridas tratadas (Grupos
“EC”, “MP”, “MPE”y “MPF”)y estas cumplieron con el proceso de cicatrizacion
de manera ininterrumpida. Con esto se puede inferir que los apdsitos a base
extractos de D. ambrosioides actuaron como antimicrobianos por sus mdltiples
propiedades antes mencionadas y vistas en este trabajo, sin embargo, el tamafio
de las nanofibras también pudo influir en la impermeabilidad de los patégenos a la
herida. Se ha demostrado que el nivel nanométrico de este tipo de apdésitos sirve
para impedir el paso de agentes patégenos como las bacterias por sus tamafios que
oscilan entre los nanémetros y micras. Por dltimo, se ha demostrado que el
constante intercambio de oxigeno es necesario para la renovacion de los vasos
sanguineos y la proliferacion celular, ademas de tener un efecto en la disminucion

del riesgo de infecciones en las heridas (Liu et al., 2019; Mouro y Gouveia, 2023).

En el analisis histologico se pudo observar que para el dia 7 el tejido tratado con
membrana dopada de extracto completo de D. ambrosioides (Grupo “MPEC”) ya
se encontraba en la etapa de diferenciacion y remodelacién ya que contaba con la
formacion de una epidermis con desprendimiento de estrato corneo, lo cual indica
gue las capas superficiales ya estaban eliminandose, ademas la parte lateral de la
dermis recién formada ya presentaba primordios de unidades pilosebaceas, en
comparacion con los demas grupos que se encontraban para este dia en fase
proliferativa. Para el dia 14 en el mismo grupo ya se encontraban diferenciadas las
tres capas de la piel, con presencia de unidades pilosebaceas y vasos sanguineos,

lo que indicaba que permanecia en fase de diferenciacion. Finalmente, en el dia 21
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se observé un tejido totalmente ordenado y regenerado que seguia en fase de
diferenciacion y remodelacion. Estos resultados se relacionan con el tratamiento
utilizado, el cual fue responsable y ayudé inmediatamente en la formacion del tapén
plaquetario, deteniendo el sangrado. Los resultados sugieren que promovio la
proliferacion liberando fibroblastos los que son primordiales en el tejido de
granulacion donde comienzan a migrar, proliferar y producir los componentes para
formar la MEC provisional, incluidos los proteoglicanos, asi como el colageno que
es fundamental en la cicatrizacion de heridas y que compone el tejido en un 50 a 90
% de su totalidad (Qing, 2017). El reclutamiento de células especificas en el area
de la lesién es importante para la correcta cicatrizacion, principalmente dos factores
de crecimiento PDGF y TGF-B que inician la quimiotaxis de neutréfilos, macréfagos
y fibroblastos, con este reclutamiento inicia de manera correcta la cascada de
sefiales quimicas para la curacion de heridas (Diller y Tabor, 2022). En las
fotografias convencionales, asi como en las muestras histologicas se pudo observar
como las heridas tratadas con membranas dopadas con extractos completos
finalizaron de manera mas rapida la fase de inflamacion, se sabe que los mastocitos
liberan granulos de histamina, heparina, interleucinas (IL-6, IL8) y VEGF que, en
conjunto, son responsables de signos caracteristicos de la fase inflamatoria como
calor, hinchazon, enrojecimiento y dolor el sitio de la herida (Diller y Tabor, 2022),
estas caracteristicas desaparecieron primero en los grupos “MP” y “MPEC”.
También se pudo observar la presencia de vasos sanguineos a partir del dia 14, lo
gue sugiere que el tejido se encuentra en fase de proliferacién y diferenciacion para
este dia, esta caracteristica indica que se sintetizan componentes fundamentales
de la nueva MEC empezando a diferenciar las células del tejido, asi como las células
endoteliales que migran por encima del tejido de granulacion cerrando la superficie
de la herida, lo cual se pudo demostrar a partir de este dia. Por otro lado, la fase de
remodelacion comenzé entre el dia 14 y 21, lo cual indica una aceleracién en el
proceso de cicatrizacion comparado con el grupo control y el resto de los
tratamientos utilizados como se puede ver en el tejido cicatricial tratado con
membranas de PVP y extractos de D. ambrosioides el cual mostro formacion de

unidades pilosebaceas y diferenciaciéon de las tres capas de la piel, la duracion de
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esta etapa puede deberse en gran medida a la sintesis y degradacion del colageno
en la MEC, durante este periodo la fibronectina se reemplaza por una matriz de

colageno principalmente del tipo | (Velnar et al., 2009; Diller y Tabor, 2022).

Como ya se discutidé los apositos a base de membranas de PVP y extractos
completos de D. ambrosioides fueron responsables de una mejor cicatrizacion, en
un menor tiempo. Actualmente se sabe que las propiedades medicinales de los
extractos de las plantas se atribuyen principalmente a sus metabolitos primarios y
secundarios, siendo estos ultimos los mas relacionados en interferir en procesos
celulares fundamentales y vias metabdlicas, como la sintesis de colageno, las
propiedades antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias que actlan
mejorando y acelerando el proceso de curacion, esto se debe a la presencia de
compuestos bioactivos como fenoles, alcaloides, flavonoides, taninos y saponinas
(Mouro y Gouveia, 2023). Esto se relaciona con un estudio en el que se evalud y
determind el potencial antioxidante y cicatrizante de extractos vegetales de Morus
alba, se revelo que el extracto de hoja presento los mayores valores de compuestos
fenolicos en particular de flavonoides, los cuales estan relacionados con la actividad
antioxidante por actuar como secuestradores de radicales libres e inhibicion de
oxidasas, estos también intervinieron en la cicatrizacion porque evitan la liberaciéon
de prostaglandinas e histaminas, estabilizando y evitando el dafio celular para la
regeneracion del tejido, en conclusién la presencia de flavonoides contribuyo
favorablemente al sistema de procesos bioquimicos involucrados en la inflamacion
y la cicatrizacion de las heridas, concluyendo a los 18 dias de la lesion (Diaz-Solares
et al., 2017).

Por lo anterior se infiere que los polifenoles de origen vegetal se consideran los
grupos funcionales que podrian actuar como agentes antiinflamatorios,
antioxidantes y antimicrobianos en el proceso de cicatrizacion de heridas, ya que
estd documentado que promueven la reepitelizacion, modulan las citocinas
inflamatorias y mejoran las tasas de contraccién de las heridas (Mssillou et al.,

2022). D. ambrosioides ha demostrado poseer una gran capacidad antioxidante y
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reductora de radicales libres, lo que se relaciona a sus metabolitos secundarios en

particular a compuestos fendlicos (Zohra et al., 2019).

En el presente trabajo se probd y evaluo el efecto cicatrizante de una membrana de
PVP electrohilada con compuestos fendlicos de D. ambrosioides como principio
activo por tener participacion antioxidante, se esperaba que este apdsito funcionara
de la misma manera que el de la membrana cargada con extractos completos de
esta planta, sin embargo, el tiempo de cierre para este tratamiento fue mayor en
comparacion a los demas tratamientos, para el dia 21 las heridas de este grupo
(Grupo “MPF”) aun tenian presencia de costra, se presentaban signos de
inflamacion presentando coloracion rojiza en el area. En las muestras de tejido
cicatricial se puede observar que no se redujo el area de la herida, el tejido se
encontraba en fase proliferativa, se mantuvo indiferenciado y delgado, en estas
muestras tampoco se observaron signos de infeccién, sin embargo, si presento un

mayor cierre de herida en comparacién con el control.

En este trabajo se pudo demostrar que los tratamientos con extractos completos
tienen mejores beneficios que solo las partes fendlicas en el proceso de
cicatrizacion de heridas, lo anterior puede relacionarse a que el principio activo
cicatrizante no precisamente esté relacionado con los compuestos de naturaleza
fendlica. Kasali y colaboradores mencionan que de los compuestos presentes en D.
ambrosioides la mayoria son terpenos e isoprenoides, los cuales dan sabor y aroma
a las plantas, en segundo lugar, se encuentran los compuestos fendlicos
especificamente los flavonoides glucésidos (Kasali et al., 2021). Diferentes autores
han sefalado que el principal compuesto activo de esta planta es ascaridol el cual
pertenece a la familia de los monoterpenos, y esta presente en extractos y aceites
esenciales de D. ambrosioides hasta en un 70%, este compuesto esta relacionado
con varias de sus propiedades principalmente antihelmintica y antiprotozooaria
(Gomez-Castellanos, 2008; Trivellato-Grassi et al., 2013). El presente trabajo abre
la posibilidad de buscar a los demas metabolitos secundarios, terpenos

principalmente y alcaloides como compuestos con actividad y efecto cicatrizante.
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Las heridas tratadas cumplieron con un proceso de cicatrizacibn de manera
ininterrumpida, secuencial y organizada, sin crecimiento o proliferacion de agentes
externos a la herida, lo cual indica que permanecieron como heridas agudas, sin
embargo, los organismos utilizados tenian buena salud, un peso ideal para su edad,

lo cual se puede relacionar con una actividad inmune eficiente.

Los excelentes resultados presentados en este trabajo extienden la posibilidad de
usar los apdsitos de PVP con extractos de D. ambrosioides como tratamiento de
heridas cronicas, por ejemplo, heridas en sujetos donde la reparacion del tejido es
prolongada sufriendo lesiones a consecuencia de ciertas enfermedades como

diabetes, obesidad, enfermedades cardiovasculares, entre otras.

También se propone como tratamiento para lesiones por quemaduras, sin embargo,
habra que investigar a fondo en qué medida es viable este tipo de apdésitos y evaluar
la capacidad de absorber exudado (factor importante en estas heridas), ya que la
remodelacion del tejido dafiado en este tipo de heridas cronicas no se genera de la

misma forma que en una herida aguda.
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VIIl.  CONCLUSIONES

Se pudo demostrar que el uso de membranas de nanofibras electrohiladas dopadas
con Dysphania ambrosioides como apoésito para heridas cutaneas beneficia la
cicatrizacion favoreciendo la proliferacion y diferenciacion celular, disminuyendo el
tiempo de cierre de una herida a partir de los primeros 7 dias posteriores a la lesion,

sin presencia aparente de infecciones cutaneas.

La morfologia de las membranas regula la distribucion espacial de los ingredientes
funcionales, ademas de actuar como andamio favoreciendo la adhesion y

proliferacion promoviendo un tejido cicatricial mas organizado.

El tejido cicatricial del grupo tratado con membranas dopadas con extracto completo
de D. ambrosioides mostro un arreglo ordenado de las células donde en el dia 21
se observaron definidas las tres capas de la piel, con presencia de glandulas
accesorias, obteniendo un tejido funcional. Adicionalmente la estética de la cicatriz

resultante mostré una apariencia similar a la de la piel sana.

Finalmente, se pudo comparar la eficacia de membranas dopadas con extracto
completo y membranas con extractos de compuestos fendélicos de D. ambrosioides
demostrando que los compuestos de naturaleza fendlica no favorecen el proceso

de cicatrizacion en este trabajo.

IX. PERSPECTIVAS

El presente estudio abre la posibilidad de emplear estos apdésitos en heridas dificiles
de cicatrizar como es el caso de las heridas crénicas, sin embargo, se debe seguir
indagando en la combinacion de materiales que puedan beneficiar este tipo de

lesiones.

También se propone en un futuro seguir estudiando los metabolitos secundarios de

D. ambrosioides como posibles grupos con actividad y efecto cicatrizante.
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Participacion en el programa “HACIENDO CIENCIA EN LA BUAP PRIMAVERA
2023” con el proyecto de investigacion “ANALISIS HISTOLOGICO DEL TEJIDO

CICATRICIAL DE HERIDAS TRATADAS CON EXTRACTOS VEGETALES” el cual
se llevd a cabo del 21 de marzo al 23 de junio del 2023 en el Instituto de Ciencias,

BUAP.
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