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OBTENCION DE GLUCOMANANO A PARTIR DE Opuntia joconostle PARA
EVALUAR EL EFECTO CICATRIZANTE CON Y SIN MATERIALES
INORGANICOS

INTRODUCCION

La Familia Cactaceae es una de las plantas mas notables que caracterizan el
paisaje de las zonas &ridas de México, a lo largo del tiempo han jugado un papel
importante en el desarrollo de las culturas siendo utilizadas como fuente de
alimento, bebida y medicina.[1] Dentro de las cactaceas el género Opuntia es el
mas diverso y ampliamente distribuido en América, en donde se considera a
México centro del origen y diversificacion; la principal caracteristica de este género
es el segmento o cladodio, el cual, aunque posee apariencia de hoja carnosa, es
realmente un tallo con plena capacidad de emitir ramas, hojas y flores. Otra
caracteristica de las Opuntia es que poseen gloquidios en las areolas, estos son
unas diminutas y delgadisimas espinillas que nacen formando un cojincillo en las
areolas de los segmentos e incluso en las del ovario de las flores. Las flores de las
Opuntia suelen ser espectaculares, muy abiertas, con pétalos satinados y de
colores que pueden ser de color amarillo, anaranjado, rojo y hasta purpureo [1]. El
género Opuntia produce frutos dulces (tunas) y/o acidos (xoconostles) [2], en este

trabajo se hablara especificamente del fruto xoconostle.

l. ANTECEDENTES

1.1 Generalidades del Xoconostle

El término xoconostle se deriva del nahuatl xococ, que significa acido, y nochtli,
que significa tuna [1]. Del fruto del xoconostle lo que se consume principalmente
es la cascara, que presenta un grosor de 1-1.3 mm. Este se encuentra constituido

por el epicarpio que comprende la piel y los tejidos distantes; el mesocarpio y



endocarpio que son la pulpa, y las semillas que se encuentran unidas y

compactadas firmemente por un compuesto mucilaginoso (Fig.1) [1, 3, 4].

Méica?io Endgcar
i

= R T

Mesocarpio

Fig.1 Partes del fruto Xoconostle. Tomado de: Scheinvar, L. (1981). Especies, variedades

y combinaciones nuevas de Cactaceas del Valle de México. Phytologia 49 (4): 324-328

[6].

El xoconostle se conserva por varios meses en la planta sin sufrir deterioro, e
incluso se conserva por varias semanas en lugares frescos y secos, sin perder sus
propiedades de sabor, color y humedad. Se desarrolla principalmente en zonas
aridas y semiaridas, y demanda cantidades muy bajas de agua. La planta de
xoconostle tolera la sequia, debido a que presenta adaptaciones fisiologicas tales
como la apertura de estomas durante la noche para evitar la transpiracion por las
altas temperaturas que suelen presentarse en zonas aridas y semiaridas en donde
crecen. Las pencas estan recubiertas por una capa cerosa, lo que le protege de la
pérdida de agua, ademas la planta es capaz de almacenar grandes cantidades de
agua, debido a que durante las escazas lluvias tiende a extender sus raices para

absorber y almacenar agua que le permita resistir los climas extremos [5].

Existen muchas especies productoras de xoconostle, oficialmente se reconocen

19 todas endémicas de México como se muestra en la Tabla 1 [6]



Tabla 1. 19 Especies de xoconostle reconocidas en México. Tomado de: Scheinvar, L.
(1981). Especies, variedades y combinaciones nuevas de Cacticeas del Valle de México.
Phytologia 49 (4): 324-328 [6].

O. chavena Griffiths O. matudae Scheinvar

O. chiangiana Scheinvar & Manzanero  O. oligacantha Pfeiff

O. durangensis Britton & Rose O. olmeca Pérez, Reyes y Brachet

O. elizondoana E.Sanchez & Villasefior ~ O. scheeri F.A.C.Weber

O. guilanchi Griffiths O. spinulifera Salm-Dyck

O. heliabravoana Scheinvar O. tehuacana Arias y Guzman

O. joconostle F.A.C.Weber O. zamudioi Scheinvar

O. leucotricha Salm-Dyck O. gallegiana Scheinvar & Olalde

O. tezontepecana Gallegos & Scheinvar O. sainaltensii Gallegos, Scheinvar y Olalde
O. excelsa Sanchez-Mej.

En cuanto a su distribucidén la mayor concentracion de xoconostle se encuentra en
zonas aridas y semiaridas del desierto chihuahuense y en la zona semiarida de
Tehuacan-Cuicatlan (Fig.2). En Zacatecas, en la localidad Sain Alto aun se
encuentran restos fragmentados del Gran Tunal, curiosamente formados por

aproximadamente 20 especies productoras de xoconostles.

Tipos de vegetacion
Ef

Fig. 2 Distribucion de las especies de Opuntia productoras de xoconostle. Tomado de:
Scheinvar, L. (1981). Especies, variedades y combinaciones nuevas de Cactaceas del
Valle de México. Phytologia 49 (4): 324-328 [6].



1.1.2 Composicion Nutricional

En cuanto a su composicion nutricional, un estudio realizado en dos especies
productoras de xoconostle nos muestra que la pulpa se caracteriza por un
contenido apreciable de carbohidratos digeribles; mientras que las semillas tienen
un predominio significativo de compuestos no digeribles, proteinas, grasas y un
porcentaje de cenizas (Tabla 2). Una de las principales caracteristicas de esta
fruta es su sabor amargo [7] y su bajo contenido de azlcares solubles en
comparacion con otros frutos de Opuntia [8], o con otras frutas convencionales.
Este fruto también presenta componentes con propiedades antioxidantes como se

describe en la tabla 3.

Tabla 2 Composicién nutricional del Xoconostle®. Tomado y modificado de: Morales, P., et
al. (2012). Nutritional and antioxidant properties of pul and seeds of two xoconostle
cultivars (Opuntia joconostle F.A.C weber ex Diguet and Opuntia matudae Scheinvar) of

high consumption in Mexico. Volumen 46, Namero 1, 279-285 [11].

Parametros nutricionales Opuntia joconostle, cv. Cuaresmefio Opuntia matudae, cv. Rosa
pulpa semillas pulpa Semillas
Humedad 93.24+0.02 73.95+1.09 94.11+0.00 60.44+0.66
Proteinas 0.66+0.01 2.12+0.00 0.56 £0.00 3.45+0.02
Grasa 0.03+0.0 2.45+0.05 0.04£0.00 3.52+0.12
Carbohidratos totales disponibles® 3.69 1.71 3.93 1.56
Azucares solubles 2.02+0.09 0.95+0.09 1.56+0.17 1.47+0.19
Fructosa 1.38+0.03 0.71+0.07 0.87£0.03 0.99+0.12
Glucosa 0.37£0.05 0.15+0.01 0.35+0.13 0.34+0.05
Sacarosa 0.27 £0.01 0.09+0.00 0.34+0.01 0.14+0.02
Fibra dietética total 2.31+0.12 19.22+0.15 1.74+0.07 30.17+0.64
Fibra insoluble 1.45+0.07 18.85+0.12 1.16+0.01 29.04+0.57
Fibra soluble 0.86+0.05 0.36+0.03 0.58+0.07 1.13+0.07
Cenizas 0.07 £0.00 0.54+0.01 0.11+0.00 0.85+0.04

A Los resultados se expresaron como g/ 100 g de peso fresco (fw). Media £ SD, n = 3. En cada fila,
las diferentes letras indican una diferencia estadisticamente significativa (p = 0.05).
® El total de carbohidratos disponibles se calculan como la diferencia de los valores de humedad,

proteina, grasa, cenizas y fibra [9].
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Tabla 3 Compuestos y propiedades antioxidantes del xoconostle. Tomado y modificado
de: Morales, P., et al. (2012). Nutritional and antioxidant properties of pul and seeds of two
xoconostle cultivars (Opuntia joconostle F.A.C weber ex Diguet and Opuntia matudae
Scheinvar) of high consumption in Mexico. Volumen 46, Numero 1, 279-285 [11].

Compuesto antioxidante Opuntia joconostle, cv. Cuaresmefio Opuntia matudae, cv. Rosa
Pulpa Semillas Pulpa Semillas
Acido ascérbico® 20.63+0.32 No reportado 31.67+0.67 No reportado
Tocoferoles totales” 0.22+0.01 3.23£0.18 0.14+0.00 6.71+0.38
a-tocoferol” 0.16+0.01 0.09+0.02 0.10+0.00 0.19+0.01
B-tocoferol” 0.01+0.00 0.01+0.00 Trazas 0.02+0.00
y-tocoferol® 0.05+0.00 3.07+0.15 0.03+0.00 6.43+0.37
3-tocoferol® Trazas 0.06+0.01 0.01+0.00 0.08+0.00
Fenolestotales® 38.57+£6.87 50.43+4.86 33.71+£2.09 59.48 £0.69
Flavonoides totales® 3.93£0.19 24.18+1.69 0.86+0.9 58.40+0.78

Media £ SD, n = 3. En cada fila, las diferentes letras significan una diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05).

Trazas (<0.005 mg / 100 g de peso fresco).

A Los resultados se expresaron como mg /100 g de peso fresco (fw).

® Los resultados se expresaron como mg de equivalentes de acido galico (GAE) / g de extracto.

© Los resultados se expresaron como mg de equivalentes de catequina (CE) / g de extracto.

1.1.3 Usos del Xoconostle

El fruto de xoconostle dado sus caracteristicas organolépticas es consumido como
fruto fresco, como un vegetal en ensaladas y salsas, como un ingrediente principal
en postres, secado en hojas como un aperitivo, en bebidas alcohdlicas y es muy
frecuente que se aflada a sopas para mejorar el sabor [12]. A pequeia escala es
procesado en la industria alimentaria como jalea, fruta completa en almibar, en

salsas y licores, entre otros productos alimentarios [13].

Respecto a la medicina tradicional este fruto se usa como un remedio para la tos,

utilizado también para combatir la diabetes y la presién arterial, como un laxante.
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En algunas poblaciones ocupan al xoconostle para mitigar la molestia de la gripa,

reblandecer tumores y curar contusiones [14, 15, 16].

1.2 Opuntia joconostle

Tabla 4 Informacién

Taxon6mica. [17]

Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Caryophyllales
Familia Cactaceae
Género Opuntia

Epiteto especifico joconostle
Nombre Cientifico Opuntia joconostle F. A. C. Weber ex Diguet
Autor del nombre F. A. C. Weber ex Diguet

Determinador R. Barcenas

1.2.1 Descripcion de la especie

Arbustiva, hasta 2.5 m de altura, ramificacion compacta y frondosa, Tronco
erecto, cilindrico, cerca de 20 cm de ancho, grisaceo. Cladodios obovados, de
18— 28 x 11.5-185 cm y 1.5 cm de espesor, mate, verdes glaucos claros,
recubiertos de una capa cerosa. Aréolas, dispuestas en 7-9 (-10) series,
ligeramente elevadas angostamente piriformes, de 2-3 x 1-2 mm, con fieltro corto,
de color negruzco. Gloquidas amarillas, cortas, dispuestas en la parte central de
la aréola. Espinas blancas, a veces ausentes, en toda la pencay aveces 1, 2 0 3,
en pocas aréolas, cortas, rigidas, desiguales, de 7 mm de largo, blancas con el

apice ambarino. Epidermis brillante glabra. Cladodios juveniles con aréolas
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prominentes, con fieltro de color marron grisaceo claro y hoja basal refleja, de
color verde claro con la punta rosada a rojiza. Flores amarillas, de. 6.5 cm de
largo. Pericarpelo obovado, de 3.8 x 2.3 cm, con 8 series de aréolas, distantes 3
mm entre si, con escama basal crasa.; segmentos exteriores del perianto con el
apice acuminado y bordes dentados, amarillo verdosos con amplia estria mediana,
purpurea; segmentos interiores de color amarillo claro; estambres alcanzan 1/3
inferior del perianto, flamentos y anteras blancos; estilo cuneiforme, de 2 cm de
largo, blanco pero rosado en la parte superior, l6bulos del estigma 5, papilosos, de
4 mm de largo, amarillo claro verdosos con estria mediana rosada. Frutos
subglobosos, de 2- 4, (5.5) cm de didmetro, con cicatriz floral hundida; cascara
blanco verdosa, a veces moteada de rosa, superficie con 6 series de espirales de
aréolas muy chicas, anchamente piriformes, distantes 1 cm entre siy 1.5 cm entre
las series, sin espinas, con lana marron, la pulpa muy &cida, rosada, con la
camara ovarica de 2 x 3 cm, ligeramente perfumada, funiculos secos. Semillas
rosadas, anguladas, de 1.5 mm de diametro, arilo lateral ancho, taza del hilo

lateral subbasal [1].

1.2.2 El papel de Xoconostle en la Cicatrizacion

Como ya se menciong, las distintas especies productoras de xoconostle contienen
un porcentaje apreciable de carbohidratos [11], tomando esto en cuenta se puede
relacionar un posible efecto de este fruto sobre el proceso de cicatrizacion; debido
a que aunque los carbohidratos son la principal fuente de energia y fibra dietética
para el hombre, son también componentes clave del sistema inmunolégico ya que
promueven el reconocimiento de las células, adhesion, migracion y proliferacion
[26]. Existen carbohidratos especificos que se asocian con la salud de la piel y la
curacion de heridas [27]. Entre estos carbohidratos se encuentra el glucomanano
del cual se prestd principal atencion dado que se encuentra como uno de los
componentes principales de cicatrizacion del Aloe vera [91], una de las plantas

mas reconocidas por dicha propiedad.
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1.3 Glucomanano

El glucomanano Konjac (KGM) es una molécula soluble en agua con un alto peso
molecular, extraido de tubérculos de la planta Amorphophallus konjac, su formula
molecular es Cy4H42021 y su peso molecular de 666.57768 g/mol. Es considerado
un copolimero aleatorio lineal constituido por los monémeros D-glucosa y D-
manosa unidos mediante enlaces ,1-4. Las unidades de manosa y glucosa estan
en una relacibon molar de 1,6: 1 con un bajo grado de grupos acetilo
(aproximadamente 1 grupo acetilo por 17 residuos) en la posiciébn C-6 [18]. En
comparacion con otras fibras dietéticas, tiene la mas alta viscosidad y el peso
molecular, que van de 200.000 a 2.000.000 Da, esto varia con el origen, el método

de procesamiento y el tiempo de almacenamiento [19].

El glucomanano se utiliza cominmente en los alimentos, bebidas y cosméticos por
sus propiedades gelificantes. Ha sido aprobado por la Administracién de Alimentos
y Medicamentos (FDA) desde 1994 como aditivo alimentario y desde 1996 como
aglutinante en productos carnicos [19]. También se ha investigado por sus efectos
sobre la reduccion de peso, diabetes, estrefliimiento, colesterol, cancer de pulmédn,
y enfermedades atépicas, asi como su uso como un prebidtico. Sin embargo, hay
una falta de ensayos clinicos de tamafio adecuado para apoyar todos estos usos.
Este polisacarido puede ser muy prometedor con respecto a los sistemas de
administracion de farmacos especificos de colon. Algunos estudios indican que el
glucomanano puede ser un agente terapéutico adyuvante seguro y facilmente

tolerado en el tratamiento de la tirotoxicosis [20,22, 23,24].

Otra aplicacion del glucomanano es su capacidad de acelerar el proceso de

cicatrizacion en heridas, la cual se describird mas adelante.

Dado el riesgo de obstruccion esofagica y gastrica, no se recomienda su consumo
en pacientes con anormalidades estructurales del eséfago o el intestino. Debido a
la capacidad potencial de glucomanano para reducir la glucemia, se debe tener
precaucion en pacientes tratados con agentes hipoglucémicos, insulina o

medicinas alternativas que podrian potencializar mas los bajos niveles de glucosa.
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Ademas, el glucomanano puede reducir la biodisponibilidad de otros
medicamentos orales. Por lo tanto, se recomienda tomar otros medicamentos 1

hora antes o 4 horas después de la administracion de glucomanano [21].

1.3.1 Efecto del Glucomanano en la piel

Existen muchos factores que juegan un papel importante con respecto a la salud
de la piel, entre estos estdn los regimenes de higiene personal, el estado
nutricional, la exposicidn a la radiacion, drogas, el tabaquismo y la hipoxia [25].

El Glucomanano se ha reportado que promueve la acumulacién de los fibroblastos
y estimula la produccién de coldgeno en las heridas de piel [28,29]. Del mismo
modo, Shahbuddin, Bullock, MacNeil, y Rimmer (2014) informaron que el
glucomanano konjac tiene la capacidad de estimular metabolitos de fibroblastos y

la migracion tanto de fibroblastos como queratinocitos [30,31].

1.4 Generalidades de la Piel

La piel es uno de los 6rganos mas grandes y mas pesados de nuestro
cuerpo. Dependiendo del tamafio corporal y la masa, pesa entre 3.5y 7.5 kilos y

mide de 1,5a2 m?.

La piel protege al cuerpo de los factores ambientales nocivos, tales como la
humedad, el frio y la luz del sol, ademas de gérmenesy sustancias
nocivas. Desempefia un papel importante en la regulacion de la temperatura

corporal. Es a través de nuestra piel que recogemos la informacién sensorial [33].

También la piel sintetiza sustancias quimicas importantes como la melanina y los
carotenos, que dan a la piel su color. Metaboliza la vitamina D cuando se expone a
la luz solar, la cual es importante para la adsorcion de calcio y el desarrollo de los

huesos.
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Fig. 3. Estructura de la Piel. Tomado y modificado de: Informed Health Online [Internet].
Cologne, Germany: Institute for Quality and Efficiency in Health Care (IQWiG); 2006-. How
does the skin work? 2009 Sep 28 [32].

La piel se compone de tres capas: la epidermis, la dermis y el tejido subcutaneo.

La capa visible externa de la piel se llama epidermis (Fig.3).

La epidermis es delgada y altamente estratificada, compuesta principalmente de
gueratinocitos y melanocitos en la capa epidérmica inferior. Las células llamadas
melanocitos producen y almacenan el pigmento llamado melanina. Cuando
estamos en el sol, los melanocitos producen mas melanina, esto hace que nuestra
piel sea mas oscura. De esta forma la melanina nos protege de los rayos UV del

sol.

Se subdivide en 4 capas: estrato corneo, estrato granuloso, estrato espinoso y
estrato basal. La capa mas externa de la epidermis proporciona la barrera fisica y

estd compuesta principalmente de queratinocitos muertos, mientras que la
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queratina y los desmosomas por debajo soportan fisicamente la integridad de la
epidermis [34]. La epidermis esta en una constante auto-renovacion, por lo que se
le considera un tejido dinamico, en el que la pérdida de las células de la superficie
de la capa cornea (descamacion) se equilibra con el crecimiento celular en la

epidermis inferior.

Al salir de la capa basal, los queratinocitos empiezan a diferenciarse y durante la
migracion a través del estrato espinoso y estrato granuloso se someten a una
serie de cambios en su estructura y composicion. Los queratinocitos sintetizan y
expresan numerosas proteinas estructurales y lipidos durante su maduracién. El
ultimo paso de diferenciacion de los queratinocitos esta asociado con cambios en
su estructura lo que resulta en su transformacion a corneocitos. Los corneocitos
son células muertas planas llenas de filamentos, queratina y agua, que estan

rodeados por una capa densamente reticulada de proteina [35].

Por otro lado, la dermis (la capa interior gruesa de la piel) se compone de fibras
resistentes y elasticas de elastina y colageno que estan llenas de un fluido viscoso
compuesto de glicosaminoglicanos y hialuronano. Con ello se garantiza que la piel
sea fuerte y estable, pero también elastica; esta capa es relativamente acelular y
estd compuesta de matriz extracelular que es producida y mantenida por los

fibroblastos, que son el principal tipo de células en la dermis.

La dermis contiene una disposicion vascular compleja de vasos sanguineos y
estructuras anexas con origen en los foliculos pilosos, glandulas sudoriparas y
glandulas sebaceas. También tiene abundantes células endoteliales que son
importantes para la angiogénesis y el mantenimiento de los vasos sanguineos,
células hematopoyéticas como los macrofagos y los linfocitos, células musculares
lisas, adipocitos, neuronas sensoriales y células de las glandulas sudoriparas.

Estas células en colaboracion ayudan a mantener la homeostasis de la piel.

Otro componente importante de la piel es el tejido subcutaneo, el cual se
compone principalmente de grasa y tejido conectivo. La grasa en esta porcion del
tejido actia como un amortiguador y protector de los huesos o articulaciones de
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los golpes externos o protuberancias. La dermis y el tejido subcutaneo también
tienen vasos sanguineos y linfaticos, ademas de enervacion, glandulas
sudoriparas, glandulas sebaceas y glandulas odoriferas, asi como las raices de la

cabeza y el pelo del cuerpo.

La piel al ser un tejido de proteccion esta expuesta todo el tiempo a situaciones
gue pueden generar heridas, ya sea por accidentes, caidas, golpes, quemaduras,
armas, entre otras causas. Estas lesiones pueden ser menores 0 severas y poner

en peligro la vida.
1.5 Definicion de herida

Una herida es un tipo de lesion en la que se rasga la integridad epitelial y con esto
se causa una interrupcion en la estructura de la piel y la funcion del tejido normal
subyacente. Las heridas se dividen en dos categorias, heridas abiertas y cerradas.
Hay varios tipos de heridas abiertas, tales como la incision, abrasion, laceracion, y
heridas de penetracion. Una herida cerrada sucede cuando existe un fuerte
traumatismo y provoca dafios en la estructura de la piel. Una herida cerrada es tan
peligrosa como una herida abierta. Se pueden clasificar como contusion,

hematomas, lesiones por aplastamiento y heridas cronicas y agudas [92].

Cuando un individuo presenta una herida, una serie de eventos bioquimicos
complejos se presenta para reparar el tejido dafiado. Este proceso se denomina
cicatrizacion que se presenta en los seres vivos para regenerar el tejido

epidérmico y dérmico.

1.6 Cicatrizacion

La cicatrizacion es un proceso dinAmico mediado por proteinas solubles (citocinas
y factores de crecimiento) y células encargadas de la proliferacién celular para el
restablecimiento del tejido lesionado [42]. Hay dos tipos de cicatrizacion, de
primera intencion, que ocurre durante las primeras 12-24 horas después de haber

sido cerrada la herida, al aproximar sus bordes con suturas, cintas, o algun

18



dispositivo mecéanico. El segundo tipo, de segunda intencidn, el cual se caracteriza
porque no se alcanza a regenerar la arquitectura normal de la piel, debido a la
pérdida extensiva de tejido por un trauma severo o una quemadura, y cuyo tiempo

de resolucion dependera de la extension de la herida [43].

Una serie de factores pueden causar un retraso en la cicatrizacion de heridas
incluyendo insuficiencia venosa o arterial, diabetes, enfermedad renal, trauma,
edad avanzada y efectos de presion local. Los factores locales como hipoxia
tisular, isquemia, cuerpos extrafios, maceracion de tejidos, exudados, infeccion, la
interrupcion de la regulacién del proceso inflamatorio, y factores sistémicos
incluyendo el estado nutricional o el sistema inmune comprometido pueden

alterar la cicatrizacion (Fig.4) [47].

Fases de la Cicatnzacion
1a 3 dias
FASE1 Hemostasia Se detiene el sangrado
3o 20dias
FASE 2 N Nuevo marco de trabajo para el crecimiento

de los vasos sanguineos
1a &semanas

FASES Herfda cerrada Proliferacion o Granulacién

& semanas a 2 afios

FASE 4 Tejido Final Remodelacién o Maduracion

Fig.4 Fases de la cicatrizacion de heridas y calendario general que sigue la curacion.
Tomado y modificado de: Adv Wound Care (2014) Jan 1;3(1):46-53. [46].

La piel es un tejido complejo, y por lo tanto una herida ocasiona dafios a muchas
estructuras, las capas celulares y linajes, incluyendo la capa epidérmica de
gueratinocitos, junto con apéndices epidérmicos asociados tales como foliculos
pilosos y glandulas sudoriparas; la membrana basal (BM) que subyace en la
epidermis; y la dermis, que es una estructura compleja que consiste en

fibroblastos, matriz extracelular (ECM), nervios y vasos sanguineos y linfaticos.
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Particularmente, la piel humana tiene una de las mayores habilidades para
regenerarse en comparacion con otros tejidos en nuestro cuerpo. El proceso de
cicatrizacion normal comienza tan pronto como el tejido se lesiona donde los
componentes sanguineos entran en contacto con el colageno y ECM en el sitio de

la lesion, liberando factores de coagulacion y crecimiento (Fig.5).

Un numero considerable de diferentes linajes de células juegan un papel clave
durante las diversas fases superpuestas del proceso de reparacion (la respuesta
inmediata; la respuesta inflamatoria; la fase de proliferacion, la migracion y

contraccion, y la fase de resolucion) [43].

A. CURACION DE UNA HERIDA PEQUENA

Costra

LR — Mitosis
Tejdo de granulacion
Macrofago

) B\ P —  Frotiasno
Gj/&:‘\‘;f—; - = Capdar nuevo

24 h

Semanas

= Unidn fibrosa
- J‘W‘l}

Fig. 5 Proceso de cicatrizacion en una herida pequefia. Tomado de: Ramirez Ramirez
Hector. (2015). Regeneracion, reparacién y cicatrizacion [Figura]. Recuperado de
ResearchGate [44].

1.6.1 Reparacion Tisular

La reparacion tisular es un proceso por el cual nuevos tejidos remplazan a los
tejidos que fueron lesionados. Un tejido puede repararse siempre y cuando su
tejido conectivo o el mismo tejido puedan producir células que remplacen a las
pérdidas durante la lesion e inflamacion. En la cicatrizacion el tejido tendra una

respuesta linfoproliferativa que se encargara de remplazar a las células en los
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tejidos incapaces de regenerarse, mientras que en la reparacion se lleva a cabo
por el depdsito continuo de matriz extra celular (ECM). Si la lesion persiste y la
inflamacion se vuelve cronica, la lesion y la reparacidn tisular se producirdn de
modo simultdneo provocando de esta forma un depdsito anormal de ECM vy

consecuentemente una fibrosis [37, 38, 39].
1.6.2 Formacién de cicatrices

Una cicatriz se genera a partir del depdsito de matriz extracelular en el tejido
donde se generd la lesion, el cual no tendra la capacidad de regenerarse por si
solo en respuesta a inflamacion crénica, después de la cual existira proliferacion y
migracion de células parenquimatosas del tejido conectivo con la formacion casi
simultinea de nuevos vasos sanguineos para luego remodelar el tejido

depositado, contrayéndolo [40,41].

De manera general la formacion de cicatrices se divide en cuatro fases (Fig. 6)
[37,40]:

Fase inflamatoria: Al originarse la lesidn existe una ruptura de los vasos
sanguineos de la zona lesionada y salida de los elementos formes de la sangre.
Simultaneamente se produce vasodilatacion que permitira la llegada de células
fagociticas que eliminaran las células dafiadas y ademas existira una liberacion de
proteinas como la fibronectina, fibrinbgeno y factores de crecimiento que

permitiran el incremento y funcién de los fibroblastos.

Fase de eliminacion o lisis: En esta fase las células fagocitarias eliminan todas las

células que ya no tengan funciéon debido al dafio tisular.

Deposicién de ECM y formacién de cicatriz: Los fibroblastos sintetizan y depositan
elementos de la ECM reponiendo el tejido perdido, que posteriormente se

convertird en una cicatriz compuesta por fibroblastos y colageno.

Remodelacion tisular: que tiene un periodo prolongado de 6 a 12 meses, en el cual

se reorganizan las fibras colagenas desestructuradas y se reduce el numero de
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vasos sanguineos formados, lograndose reducir el tamafio de la cicatriz y contraer

la herida para brindarle mayor resistencia.

CICATRIZACION

Hemostasia y Coagulacion

- Coagulo de Sangre

g Inflamacion

B — Costra
Fibroblasto

Macréfago —

Proliferacion de '
Fibroblastos —LE - ZW3 >

Grasa subcutdnea

D
Epidermis e

recién curada

Dermis

recién curada i~

Fig.6 Fases de la Cicatrizacion. A) La respuesta inmediata; B) la respuesta inflamatoria;
C) fase de proliferacién, migracién y contraccién; D) la fase de resolucion. Tomado y
modificado de Eming et al.(2014). Wound repair and regeneration: mechanisms, signaling,
and translation. Sci Transl Med. Dec 3; 6(265) [45].

1.6.3 Modelos animales utilizados para la evaluaciéon de la Cicatrizacion

Debido a las similitudes con la piel humana, los modelos de cicatrizacion en
cerdos fueron utilizados en los primeros dias para investigar los mecanismos de
reparacion [48], y siguen siendo un modelo popular para los ensayos preclinicos
de terapias potenciales [49]. Sin embargo, por su mal comportamiento genético,
anestesia complicada y procedimientos quirdrgicos, costos y problemas de
vivienda han sido sustituidos por modelos de roedores, en su mayoria ratones,
este modelo es predominante para investigar los mecanismos celulares y

moleculares en la reparacion de tejidos de mamiferos [103].
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Las escisiones quirdrgicas y las incisiones de grosor total realizadas en la piel del
tronco dorsal del ratén son las méas populares. Dicho esto, numerosas variaciones
en el disefio experimental son empleadas por diferentes grupos. Las heridas por
escision, por ejemplo, pueden ser hechas de muchas formas y tamafos diferentes,
ya sea mediante biopsia por puncién, tijeras quirdrgicas o laser / quemadura. Las
heridas pueden dejarse abiertas (denominadas cicatrizacion por intencion
secundaria) o ser férreas, suturadas o vestidas. Las heridas por escisidon vestidas
con Tegaderm se sugieren para ayudar a la evaluacion de la reepitelizacion de la
herida [56], mientras que la cicatrizacion por intencidbn secundaria implica una

mayor contraccion de la herida (Fig. 7).

El modelo de ratbn mas empleado para estudiar estos procesos es el modelo de
herida por excision. Tipicamente, se crea una herida excisional de grosor total en
el dorso del raton y se extiende a través del panniculus carnosus. Las heridas son
entonces fotografiadas regularmente y el cierre de la herida se calcula en base al

tamafio de la herida con respecto a las dimensiones de la herida original [54].

Los beneficios de este modelo quirdrgico comdn son numerosos. Los materiales y
técnicas necesarios son relativamente simples, reproducibles y practicos para
experimentos que implican un gran tamafio de muestra. Se puede acceder
facilmente al lecho de la herida para aplicar agentes tépicos (por ejemplo,
productos farmacéuticos, células, biomateriales) para estudiar las modulaciones
de los procesos de reparacion. Las heridas de esta naturaleza suelen cicatrizar
mediante re-epitelizacion, reconstitucion dérmica y contraccion de la herida,
permitiendo un analisis de cualquier fase de cicatrizacion o de todo el proceso de
cicatrizacion. Las heridas recolectadas se pueden examinar histolégicamente tanto
para el espacio epitelial como para las caracteristicas del lecho de granulacion
[55].
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Fig. 7 Modelos quirargicos de enfermedades cutaneas en ratones. (a) Los modelos de
heridas excisionales de espesor total. La contraccion del panniculus carnosus subyacente
se puede minimizar con un modelo de herida con hendidura (derecha), por lo que la
reparacion de la herida procede principalmente a través de la formaciéon de tejido de
granulacion y la re-epitelizacién similar a la reparacion de la piel humana. (b) El modelo de
colgajo isquémico produce un gradiente controlado de isquemia basado en el numero y
localizacién de los vasos sanguineos. (c) La presion ciclica puede ser aplicada con
imanes opuestos Yy la piel interposicionada para imitar la reperfusion / lesion de isquemia
pensada para impulsar la patofisiologia de la Ulcera de presion. (d) La aplicacion de la
carga mecénica exdgena a las incisiones del ratdbn da como resultado un aumento de la
fibrosis de la herida similar a la cicatrizacion humana. Tomada y modificada de: Wong
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VW, et al. (2011). Surgical Approaches to Create Murine Models of Human Wound
Healing. Journal of Biomedicine and Biotechnology [55].

Las heridas incisionales a menudo se suturan para simular una situacion clinica
qgue ocurre en el tejido. Los compuestos pueden ser suministrados localmente a la
herida, aplicacion via topica e inyeccion, incorporados en apdsitos, o

administrados sistematicamente.

De igual forma se realizan experimentos in vitro los cuales abordan parcialmente
la importancia de las interacciones paracrinas entre diferentes poblaciones
celulares de la piel [50], pero estan limitados en su relevancia biolégica para la
cicatrizacion de heridas. El estudio del comportamiento celular en una placa de
cultivo bidimensional ofrece la capacidad de investigar objetivos especificos con
minima interferencia de factores externos, pero no existen sefiales crénicas in
vivo, (sefializacion paracrina, sefales tridimensionales, etc.) por lo que se han

limitado este tipo de estudios.

Se han desarrollado sistemas "organotipicos" cada vez mas complejos para
recapitular mejor el entorno nativo de la piel [51]. Estos "equivalentes de piel viva"
son construcciones de ingenieria compuestas de células epiteliales escamosas
estratificadas crecidas en una interfaz aire-liquido por encima de una matriz de
tipo colageno sembrada con fibroblastos dérmicos [52]. Estos modelos han
mejorado considerablemente la capacidad de los investigadores para estudiar los
mecanismos de alteraciones humanas (incluida la tumorigénesis y la reparacion
de heridas) en un sistema in vitro biolégicamente mas relevante [53]. No obstante,
la complejidad de la cicatrizacion de heridas in vivo no puede recrearse
completamente en una placa de cultivo, y los modelos animales son una
herramienta necesaria para elucidar la patologia subyacente de la enfermedad

humana.

Sin embargo, existen algunas diferencias entre la piel de ratén y la piel humana

(Tabla 1.4); aunque la piel del raton consta de tres capas, como lo hace la piel
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humana (es decir, epidermis, dermis, hipodermis), existen diferencias significativas

en la anatomia y fisiologia de cada capa.

Tabla 4 Diferencias entre la piel de ratéon y la piel humana. Tomada y modificada de:

Wong VW, et al. (2011). Surgical Approaches to Create Murine Models of Human Wound

Healing. Journal of Biomedicine and Biotechnology [55].

Raton

Humano

Ciclo del Cabello

Arquitectura Epitelial

Glandulas Sudoriparas

apocrinas

Propiedades Biomecanicas

Espesor Hipodérmico

Capa muscular Subcutanea

Método principal de
cicatrizacion

Aproximadamente 3 semanas.

No hay crestas epiteliales.

Ausentes en la piel, presentes
en las glandulas mamarias.

Delgada, flexible, suelta.

Dependiente del ciclo del

cabello.

Presente en todo
panniculosus carnosus.

como

Contraccion.

Altamente variable.

Crestas epiteliales presentes.

Presentes en regiones axilares,
inguinales y perianales de la
piel.

Espesa, relativamente rigida,
adnerente a los tejidos
subyacentes.

Menos variable.

Presente solo en la region del
cuello como platisma.

Formacion de tejido de
granulacion y reepitelizacion.

Las heridas murinas se curan de manera diferente a la humana, principalmente

debido al proceso de contraccion. Esto es en parte, debido a una capa extensa
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subcutanea del masculo estriado llamada panniculus carnosus que esta ausente
en seres humanos. En los ratones, esta capa muscular permite que la piel se
mueva independientemente de los musculos mas profundos y es responsable de

la rapida contraccion de la piel después de la herida [55].
1.6.4 Tratamientos actuales para la Cicatrizacion

Aunque la piel humana tiene una capacidad natural para promover la auto-
regeneracion después del dafo, esta capacidad puede verse comprometida bajo
condiciones especificas, como pérdida de piel extensa, quemaduras profundas,

heridas cronicas, Ulceras no curables y diabetes [57, 58].

Diversos enfoques no quirdrgicos se han desarrollado y se han introducido
numerosos medicamentos para ayudar a la gestion de heridas.

1.6.4.1 FArmacos

La pentoxifilina, una metilxantina que mejora la perfusién de los lechos vasculares
periféricos, es Util en pacientes con Ulceras secundarias a la enfermedad vascular
periférica. Mejora la microcirculacién capilar disminuyendo la viscosidad de la
sangre y reduciendo la agregaciéon plaquetaria. También puede inhibir el factor de
necrosis tumoral a, una citocina inflamatoria implicada en heridas que no

cicatrizan.

lloprost, un analogo de la prostaciclina, es un tratamiento establecido para la
claudicacion intermitente, la isquemia grave de las extremidades y la prevencion
de gangrena inminente, y para reducir el dolor y los sintomas clinicos asociados
con la enfermedad de Raynaud. lloprost por via intravenosa es Util para promover
la curacion de las Ulceras arteriales y Ulceras de vasculitis secundaria a
enfermedades del tejido conectivo tales como artritis reumatoide y la

esclerodermia.

El trinitrato de glicerilo, un donante de 6xido nitrico, es eficaz en el manejo de
fisuras anales crénicas cuando se aplica tépicamente como unguento al 0,2%. El

oxido nitrico causa vasodilatacion, y estudios sugieren un importante papel del
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trinitrato de glicerilo en el tratamiento de heridas cronicas de etiologia isquémica,

incluidas las Ulceras vasculiticas.

Los antagonistas del calcio tales como diltiazem y nifedipino son utiles en el
tratamiento de las Ulceras vasculiticas secundarias a la enfermedad de Raynaud y

enfermedades del tejido conectivo.

Los corticosteroides sistémicos son Utiles en el tratamiento de Ulceras secundarias
a enfermedades del tejido conectivo, incluyendo artritis reumatoide, esclerodermia
y otros trastornos vasculiticos. Promueven la curacion atenuando la respuesta

inflamatoria excesiva.

La fenitoina, aplicada topicamente, promueve la cicatrizacion de la herida
mediante la inhibicion de la enzima colagenasa. Es eficaz en algunas Ulceras de

bajo grado y Ulceras tréficas.

Los retinoides (derivados de la vitamina A) tienen un impacto en la curacién de
heridas a través de sus efectos sobre la angiogénesis, la sintesis de colageno y la
epitelizacion. La vitamina A es necesaria para el mantenimiento epidérmico
normal. Aunque el valor de los retinoides en las heridas cronicas no esta claro, se
ha demostrado que la tretinoina topica (0.05-0.1%) acelera la reepitelizacion de las
heridas con dermabrasion, y las heridas de espesor parcial y completo en modelos

animales.

Los analgésicos son necesarios para muchas Ulceras. Pueden ir desde
analgésicos simples hasta opiaceos en individuos cuyo dolor es severo. El dolor
por Ulceras asociadas con neuropatia puede beneficiarse del tratamiento con
ciertos antidepresivos triciclicos (como amitriptilina) o farmacos antiepilépticos

(como la gabapentina) [98].

Colageno, es un elemento muy importante en el proceso de cicatrizacion el cual
acelera la reparacion tisular, disminuye la respuesta inflamatoria local, estimula el
proceso de granulacion y ejerce un buen efecto desbridante, que es la capacidad

para reducir la carga bacteriana, incentivar la formacién de tejido conectivo, asi
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como activar células inflamatorias, la fagocitosis y la neovascularizacion en el

tejido reparado.

Actualmente se comercializa un apoésito con colageno heterélogo en polvo,
denominado Catrix®; que es un compuesto de polvo micronizado estéril de
cartilago traqueal bovino, formado ademas por otros componentes como el factor
de crecimiento derivado del cartilago (FCDC), que incide en la cicatrizacion [93,
94].

Quitina en polvo, es una sustancia extraida del esqueleto de diferentes insectos,
las conchas de los crustaceos y el cartilago bovino. Al aplicarla sobre una herida
es despolimerizada por la accidon de enzimas lisosomales abundantes en el sitio
de la lesion, lo cual permite la formacion de fibroblastos y, por consiguiente, de

fibra colagena.

El empleo efectivo de la quitina en la cicatrizacion de heridas, Ulceras cronicas de
la piel y quemaduras esta relacionado con la propia composicion del tejido
conectivo, que contiene cantidades variables de glicosaminoglicano, asociadas a
proteinas. Estudios histoquimicos registran que la produccién de
mucopolisacaridos “prepara y dirige” a los fibroblastos para producir colageno, de
cuya orientacion y entrecruzamiento dependen las propiedades mecanicas del
tejido cicatrizado. Se utiliza en forma de ungtentos y polvos [95,96].

A continuacioén se presentan algunos farmacos que se utilizan en conjunto para el
tratamiento de heridas, los cuales presentan un efecto directo en la cicatrizacion
(Tabla 4).
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Tabla 4 Efectos de algunos farmacos comunmente usados en la Cicatrizacién de heridas.
Tomada y modificada de: Enoch, S., Grey, J. E., & Harding, K. G. (2006). Non-surgical
and drug treatments. BMJ : British Medical Journal, 332(7546), 900—903 [98].

Clase y nombre del medicamento

Efecto

AINES Ibuprofeno

Afecta la fase inflamatoria al inhibir la
produccion de ciclooxigenasa;reduce la

resistenciaalatraccion de la herida.

Colchicina

Afectalafase inflamatoriay lafase proliferativa
al disminuir la proliferacién de fibroblastos;
altera la fase de remodelacién degradando la
matrizextracelularreciénformada.

Los corticosteroides (prednisolona)

Afecta la fase hemostatica al disminuir la
adhesidén plaquetaria; lafase inflamatoria se ve
comprometida al afectar la fagocitosis; afecta
a lafase de remodelaciény reduce la actividad
de los fibroblastos e inhibe la sintesis de
colageno.

Antiplaquetarios (aspirina)

Afecta la fase hemostdtica inhibiendo la
agregacion plaquetaria; inhibe la inflamacién
mediada por los metabolitos del acido

araquiddnico.

Anticoagulantes Afecta la fase hemostatica por su efecto sobre
) la formacién de fibrina; puede conducir a la

Heparina formacién de trombos que causan
trombocitopenia (sindrome del coagulo
blanco).
Afecta la fase hemostatica por su efecto sobre
la formacion de fibrina; puede causar necrosis
tisulary gangrena.

Warfarina

Vasoconstrictores (nicotina, cocaina, | Afecta la fase proliferativa inhibiendo Ia

adrenalina) neovascularizacion 'y  disminuyendo la

formacién de tejido de granulacién; daia la
microcirculaciéon y aumenta el rechazo del
injertoyla necrosisde laulcera.
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1.6.4.2 Tratamientos no farmacolégicos

Cuando las heridas son agudas se pueden utilizar los siguientes tratamientos [97]:
Sutura, costura de los bordes de una herida con hilo, cuando es leve.

Adhesivos topicos; se ha popularizado cerrar los tejidos con estos productos, entre
ellos el 2 -octil-cianoacrilato; liquido que al juntar los bordes de la herida, los

conserva unidos mientras cicatrizan.

Vendoletes; son cintas especiales, parecidas a las adhesivas, pero mas delgadas

y con igual resistencia, que no irritan la piel.

Peliculas de poliuretano, cintas transparentes con adhesivo, que ayudan a
mantener los bordes de las heridas juntos; son hipoalergénicas e impermeables al
agua; permiten que salga el dioxido de carbono y favorecen la penetracion del

oxigeno.
En heridas crénicas:

Apésitos o0 gasas, impregnados de medicamentos, pueden permanecer en la
herida por mas de 24 horas e incluso contener carbén activado y plata, en caso de
heridas infectadas; otros son de arginato de calcio, cuyas fibras se hinchan al
contacto con la sangre o la secrecién de la herida y originan un material gelatinoso

gue atrapa bacterias y restos celulares.

Parches, su funcion es favorecer la cicatrizacion desde el fondo hasta la superficie
y de los bordes de la herida hacia el centro, con ayuda de hidrogeles,
hidrocoloides e hidropolimeros, conocidos agentes medicinales que permiten

mantener la zona bien hidratada, sin necesidad de limpieza diaria ni molestias

Aplicacion de piel cultivada, sintética, animal o humana, se utiliza en diferentes

padecimientos, tales como quemaduras y Ulceras venosas Yy diabéticas; sin
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embargo, todavia se encuentran en fase de investigacion clinica, por sus posibles

efectos secundarios a largo plazo.

Luz polarizada, procedimiento utilizado desde hace afios como fototerapia para
aliviar o curar diversas afecciones, pues al aplicarse luz sobre los tejidos dafados,
se estimulan las células afectadas de la zona y se modifica la electricidad propia
de la membrana celular, lo cual normaliza el funcionamiento de las enzimas

celulares cutaneas.

Por otro lado las practicas y compuestos que surgen de la medicina tradicional se
han utilizado para crear las condiciones Optimas para el proceso de regeneracion
de la piel y para prevenir el fracaso del proceso de curacion, debido a sus
actividades terapéuticas, disponibilidad, asequibilidad y bajo costo [59]. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la medicina tradicional, también
denominada medicina "alternativa" o "complementaria”, subraya el uso de terapias

tradicionales para el mantenimiento de la salud y prevencion.

Estas terapias comprenden practicas, productos y conocimientos de diferentes
paises, que incluyen el uso de organismos vivos y compuestos naturales
obtenidos de una amplia gama de fuentes (por ejemplo, animales, plantas, hongos
y minerales). En la ultima década ha sido testigo de un crecimiento en el manejo
racional de heridas crénicas y algunos nuevos desarrollos en vendajes de heridas,
incluyendo intentos de incorporar factores de crecimiento recombinantes y células
vivas. En particular, es el entorno de la herida local que ha sido considerado como
el objetivo clave para las estrategias terapéuticas. Los apdsitos proporcionan el
ambiente mas favorable para una curacion exitosa al proteger el sitio local de la
herida de traumatismos adicionales mientras proporcionan humedad y absorben el
exceso de exudado. Los apositos mas complejos pueden tener propiedades
biol6gicas adicionales, tales como ser antibacterianos, atraer células circulantes,
estimular células locales a migrar y proliferar, asi como estimular la deposicién

apropiada de la matriz [99].
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1.6.4.3 Compuestos derivados de plantas

Los productos a base de hierbas se aplican como extractos, emulsiones, cremas y

unguentos, siendo comunmente administrados por via topica, sistémica y oral [60,

61, 62]. A continuacion se presentan (Tabla 5) algunos ejemplos de plantas

utilizadas para la cicatrizacion de heridas.

Tabla 5 Ejemplos de algunas plantas que actualmente son investigadas para el

tratamiento de cicatrizacién de heridas (DMSO, sulféxido de dimetilo; SM, sesamol).
Tomado de: Pereira, R. F., & Bértolo, P. J. (2016). Traditional Therapies for Skin Wound
Healing. Advances in Wound Care, 5(5), 208—-229.

Planta Principales Formas Fisicas Evidencia Clinica Referencias
Componentes y Vias de vy de Laboratorio
Administracion
Aloe vera Azlcares Formas: Actividad anti- 60,62, 63-65
solubles, Soluciones, inflamatoria y
polisacaridos no cremas, antimicrobiana;
almidonado, mucilago, geles y estimula la
lignina, apositos. proliferacion
polisacaridos, Vias: Topica y celular, sintesis de
glicoproteinas 'y oral. colageno y
agentes angiogénesis;
antisépticos promueve la
contraccion de la
herida.
Hippophae Flavonoides, Formas: extracto Actividades 66, 67
rhamnoides carotenoides, acuoso de hojas, antioxidantes y
vitaminas (C, E, aceite de anti-inflamatorias;
K), taninos, semillas. estimula el proceso
acidos organicos, de curacion;
triterpenos, Vias: Toépica y mejora la
glicéridos de oral. contraccién y la
acido palmitico, epitelizacién de la
estearico, oleico y herida; aumenta el
aminoécidos. contenido de
hidroxiprolina y
proteinas en la
herida.
Angelica Aceites Formas: Extractos Estimular la 68
sinensis esenciales e de etanol, acido proliferacion de
ingredientes fertllico disuelto fibroblastos de piel
solubles en agua; en DMSO. humana, la
el acido ferdlico \/jaq: Solo Secrecion de
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Catharanth
us roseus

Calendula
officinalis

Sesamum
indicum

Morinda
citrifolia

es el principal
componente
activo.

Contienen dos
clases de
compuestos
activos:

alcaloides y
taninos.

Triterpenoides vy
flavonoides.

SM es el principal
componente
antioxidante,
otros incluyen
sesamolina y
sesaminol.

Acidos,
alcoholes,
fenoles, ésteres,
antraquinonas,
esteroles,
flavonoides,
triterpenoides,
sacaridos,
carotenoides,
ésteres, cetonas,
lactonas, lignanos
y nucledsidos.

pruebas in vitro.

Formas: extracto
de etanol a partir
de la hoja

Vias: Topica.

Formas:
extractos
acuosos, en
hexano y
extractos
etandlicos
disueltos en
DMSO

geles,

Vias: Topica

Formas: SM
(pureza> 98%) y
SM que contiene
dexametasona

Vias:
intraperitoneal e
intramuscular

Formas: extracto
de etanol/agua de
hojas de plantas.

Vias: Oral

colageno y la
expresion de TGF-
B en condiciones in
vitro.

Actividad
antimicrobiana
contra
Pseudomonas
aeruginosa y
Staphylococcus
aureus; aumenta la
resistencia de la
herida y la
epitelizacion.
Actividades
antiinflamatorias y
antibacterianas;

estimula la
proliferacion y
migracion de
fibroblastos in vitro;
estimula la
produccion de

colageno y la
angiogénesis.

Mejorar la
resistencia a la
traccion de la
herida, la
contraccion y los
niveles de

hidroxiprolina  en
los modelos de
herida normal vy
retardada en ratas.

Mejora el
contenido de
hidroxiprolina y
reduce tanto el

area de la herida
como el tiempo de
epitelizacion.

69

70,71, 72

73

74,75
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Camellia Polifenoles, Formas: vaselina En ratas Wistar 76,77

sinensis flavonoides, pura y pomada con heridas
taninos, cafeinay del extracto creadas por
aminoacidos. etandlica de la incision se redujo
planta (0.6%). el tiempo de
cicatrizacion y la
Vias: Tépica longitud de la
herida.
Rosmarinu  La mayoria de los Formas: extracto Reduce la 78
s officinalis componentes acuoso y aceite inflamacion y
L. bioactivos esencial. mejorar la
incluyen contraccion de la
terpenoides y Via: Topica e herida, re-
polifenoles, tales intraperitoneal. epitelizacion,
como  carnosol, angiogénesis y
acido carndsico y deposicion de
acido colageno en las
rosmarinico. heridas de grosor
completo en

ratones diabéticos.

1.6.4.4 Productos derivados de Animales

Productos de origen animal, como miel y propdleos, se han utilizado en el cuidado
de heridas desde la antigliedad debido a sus propiedades terapéuticas. La miel se
ha aplicado como un material bioactivo natural que llena y cubre las heridas
superficiales o profundas, proporcionando un ambiente humedo y nutricion tépica.
Propéleos también se han empleado como resultado de sus propiedades
antioxidantes, anti-inflamatorias y antibacterianas. La piel de rana y sus
secreciones también se han explorado en la medicina tradicional como pomada o
apaosito provisional que cubre la herida, evitando la penetracion de patdgenos y la
deshidratacion [79, 80].

1.6.4.5 Organismos Vivos

El interés en el uso de organismos vivos para el tratamiento de heridas ha
aumentado significativamente en los ultimos afios, proporcionando enfoques
alternativos para la reparacion de la piel. Los gusanos tienen una notable actividad

antimicrobiana y la capacidad de estimular el desbridamiento de la herida,
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mientras que las sanguijuelas son muy Uutiles en el tratamiento de las heridas

venosas [100].
1.6.4.6 Usos tradicionales de Minerales

Los minerales también juegan un papel importante en la cicatrizacion de heridas,

de los cuales destacan los siguientes.

La plata es un agente antimicrobiano de amplio espectro que se utiliza
comunmente en el tratamiento de lesiones cutaneas, en particular, heridas y
guemaduras. La plata estd disponible como el ingrediente activo de diversos
productos, tales como soluciones (por ejemplo , nitrato de plata), cremas ( por
ejemplo , Sulfadiazina (SSD)), apdsitos de gasa (por ejemplo , Urgotul ® SSD) ,
espumas (PolyMem ® Silver) y apésitos ( por ejemplo , Acticoat ™ ). Entre la gran
variedad de productos a base de plata, SSD es uno de los mas utilizados, siendo

considerado el patron oro para el tratamiento topico de quemaduras [81,82].

El zinc; el tratamiento con sulfato de zinc oral puede ser beneficioso en pacientes
con Ulceras cronicas que tienen niveles bajos de zinc sérico. La administraciéon
topica de zinc parece ser superior a la terapia oral debido a su accién en la
reduccion de infecciones y material necrotico mediante sistemas de defensa local
mejorado y actividad colagenolitica y la liberacién sostenida de iones de zinc que
estimula la epitelizacién de heridas en individuos normozincémicos. El 6xido de

zinc en vendas de pasta protege y alivia la piel inflamada peri-ulcerosa [101].

El cobre; los apositos que contienen 6xido de cobre, mejoran la cicatrizacion de
heridas mediante la estimulacion de la proliferacion de fibroblastos dérmicos y el
incremento de colageno. Por lo tanto, la introduccion de o6xido de cobre en

productos ordinarios los transforma en productos extraordinarios [102].
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1.7 Regeneracion

Cuando se habla de curacion de heridas, se hace una distincion entre
regeneracion y reparacion. La regeneracion se utiliza para referirse a la sustitucion
completa del tejido dafiado con tejido nuevo no asociado con tejido cicatricial,
mientras que la reparacion se utiliza para referirse al restablecimiento de la

continuidad del tejido (Fig. 8). La regeneracion se puede lograr por dos medios:

e Restauracion, definida como "juntar lo que esté roto"
e Reconstruccion, definida como "reemplazar y reconstruir lo que es

derribado".

La Regeneracion es el reemplazamiento, por células de la misma estirpe, de un
tejido desaparecido por causas fisioldgicas o patoldgicas. El reemplazamiento de
un tejido por un sistema u otro depende de la capacidad de regeneracion de las
células. A diferencia de la regeneracion en la cicatrizacion se realiza la

sustitucion de un tejido desaparecido por tejido conjuntivo [104].

HOMEOSTASIS NORMAL
(equilibrio entre proliferacion y apoptosis)

@

|

O LESION
_ REGENERACION _ : __ REPARACION _

Renovacidn de los tejidos Tepdos estables Herida Inflamacion cronica
i { ‘
{

Cr ) I I

4
Regeneracion completa Crecimiento Cicatrizacion de Fibrosis
epidermis, tubo compensador una henda,
digestivo, epitelio renal y hepatico formacion
sistema hematopoyético de cicatrices

Fig. 8 Diferencia entre cicatrizacion y regeneracion de tejidos. Tomado de: Ramirez
Ramirez Hector. (2015). Regeneracion, reparacion y cicatrizacién. [Figura]. Recuperado
de ResearchGate [44].
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1.8 Generalidades del Oxido de zinc

El 6xido de zinc es un compuesto inorganico con la férmula ZnO y peso molecular
de 81.379 g/mol. El ZnO es un polvo blanco que es insoluble en agua , y se utiliza
ampliamente como un aditivo en numerosos materiales y productos, incluyendo
cauchos, plasticos, ceramica, vidrio, cemento, lubricantes, pinturas, ungientos,
adhesivos, selladores, pigmentos, alimentos, baterias, ferritas, retardantes del
fuego, y cintas de primeros auxilios. Se encuentra naturalmente como el mineral
zincite, pero la mayoria de 6xido de zinc se produce sintéticamente [105]. El 6xido
de zinc se puede utilizar en unglentos, cremas, y lociones para la proteccion
contra las quemaduras solares y otros dafios a la piel ocasionadas por la luz
ultravioleta. También es ampliamente utilizado para tratar una variedad de otras
condiciones de la piel, en productos tales como talcos y cremas protectoras para
tratar la dermatitis del pafal, crema calamina, champus anticaspa, y pomadas

antisépticas.

El 6xido de zinc favorece la cicatrizacion, protege la piel y alivia las irritaciones.
Ademas del tratamiento en dermatitis del pafal, la pomada de 6xido de zinc esta
indicada para el tratamiento de muchos problemas cotidianos de la piel. Promueve
la curacion, protege y ayuda a bloquear la humedad. Su uso esta indicado para
guemaduras menores, cortes y raspaduras. El 6xido de zinc es ligeramente
astringente y se usa topicamente como una aplicacién calmante y protector en el
eccema y ligeras excoriaciones, heridas, y para las hemorroides. La pasta de
oxido de zinc con el acido salicilico se utiliza con frecuencia en el tratamiento del
pie de atleta y otras dermatomicosis. Se desea una accion astringente para reducir

la inflamacién y para cerrar las fisuras [106].
1.8.1 Fisiologia del Zinc y su papel en la Salud

El zinc se encuentra ubicuo en el cuerpo, con el 85% almacenado en el musculo y
el hueso, el 11% en la piel y el higado, y el resto en otros tejidos [83]. Dadas las

3000 proteinas que requieren zinc, no deberia sorprender que el zinc sea crucial
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en innumerables procesos fisioldgicos; en el crecimiento, la funcion inmune, el

mantenimiento de tejidos y la cicatrizacion de heridas [84].

Aunque la toxicidad del zinc es rara y relativamente benigna, la deficiencia de zinc
es un problema de salud global con més de 2 mil millones de personas en riesgo
de deficiencia dietética. La deficiencia de zinc puede presentarse con un amplio
rango sintomatico, desde nauseas hasta alteraciones en el crecimiento, gustacion,

olfaccion, vision nocturna y cicatrizacion de heridas [85].

El aumento de la demanda de zinc durante el proceso de cicatrizacién de heridas
se satisface durante periodos prolongados aplicando 6xido de zinc a la herida.
Cuando se suministra oxido de zinc, los iones de zinc permanecen dentro del
fluido de la herida durante un periodo de tiempo prolongado, lo que da lugar a

niveles de zinc constantes dentro de la herida [86].

La forma principal que toma el zinc en el entorno celular es como parte de
metaloenzimas y esta involucrado en la estimulacion de multiples vias
enzimaticas. En un nivel celular basico, pero critico, el zinc es necesario para la
sintesis y replicaciéon del acido desoxirribonucleico (ADN) vy, por lo tanto, es
esencial para el crecimiento [107]. El zinc esta implicado en la hemostasia a través
de su interaccibn con las plaquetas, y es necesario para la produccién de
anticuerpos y la funcién celular inmune [108]. El zinc desempefia un papel central

en la proliferacion de células inflamatorias y modula la inflamacion cutanea [109].

A lo largo de las fases de proliferacion y maduracién, se requiere zinc para la
sintesis de colageno. El elemento también es necesario para la proliferacion de
fibroblastos y queratinocitos y acelera el proceso de reepitelizacion, mientras se
fortalece la herida [109,110].

1.9 Metodologias Farmacologicas en el restablecimiento epitelial

La administracion de farmacos a través de la piel es util para el tratamiento topico
de enfermedades de la piel o para la absorcion transdérmica de farmacos. La via

topica ofrece una superficie grande y variada, ademas de la facilidad de aplicacién
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a través de la autoadministracion y proporciona una alternativa a la administracion

oral de farmacos, asi como a la inyeccion hipodérmica [111].

La tasa y el alcance de la absorcion del farmaco a través de la piel depende de la
fisiologia de la piel y las propiedades fisicoquimicas de los farmacos, asi como del
sistema de administracion. Las formas de dosificacion actuales, es decir, parches,
unglentos, cremas, etc., estan asociadas con varias limitaciones. Los parches
tienen varias desventajas, la mas comun es irritacion de la piel, debido a sus
propiedades oclusivas que causan la obstruccion de los conductos sudoriparos, lo
gue a su vez evita la pérdida de vapor de agua de la superficie de la piel, presenta
dificultad para aplicar en superficies curvas, dolor al despegarse y un atractivo
estético pobre. Las preparaciones semisodlidas como cremas y ungiientos superan

algunos de estos inconvenientes pero tienen otras limitaciones [112].

Debido a su peculiar comportamiento reoldgico, los semisélidos pueden adherirse
a la superficie de aplicacion durante periodos suficientemente largos antes de que
se eliminen por lavado. Esta propiedad ayuda a prolongar la administracion de
medicamentos en el sitio de aplicacion. Una forma de dosificaciéon semisélida es
ventajosa en términos de su facil aplicacion, formulacion rapida y capacidad para

administrar topicamente una amplia variedad de farmacos.

Los ungiientos son preparados semisolidos utilizados para aplicacion externa en la
piel o en las membranas mucosas. Su composicion se ablanda pero no se derrite
con la aplicacion a la piel. Terapéuticamente, los unguentos funcionan como
protectores de la piel y emolientes, pero se usan principalmente como vehiculos
para la aplicacion tépica de sustancias medicamentosas.

Las cremas son formas de dosificacion semisélidas que contienen una o mas
sustancias farmaceéuticas disueltas o dispersas en una base adecuada,
habitualmente una emulsién de aceite en agua o dispersion acuosa microcristalina
de acidos grasos de cadena larga o alcoholes que son lavables con agua y son

cosmeética y estéticamente aceptables.
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Los geles son sistemas semisolidos que consisten en suspensiones de pequefas
particulas inorganicas o grandes moléculas orgénicas interpenetradas por un

liguido. Los geles pueden ser a base de agua o a base de solvente orgénico [113].

Las pastas son formas de dosificacion semisélida que contienen una 0 mas
sustancias farmacoldgicas incorporadas en una base con grandes proporciones de

sélidos finamente dispersos.

La eleccidon de las materias primas adecuadas para el desarrollo de una
formulacion se realiza sobre la base de los requisitos de administracion del
farmaco y la necesidad particular de impartir una emoliencia suficiente u otras

cualidades cuasi medicinales en la formulacion.

Las principales vias de entrada de drogas en la piel son la region folicular, los
conductos sudoriparos o el estrato cérneo ininterrumpido entre estos apéndices
[114,115]. La ruta particular de una sustancia depende principalmente de las

propiedades fisicoquimicas de la droga y del estado de la piel [116].
1.10 La nanotecnologia en la farmacologia

La nanotecnologia, tal como la define la Iniciativa de Nanotecnologia de los
Estados Unidos, es "la comprensién y el control de la materia en dimensiones de
aproximadamente 1-100 nandmetros, donde los fendmenos Unicos permiten
nuevas aplicaciones”. En la dltima década, las nanoparticulas disefiadas se han
convertido en una clase importante de nuevos materiales con varias propiedades
que los hacen muy atractivos para el desarrollo comercial. De hecho, se han
utiizado cada vez mas para fabricar diversos articulos industriales, como
cosméticos o ropa, y para infinitas aplicaciones en la industria electrénica,
aeroespacial y de la informatica. Ademas, como la necesidad del desarrollo de
nuevos medicamentos es apremiante, y dadas las funciones inherentes a
nanoescala de los componentes biologicos de las células vivas, la nanotecnologia
se ha aplicado a diversos campos médicos como la oncologia y la medicina

cardiovascular [117].
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1.10.1 Las nanomatrices como eleccion de encapsulamiento

Los materiales y muy en especial las hanomatrices son estudiados y desarrollados
no solo para minimizar y tratar de controlar el grave dafio ecolégico y la
devastacion de los recursos naturales, sino que en recientes investigaciones se
estan aplicando en la biomedicina y la fabricacion de nanomatrices, capaces de
controlar y posiblemente de eliminar ciertos tipos de enfermedades comunes y

graves causadas por diversas afecciones.

Estas nanomatrices, atacan directamente en la zona dafiada, reduciendo
reacciones secundarias producidas por farmacos tradicionales. La
nanoencapsulacion en materiales indérganicos biocompatibles es una tecnologia de

vanguardia para controlar la liberacion de drogas en el sitio de accion [122].

Los métodos de sintesis de nanoparticulas suelen agruparse en dos categorias,
las aproximaciones «de arriba hacia abajo» y las «de abajo hacia arriba» [118]. La
primera consiste en la division de sélidos masicos en porciones mas pequefas.
Este enfoque puede involucrar la molienda o el desgaste, métodos quimicos, y la
volatilizacion de un sélido seguido por la condensacién de los componentes
volatilizados. La segunda aproximacion, «de abajo hacia arriba», consiste en la
fabricacion de nanoparticulas a través de la condensacion de atomos o entidades
moleculares en una fase gaseosa 0 en solucién. Este ultimo enfoque es mucho

mas popular en la sintesis de nanoparticulas [119].

Existen diversos métodos que utilizan la aproximacién de “abajo hacia arriba” para
la sintesis de nanoparticulas, los mas empleados son aquellos que utilizan
procedimientos quimicos. Por lo general, inician con la reduccion de los iones
metalicos a atomos metdlicos, seguido por la agregacion controlada de estos
atomos. El método quimico es el mas conveniente para la obtencion de
nanoparticulas uniformes y pequefias. Uno de los métodos mas representativos de

esta aproximacion se describe a continuaciéon [121].
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1.10.2 Método Sol-Gel

El método sol-gel es un proceso quimico en fase hiumeda ampliamente utilizado
en la ciencia de los materiales. Este método se utiliza principalmente para la
fabricacion de nanomateriales. Se parte de una solucidon quimica o sol que actta
como precursor de una red integrada ya sea de particulas discretas o de una red
de polimeros. Los precursores tipicos del proceso sol-gel son los alcéxidos
metélicos y los cloruros metélicos, que sufren varias reacciones de hidrolisis y
policondensacién para formar una dispersion coloidal, que luego de una

polimerizacioén lenta forma un gel [120].

El método sol-gel esta comprendido dentro de los métodos de quimica suave para
la obtencion de materiales inorganicos avanzados de alta tecnologia que incluyen
peliculas delgadas, fibras, particulas, etc. Gracias a que el método permite una
manipulacion a nivel molecular de las diversas etapas de una reaccion sol-gel, es
posible sintetizar nuevos materiales de alta pureza controlando las caracteristicas
de la microestructura. En particular, es uno de los métodos que ofrecen mayores
ventajas cuando se trata de producir estructuras homogéneas a escalas

extremadamente finas, es decir, del orden de nanémetros.

De manera general, el método sol-gel comprende dos etapas principales que son:
la dispersion de particulas sélidas de tamafio coloidal (1-100 nm) en una fase
liquida (formacién de un sol) y la gelificacion del sol; aunque se utilizan también
otras variantes como son: a) hidrdlisis y condensacion de un alcéxido, o bien, de
los nitratos precursores, seguidos por un secado hipercritico del gel, b) hidrdlisis y
policondensacién de los alcoxidos precursores, seguidos por un envejecimiento

del gel y un secado en condiciones ambientales (Fig.9)[87].

En general, los alcoxidos son muy sensibles a la humedad es por ello que la
hidrdlisis para la formacion del gel es llevada a cabo usando alcoholes como un
solvente comun para los diferentes liquidos inmiscibles. Un gel polimérico es una
red macromolecular infinita, la cual esta hinchada por solvente. Un gel puede ser

creado cuando la concentracion de la especie dispersa aumenta. El solvente es
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atrapado en la red de particulas y asi la red polimérica impide que el liquido se
separe, mientras el liquido previene que el sélido colapse en una masa compacta.
La deshidratacién parcial de un gel produce un residuo soélido elastico que se
conoce como xerogel. Finalmente, este material es completamente deshidratado y
eventualmente tratado térmicamente en flujo de gas para obtener el material

nanoestructurado final [88].
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Fig. 9 Proceso general de sintesis de Sol-gel. Tomado de: ALVARADO RIVERA J.
Procesamiento y caracterizacion de recubrimientos hibridos ceramico-polimero [Internet]
[123].
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I PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De todos los oOrganos corporales ninguno puede inspeccionarse con mayor
facilidad ni se encuentra tan expuesto a una lesibn como la piel. Una serie de
factores juegan un papel con respecto a la salud de la piel. Estos incluyen los
regimenes de higiene personal, el estado nutricional, la exposicion a los
medicamentos, la radiacion, el tabaquismo, la hipoxia, las lesiones e infecciones
entre muchos otros. Mismos que causan lesién a la piel en grados variables, es
decir causan dafio epidérmico o superficial, mientras que las heridas profundas
causan lesion subdérmica e inclusive dérmico (las mas profundas). Con grados
variables de reaccion inflamatoria, cicatrizacion, con y sin reepitelizacion. Dentro
del espectro de lesiones de la piel se encuentran desde cortaduras, dafio
mecanico, eléctrico, quimico, microbiano, lacerante, prurito, psoriasis, queratosis,
quistes, ronchas o urticaria, cancer, Ulceras y quemaduras; asociadas 0 no a

patologias primarias como diabetes mellitus.

En este sentido, estudios en los que han participado personas con diabetes con
Ulceras del pie que no necesitaron de amputacién, los costes del tratamiento
oscilan entre los $20,000 y los $350,000. Cuando se habla sobre costes de
tratamiento asociado a Ulceras de pie diabético, es importante considerar cada
aspecto de la terapia. La ENSANUT 2012 identifica a 6.4 millones de diabéticos
(9.2 % de los adultos). De este total, el 25% con un buen control metabdlico, y el
30% de los pacientes mal controlados presentan complicaciones, lo que resulta un
gran problema para este tipo de poblaciéon. Asi mismo, las quemaduras ocasionan
aproximadamente 265, 000 muertes al afio, que en su gran mayoria tienen lugar
en los paises de ingreso bajo y mediano. Las lesiones por quemaduras no fatales
son una de las principales causas de morbilidad, se producen mayormente en el
ambito doméstico y laboral. Este aspecto es un gran problema de salud publica a
nivel mundial. Las enfermedades de la piel tienen la misma importancia en una
pequefia lesion que puede ocurrir de manera cotidiana a cualquier persona,

hasta lesiones gravosas como las antes mencionadas.

45



Il JUSTIFICACION

Debidos a todos estos problemas en la piel mencionados es necesaria la
busqueda de nuevos tratamientos para este tipo de enfermedades, que sean
accesibles a las personas en cuanto costo y disponibilidad. Por lo que en
investigaciones dirigidas, se busca lograr obtener nuevos compuestos que puedan
acelerar el proceso de cicatrizacion y/o regeneracion de la piel, para restaurar la

composicion de la piel.

En este sentido, el glucomanano en la piel se ha reportado como un promotor de
la acumulacion de fibroblastos, y un estimulante de la produccion de colageno en
las heridas de piel. Esta molécula se ha extraido de tubérculos de la planta
Amorphophallus konjac, y se ha informado como componente activo en el Aloe
vera para la cicatrizacién de heridas después de su interaccion con receptores de
manosa; con estos antecedentes surge el interés de buscar a la molécula en el
fruto llamado xoconostle, debido al parecido que existe entre su mucilago y el del
Aloe vera.

Asi mismo, el desarrollo de nanomateriales con potencial farmacolégico ha
cobrado sumo interés dentro de la industria farmacéutica, de tal manera que
moléculas con potencial terapéutico, como en este caso el glucomanano puedan
funcionalizarce teniendo de esta manera una forma farmacéutica de liberacion
continua. El 6xido de zinc es ampliamente empleado tanto en la fabricacion de
nanomateriales como en el cuidado de lesiones de la piel. Por lo que el desarrollo
de nanoparticulas de GM-ZnO puede ser una alternativa en el manejo terapéutico
de enfermedades lesivas de piel.

Adicionalmente, una de las principales ventajas de trabajar con xoconostle es su
alto periodo de almacenamiento sin sufrir cambios en la composicion de
glucomanano. Dado que el xoconostle es un fruto poco explotado, este fruto
puede ser muy prometedor para acelerar el proceso de cicatrizacion yl/o

regeneracion de la piel.
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IV HIPOTESIS

4.1 Hipotesis nula

El Glucomanano extraido del xoconostle NO puede ser encapsulado en

nanoparticulas de ZnO, ni es un potencial cicatrizante y/o regenerador de heridas.

4.2 Hipotesis alternativa

El Glucomanano extraido del xoconostle puede ser encapsulado en
nanoparticulas de ZnO, y ser un potencial cicatrizante y/o regenerador de heridas.

V OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el efecto cicatrizante del glucomanano, GM/ZnO a diferentes

concentraciones utilizando como modelo animal a la rata desnuda.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Extraer, purificar y caracterizar glucomanano a partir de Opuntia joconostle.

e Desarrollar diferentes concentraciones y caracterizar nanoparticulas de
glucomanano-ZnO.

e Desarrollar una forma farmacéutica utilizando como principio activo al
glucomanano encapsulado en ZnO.

e Valorar el efecto cicatrizante del glucomanano, y las nanoparticulas

GM/ZnO en un modelo animal de rata desnuda.
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Fig. 10 Diagrama general del trabajo desarrollado.
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VI METODOLOGIA CIENTIFICA

6.1 Obtencidn de glucomanano a partir de pulpa y cascara de xoconostle

Al fruto xoconostle se le retiré la cascara y la pulpa, para el caso de la pulpa se
cortd en pedazos de 2-3 mm de espesor. Ambos productos fueron sumergidos en
bisulfito de sodio al 1% (w / v) durante 1 min. Posteriormente el proceso de secado
se realiz6 a 60°C por 12 horas, finalmente la pulpa y cascara secas se muelen

para generar los dos tipos de harina.

6.1.1 Extraccién y purificacién de glucomanano

Para cada tipo de harina se pesaron 20 g., se colocaron en un vaso de
precipitados y se pusieron en agitacion con 200 mL de etanol al 50% (v/v)
durante 90 min a temperatura ambiente, enseguida se realiza una centrifugacion
(3000 rpm, 30 min) para eliminar el etanol acuoso. El sedimento resultante se
afiade a 200 mL de agua desionizada Yy se agita por 4 horas a temperatura
ambiente. Después esta solucion se diluye a 300 ml con agua desionizada, se
realiza una filtracion para facilitar la centrifugacién (3000 rpm, 30 min) buscando
eliminar los materiales insolubles. El sobrenadante se somete a rota vapor (40 °C)
para reducir el volumen a aproximadamente 1/3 del volumen original, en seguida
el glucomanano en la solucion se precipita con etanol al 95% (v/v) (200 mL) a 4°C
durante toda la noche, posteriormente se somete a centrifugacion (3000 rpm, 30
minutos). El sedimento resultante se lava dos veces con etanol anhidro (proceso
de deshidratacion), se aisla por filtraciéon al vacio y finalmente es secado por
congelacion durante 48h. El material seco se muele, obteniendo glucomanano de
pulpa (PGM) y cascara (CGM).
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6.1.2 Ensayo colorimétrico 3,5-DNS para cuantificar el glucomanano
-Preparacion del reactivo 3,5 DNS

Solucion A: Disolver 0.7 g de fenol en 1.5 mL de hidroxido de sodio al 10% (w/w),

agregar 5 mL de agua desionizada y 0.7 g de bisulfito de sodio.

Solucion B: Pesar 22.5 g de tartrato de sodio y potasio, agregarlo a una solucién
de hidréxido de sodio al 10 % (30 mL) y afiadir 88 mL de 3,5-DNS al 1% (w/w).

Mezclar la solucién A con la solucion B y almacenarlo en un frasco ambar a

temperatura ambiente para ser usado 7-10 dias después.
-Construccion de las curvas de calibracion D-Glucosa, D-Manosa.

A partir de las soluciones madre respectivamente (D-Glucosa, D-Manosa) 1
mg/mL se preparan diferentes concentraciones (0.4, 0.8, 1.2, 1.6 y 2.0 mg/mL) y 2
mL de agua desionizada la cual fue utilizado como blanco, se colocaron en seis
matraces aforados de 25 mL, a cada matraz se le agregaron 2 mL de agua
desionizada, 1.5 mL del reactivo 3,5-DNS, se pusieron a reaccionar en bafio maria
con agitacion por 5 minutos y posteriormente se deja enfriar a temperatura
ambiente antes de aforar con agua desionizada. A continuaciébn se mide la
absorbancia a 550 nm y se grafican las absorbancias obtenidas contra el

contenido (mg) de D-Glucosa y para D-Manosa.
-Preparacién de las muestras de glucomanano y reacciones colorimétricas.

Soluciéon tampoén de hidréxido de sodio-acido formico (0,1 mol/L): Colocar 1 mL de
acido féormico en un matraz de 250 mL, afiadir 60 mL de agua destilada. Pesar
0.25 g de NaOH disuelto, afiadirlo a la solucion y aforar a 250 mL.

Se agregdb PGM o CGM obtenido (200 mg) a 50 mL de una solucion tampon de
hidroxido de sodio-acido férmico (0,1 mol/L) y se mezclé6 durante 4 h a
temperatura ambiente. Después, la mezcla se diluye a 100 mL con la solucién
tampon en un matraz aforado, seguido de centrifugacion (3000 rpm x 30 min). Se
coloco la solucion de la muestra PGM o CGM obtenida (10 mL) a un matraz
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aforado de 25 mL seguido de la adicion de H,SO, 3M (5 mL). La solucién
resultante se agitdé y se hidroliza durante 90 min en un bafio de agua hirviendo, y
se deja enfriar a temperatura ambiente antes de la adicion de NaOH 6M (5 mL).
Después, la solucién se completa hasta 25 mL con agua desionizada para formar
el hidrolizado de PGM/CGM. Tanto la solucion de la muestra PGM/CGM e
hidrolizado se sometieron a reacciones colorimétricas, como se describio

anteriormente.
6.2 Caracterizacion de PGM Y CGM
6.2.1 Técnica cromatografia en capa fina (CCF)

En una placa de gel de silice (SiO;) se trazd con un lapiz una linea a 0.5 cm del
borde inferior y del borde superior. Las muestras PGM y CGM se disuelven en
agua desionizada en tubos de ensayo, con ayuda de una micropipeta de vidrio se
toma la muestra. Al tocar brevemente la placa de gel de silice con la micropipeta el
liguido se absorbe en la placa por capilaridad. Se pincha tres veces en el punto

para conseguir una mancha de pequefio tamafio que da mejor resolucion.

La placa se deposita dentro de una cubeta de cromatografia, a la que previamente
se ha afadido una pequefia cantidad del eluyente deseado. El nivel de eluyente
debe estar por debajo del punto de aplicacion. Se tapa la cubeta y se deja que el
eluyente ascienda por capilaridad. Los eluyentes utilizados fueron: Acetato de
etilo, cloruro de metileno, acetona, metano. Antes de que el disolvente llegue al
otro extremo de la placa se saca de la cubeta con unas pinzas, tras dejar
evaporar el disolvente de la placa, se revela la placa con el visor de UV para

finalmente observar el corrimiento de las muestras.
6.2.2 Técnica de infrarrojo con transformacion de Fourier (FTIR)

Esta técnica proporciona un espectro de reflexion de las bandas de los grupos
funcionales de las sustancias inorganicas y organicas, por lo cual es posible

realizar una identificacion de los materiales.
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Una pequefia muestra es colocada en una celda infrarroja, donde es sometida a
una fuente de luz infrarroja, la cual hace un barrido desde las longitudes de onda
de 4000 cm™ hasta 600 cm™. La intensidad de la luz transmitida a través de la
muestra es medida en cada numero de onda, lo que permite que la cantidad de luz
absorbida por la muestra sea calculada por la diferencia entre la intensidad de la
luz antes y después de pasar por la celda de muestra. Esto se conoce como el
espectro infrarrojo de la muestra. El estudio se realiz6 en un espectrometro de
marca Digilab SCIMITAR Series y posteriormente mediante el software del equipo

se llevo a cabo la transformacion de Fourier.
6.2.3 Técnica de Espectrometria de masas (MS)

La espectrometria de masas es una poderosa técnica micro-analitica usada para
identificar compuestos desconocidos, para cuantificar compuestos conocidos, Yy
para elucidar la estructura y propiedades quimicas de moléculas. La deteccion de
compuestos puede ser llevada a cabo con cantidades realmente pequefias de
muestra y obtener informacion caracteristica como el peso y algunas veces la
estructura del analito. Esta basada en la obtencion de iones a partir de moléculas
organicas en fase gaseosa; una vez obtenidos estos iones se separan de acuerdo
con su masay su carga, y finalmente se detectan por un dispositivo adecuado.

6.3 Sintesis de nanomatrices de PGM-ZnO y CGM-ZnO

El proceso de sintesis se bas6 en la disolucién de éxido de zinc (ZnO, 1 g) en
etanol (50 mL) y la disolucién parcial de glucomanano en agua destilada. Se
realizaron diferentes concentraciones del encapsulado manteniendo constante la
concentracion de ZnO y variando las concentraciones de glucomanano (0.5, 1.0,
1.5 g). El glucomanano se disolvié parcialmente en 20 mL de agua destilada en
todos los casos. Una vez disuelto fue transferido a un sistema de reflujo con
agitacion y temperatura constantes, al alcanzar los 70°C, el ZnO se va
incorporando por goteo lentamente mediante un embudo de separacién a la
solucion. Terminado esto la solucion se mantiene asi por 1 hora, en seguida se

detiene el sistema de reflujo y el embudo de tres bocas se sumerge en agua fria
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por 15 minutos. Posteriormente el producto es sometido a rota vapor a 40°C con
vacio para eliminar los solventes, después es secado en la estufa a 60°C hasta
peso constante, finalmente se pulverizé para obtener las hanomatrices CGM-ZnO
y PGM-ZnO.

6.4 Caracterizacion de CGM-ZnO y PGM-ZnO
6.4.1 Técnica de infrarrojo con transformacién de Fourier (FTIR)

Los nanomateriales fueron caracterizados por infrarrojo con transformacién de

Fourier como se explicé anteriormente.
6.4.2 Técnica de Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido es una técnica que sirve para analizar la
morfologia de materiales solidos de todo tipo (metales, ceramicos, polimeros,
bioldgicos, etc.), con excepcion de muestras liquidas. La resolucion nominal del
equipo es de 3 nm, lo cual permite estudiar caracteristicas de los materiales a una
escala muy pequefia. Con esta técnica se pueden detectar todos los elementos
guimicos con niumero atbmico mayor a 4 de manera cualitativa y semicuantitativa.
El microscopio electrénico de barrido fue un Zeiss (Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany), operado a 100 kV con una resolucién de punto a punto de 0.4nm y las
microfotografias fueron tomadas con una cdmara CCD (MegaVision, Santa
Barbara, CA).

6.4.3 Técnica de Difraccion de Rayos X (DRX)

La Difraccion de Rayos X es un método utilizado para identificar las fases
presentes en polvos policristalinos desconocidos. El andlisis se efectia mediante
la comparacion de patrones de difraccion recopilados de una muestra desconocida

con los patrones de difraccion de compuestos conocidos.

53



Esta técnica no destructiva se empled para identificar las estructuras o fases
cristalinas de las nanomatrices obtenidas. El espectrofotometro utilizado es un
equipo de Difraccion de Rayos X (DRX) D8-Discover, Bruker con lector LynxEye,
voltaje de 40 Kv, como se muestra en la fig. 30. Previo al andlisis las muestras
fueron pulverizadas, empaquetadas y posteriormente analizadas a temperatura
ambiente (25°C), con intervalo de 26 localizado entre 5° a 170°, con un tiempo de
incidencia de 1 segundo. Se utilizd una radiacion de Cu y Mo a longitud de onda
de 1.54 A.

6.5 Preparacion de la forma farmacéutica: Unguento cetilico

Tabla 7 Formulacién para un ungiento

Petrolato Blanco 27.52 g.

Lanolina 3.24.

Alcohol cetilico 1.28 g.

GM-ZnO, GM, ZnO | 3.0 g.

Para la elaboracion del ungliento se fundieron las materias sélidas descritas en la
tabla 7.1, sobre un bafio caliente manteniendo la temperatura a 70°C. El principio
activo se incorporé minutos después de preparar la base en un punto intermedio

antes de que se solidificara por completo. Se formularon 5 tipos de ungientos:

= Ungtento con ZnO como P.A.

= Unguento con GM-ZnO (33/67%) como P.A.
= Unguento con GM-ZnO (50/50%) como P.A.
= Unguento con GM-ZnO (60/40%) como P.A.
= Unguento con GM (100%) como P.A.
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6.6 Evaluacién de la actividad cicatrizante (Modelo animal).

Se utilizaron ratas macho de cepa desnuda de 60 dias de edad (n=30), con un
peso promedio de 150 a 200 g. proporcionadas por el Bioterio Claude Bernard de
la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. Las ratas se mantuvieron en
cajas de acrilico con libre acceso de agua y alimento, a una temperatura de 24°C,
con un 50% de humedad y un ciclo de luz-oscuridad de 12-12 horas. El uso y
cuidado de los animales se realiz6 en concordancia con lo establecido en la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 y al comité de investigacion de usos

de animales de laboratorio de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla.
6.6.1 Protocolo de administracion

Todos los procedimientos de manejo y cirugia de los animales, fueron sujetos a
los protocolos aprobados por el comité institucional bajo la normatividad vigente
(NOM-062-Z00-1999), sobre el manejo y el uso de animales de laboratorio. Los
animales fungiran como control y problema con la finalidad de mantener

condiciones ideales en el proceso inflamatorio.

Las ratas fueron divididas en 3 grupos (n=10), cada grupo fue sometido a los
mismos tratamientos con la Unica variante del tiempo (6, 9, 15 dias de
tratamiento).Tres dias antes de la cirugia se les administré antibiotico (0.10:100
mL/g, sc) para evitar complicaciones de caracter infeccioso. Con previa anestesia
de los animales con ketamina / xilacina (0.80:1.0 mL/Kg, im.) acompafiada de un
analgésico (metamizol sédico 0.04:200 mL/g, im), se realizaron cuatro heridas a
15 ratas y tres heridas al resto, de forma circulares tipo “ponch quirurgico” que se
extienden a través del paniculo carnoso en la regién interescapular de la parte
trasera de cada rata, con un diametro de 6.0 mm y una profundidad de 2.0 mm
utilizando un Biopunch HealthLink.

Cabe mencionar que ninguno de los farmacos empleados en el proyecto,
representa un riesgo para el personal que labora en el Bioterio. Los elementos de

proteccion del personal que se utilizaron fueron guantes, bata, cubre bocas y
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material quirdrgico estéril. Ademas de que se dara cumplimiento a las normas de

RPBI y control de medicamentos.

Fig.11. Ejemplificacién de las biopsias de piel en las ratas [89]. Tomado de: Nunan
Robert, et al. (2014). Clinical challenges of chronic wounds: searching for an optimal
animal model to recapitulate their complexity. Disease Models & Mechanisms 7: 1205-
1213.

De cada grupo formado (n=10) se subdividieron 2 grupos (n=5), el primer grupo
recibio 4 tipos de tratamiento: Unguento con ZnO, GM-ZnO (33/67%), GM-ZnO
(50/50%), GM-ZnO (60/40%), el segundo grupo fue tratado con GM (100%),
pomada de la campana y un “ponch” intacto como control; todos ellos fueron de
aplicacion topica sobre la herida generada. La aplicacién se realiz6 diariamente
con previa curacion de las heridas, se tomaron fotos de cada lesion y de igual
manera se midieron los didmetros de los ponchs a los largo de los dias. Al
término de cada tiempo (6, 9,15 dias) se realizd eutanasia, a través de una
camara de diéxido de carbono siguiendo los criterios de la NOM-064-ZO0-2000.
La zona de lesion fue retirada y fijada en paraformaldehido al 4% en solucion

buffer de fosfatos, para su posterior inclusion en parafina y andlisis histoldgico.
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6.6.2 Técnicas histoldgicas

Preparacion del tejido cutaneo para desarrollar las técnicas histolégicas: El tejido
cutaneo extraido fue colocado en paraformaldehido al 4% en solucion buffer de
fosfatos (PBS) 0.1mM pH 7.4, durante 72 horas para después iniciar su proceso
de deshidratacion, inclusion en parafina y cortes de 5 ym de espesor en el

micrétomo (Histocut Reichter-Jung. Cambridge Germany).
6.6.3 Tinciones
6.6.3.1 Tincion de Hematoxilina-Eosina

Colocar las laminillas en hematoxilina de Harris 5 minutos.
Lavar con agua destilada hasta quitar el color morado.
Diferenciar en alcohol acido (1 bafio rapido).

Lavar con agua de la llave.

YV V V VY V

Colocar en solucion de carbonato de Litio 1%, hasta el vire de morado a

azul.

A\

Lavar con agua destilada.

A\

Colocar en solucién de eosina durante 1 minuto.

» Lavar bien en agua destilada.

6.6.3.2 Tincién Tricrdbmica de Masson

Colocar las laminillas en la solucion de Bouin por 24 horas.

Lavar con agua de la llave hasta retirar el color amarillo de las laminillas.
Colocar en soluciéon de Hematoxilina de Weigert por 35 minutos.

Lavar con agua destilada.

Colocar en solucion de Escarlata de Biebrich durante 7 minutos.

Lavar con agua destilada.

Colocar en solucion de Acido Fosfomolibdico durante 20 minutos.

Colocar en solucién de Azul de anilina durante 10 minutos.

YV V V V V V VYV VYV VY

Lavar con agua destilada.
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VIl RESULTADOS DE LA
NANOMATRICES DE GM-ZnO Y GM.

7.1 Extracciones de PGM y CGM
En la Tabla 8 se muestran los porcentajes de extracto que se obtuvieron a partir

de pulpa y cascara del xoconostle en peso seco. Como se puede observar los
rendimientos son variados tanto en el extracto de cascara (CGM) como el de pulpa

(PGM).

EXTRACCION Y CARACTERIZACION DE

Tabla 8. Porcentaje del extracto en relacion con el peso seco del fruto (pulpa y cascara).

Sin embargo la Tabla 9 nos muestra que los rendimientos obtenidos en el extracto

PULPA (%) Extracto CASCARA (%) Extracto
(peso seco) PGM (peso seco) CGM
Extraccion 1 20.23 g. 0.6500 16.00 g. 0.7562
Extraccion 2 19.85g. 0.7355 14.43 g. 1.4760
Extraccion 3 16.23 g. 0.6839 16.60 g. 0.9397
Extraccion 4 22.18 g. 0.7168 12.767 g. 1.5773
Extraccién 5 19.50 g. 0.8000 9.728 g. 0.9765
Extraccién 6 14.47 g. 0.9882 21.959 g. 1.4299
Extraccién 7 18.54 g. 0.7820 29.257 g. 1.3808
Extraccién 8 19.00 g. 1.2947 29.259 g. 1.9241

de céscara son mayores con un (10.4605%) en comparacion con el porcentaje de

pulpa (6.6511%) en 150 gramos de peso seco.

Tabla 9. Porcentaje del extracto total en relacion con el peso seco del fruto.

PULPA (%) Extracto CASCARA (%) Extracto
(peso seco) PGM (peso seco) CGM
Extraccion 150.00 g. 6.6511 150.00 g. 10.4605
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Esto se debe a que en la cascara se ha reportado un 8.77% de fibra dietética total
mientras que en la pulpa solo un 0.93 %. Notablemente se observa una diferencia

significativa, la cual explica nuestros resultados.
7.2 Ensayo Colorimétrico 3,5-DNS

Una vez obtenidos los extractos CGM y PGM se utiliz6 la técnica 3,5-DNS para la
determinacion de azucares reductores presentes en las muestras y asi conocer el
grado de pureza de ambos extractos. Lo que ocurre durante esta técnica es la
hidrolisis de polisacaridos presentes y una reaccion redox entre el 3,5-DNS vy los

azucares reductores presentes.

Para poder cuantificar la presencia de azlcares reductores en las muestras se
realizaron curvas de calibracion correspondientes a glucosa y manosa. Como se
puede observar en la Fig.12 se graficaron los miligramos de Glucosa/Manosa con
respecto a la absorbancia, para el caso de Glucosa el coeficiente de correlacidon

resulta tener un mejor comportamiento con respecto al coeficiente de manosa.
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Fig. 12. Curvas de calibracion Glucosa/Manosa para el ensayo colorimétrico 3,5-DNS.
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Una vez determinados los coeficientes de correlacion, se utilizd la f(y)
correspondiente a glucosa para obtener los (mg) de Glucosa/ Manosa presentes
en las muestras PGM y CGM obteniendo los resultados que se muestran en la
tabla 10.

Donde se evidencia que el glucomanano obtenido de la pulpa presenta un grado
de pureza del 85%, siendo superior en comparacion con el GM obtenido de la
cascara con un 71%. Por lo tanto cuando se realizan las extracciones de
glucomanano utilizando la cédscara de xoconostle se extraen componentes no
deseados para nuestro proceso. Esto debido a que en la cascara se encuentra la

mayor cantidad de minerales al igual que en las semillas del fruto [125].

Tabla 10. Determinacion de azlcares reductores presentes en los extractos PGM y CGM

mediante el ensayo colorimétrico 3,5-DNS.

Extracto 1.6 mg. PGM CGM
3,5-DNS 3,5-DNS
Manosa y Glucosa soluble 1.362 mg. 1.145 mg.
% Pureza 85 % 71 %

Estos resultados mostraron una correlacion con los datos obtenidos por

cromatografia en capa fina.
7.3 Cromatografia en Capa Fina

Esta técnica es Gtil para conocer la pureza de una sustancia. Se observé que el
eluyente de eleccion por prueba y error fue acetona (Tabla 11) debido a la
polaridad que presenta la molécula de glucomanano, los eluyentes mas polares

interaccionan mejor con moléculas mas polares.

En el revelado de la placa (Fig. 13) para PGM se observa la presencia de un
compuesto activo (glucomanano) en el UV que evita que el indicador absorba la
luz en la zona en la que se encuentra el producto, y el resultado es la visualizacién

de una mancha en la placa que indica la presencia de un compuesto.
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En la muestra CGM se observa la presencia de dos compuestos dada la aparicion
de dos manchas en la placa, indicando una menor pureza del glucomanano de

cascara.

Tabla 11. Resultados de Cromatografia en capa fina

Eluyente PGM CGM
Acetato de Etilo  semeeeeeeeeee 0

Cloruro de Metileno -
Acetona Marca Marca

Metanol e

el CASCARA

Fig. 13 Cromatografia en capa fina de PGM y CGM.

7.4 Espectrometria de Masas

Demostrado el grado de pureza la homologia entre extractos se realizd
espectrofotometria de masas (MS) al extracto con mayor pureza (PGM). La MS
permite identificar compuestos por la produccion de iones en fase gaseosa y su
posterior separacion y deteccion en funcion a la relacion masa carga (m/ z), que

confiere un alto nivel de especificidad.

El espectro de masas (Fig. 14) permite observar el pico ion molecular del
compuesto (m/z 665 M¥) y confirma el peso molecular propuesto para Cz4H42021.

Cada pico representa la fragmentacion de la molécula, dando como resultado
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distintos pesos moleculares que van de mayor a menor. Los picos con relacion
m/z 600, 341 y 107 corresponden con el patron de fragmentacion que se propone
en la Fig. 15.

La disociacion inducida por colision (CID) de glucomanano protonado (m/z 665)
dio lugar a una pérdida de grupos -OH, lo que lleva a la obtencion del primer
fragmento (B) ion molecular m/z 600. La segunda disociacion se generd por la
ruptura del segundo enlace B1-4 del glucomanano, obteniendo la segunda
fragmentacion (C) ion molecular propuesta m/z 341. Finalmente el fragmento (D)
m/z 107 se produjo por la pérdida de unidades de (-D-glucohexapiranosil, 3-D-
manohexapiranosil y ruptura de enlaces C2-C3, C5-O quedando la estructura

propuesta para ese ion molecular.

Fig. 14. Espectro de glucomanano (PGM) resultante de ionizacion por electrospray, cada

pico representa un estado de carga diferente y la masa de las especies.
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Fig. 15. Patron de fragmentacion de glucomanano. (A) Mélecula de Glucomanano, (B, C,
D) patrones de fragmentacion a partir de glucomanano.

La diferencia de intensidad entre los picos ion molecular que se muestran en el
espectro de masas (Fig.14), se debe a que los iones del analizador de masas
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detectados por un multiplicador de electrones y la cantidad de corriente eléctrica
generada posteriormente al procesamiento de datos dependera de la abundancia
de dichos iones impactando sobre el detector. Por lo tanto, los picos de mayor
intensidad se generaron por la gran abundancia de iones que estos presentan en
el momento de ser detectados. Los picos seleccionados por lo tanto, para los
patrones de fragmentaciéon fueron los de mediana o menor sefial dado que se
buscaron los fragmentos que tuvieran una mayor estabilidad molecular. Con este
analisis se corrobord que la molécula obtenida a partir de la pulpa y cascara de

xoconostle corresponde firmemente a glucomanano [126].

7.5 Técnica de espectroscopia de trasformada de Fourier (FTIR).

La espectroscopia de transformada de Fourier es una técnica que proyecta un haz
de luz monocromatico sobre la muestra, iluminando con un rayo que contiene
muchas frecuencias de luz a la vez el cual y mide la cantidad de ese rayo que
absorbe la muestra. A continuacion, el haz se modifica para que contenga una
combinacion diferente de frecuencias, dando un segundo punto de datos.
Posteriormente, los datos son procesados para inferir cual es la absorcion en cada
longitud de onda. El procesamiento requerido resulta ser un algoritmo comun
llamado transformada de Fourier (de ahi el nombre "espectroscopia de

transformada de Fourier").

Una FTIR fue aplicada para el estudio de ambos tipos de glucomanano PGM y
CGM, los espectros muestran un modo de absorcién en 3315.0 cm™ tipo
alargamiento de los grupos hidroxilos (vo.). Hacia 2917 cm™, se localizan los
modos de vibracion tipo alargamiento (vcsp2-+), asi como el modo de vibracion del
CH; fuera de fase degenerada 8cns. En 2849.9 cm™ se presenta el modo de
vibracién de estiramiento (vcspo.r). Las bandas a 1612.75, 1714 cm™ y 1588.9,
1717.84 en PGM y CGM respectivamente, se localizan las vibraciones de tipo
alargamiento simétricas vc=o Yy el modo de vibracion de doblaje de deformacion

fuera de fase degenerado §%°chs. Las bandas de absorcion localizadas en
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1223.70 y 1243.07 cm™ (PGM y CGM) son asignadas al modo de vibracién tipo
alargamiento de los grupos C-C (vc.c), Y C-O (vc.o). Las bandas ubicadas en 1032
cm™ corresponden al modo de vibracion (vci) tipo balanceo, asi como también
se le asocia al modo de vibraciéon (vc.o-.c). Hacia regiones de baja energia del
espectro infrarrojo en 888, 818 y 884, 818 cm™ se ubica el modo de vibracion (yo.

H) Y (ycn), de doblaje fuera del plano.

En las figuras 16 y 17 (A) se presenta el espectro de FTIR del nanoreservorio
ZnO el cual muestra una banda de absorcién ubicada en 3642.4 cm™, representa
al modo de vibracion molecular de los grupos hidroxidos terminales (von),
enlazados en las aristas de los atomos de Zn del nanocatalizador (ZnO). En
3403.0 cm™ se presenta el modo de vibracion tipo alargamiento de los grupos
hidroxilos (vo.n) asignados a los grupos hidroxilos (OH) del agua (H-OH), solvente
(etanol, R-OH) y a la hidroxilacion del nanocatalizador (Zn-OH). La banda de
adsorcién localizada entre 1035.88 cm™ corresponde a vibraciones de tipo
alargamiento de los grupos C-C (vcc), ¥ C-O (vc.0), las cuales se deben a
especies metoxipuente, asi como a solventes, productos y subproductos de la
reaccion de sintesis del material. Hacia 561.1 cm™ se ubica el modo de vibracion
de tipo flexidon (vwme-0), de las interacciones metal-oxigeno de los grupos Zn-O
[129].
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Fig. 16. Espectros de IR (A) ZnO, (B) PGM-ZnO 1.5, (C) PGM-ZnO 1.0, (D) PGM-ZnO
0.5, (E) PGM.

Después de la caracterizacion de Glucomanano y ZnO, se sintetizaron las
nanomatrices con ZnO a diferentes concentraciones. En la Fig. 16 se muestran los
espectros FTIR (B, C, D) de las nanomatrices sintetizadas PGM-ZnO.

Se observan diferencias entre los espectros de nanomatrices en relacion con PGM
y ZnO; las intensidades de las bandas se ven disminuidas, las bandas de
absorcién en 1714.11 y 1612.75 cm™ presentes en PGM se ven afectadas en los
espectros (B, C, D) sugiriendo una modificando al modo vibracional del enlace
ve=o evidenciado con el desplazamiento de la primer banda a 1745.42, 1737.22,
1740.92 cm™ y 1582.19, 1558.34, 1558.34 cm™ (B, C, D), respectivamente. La
banda de absorcién en 2917.80 cm™ situada en el espectro PGM se presenta en
las nanomatrices con menor intensidad y desplazamientos a 2921.52 en los tres

espectros, evidenciando el enlace (-CH) propio del GM. Las interacciones del ZnO
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con PGM afectaron los modos vibracionales de C-O-C que corresponden a las
bandas de absorcién 1032.90 y 1223.70 cm™. Se confirma la interaccién del ZnO
con PGM en las nanomatrices por la presencia de las bandas a 561 cm™ (B, C, D)
que corresponden al enlace (vzn.0). Se observa que al aumentar la concentracion
de glucomanano en la sintesis de las hanomatrices, las interacciones del ZnO con
el glucomanano van disminuyendo esto se explica por la disminucion en las

bandas progresivamente a 561 cm™
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Fig. 17. Espectros de IR (A) ZnO, (B) CGM-ZnO 1.5, (C) CGM-ZnO 1.0, (D) CGM-ZnO
0.5, (E) CGM.

En la figura 17 se presentan los espectros FTIR correspondientes a las

nanomatrices sintetizadas con glucomanano extraido de la cascara. La banda de
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absorcién presente en CGM a 29717.80 cm™ no presenta algiin cambio en las
nanomatrices (B, C, D) en comparacién con PGM. A 1717.84 también se observan
desplazamientos a 1737.22 cm™ y disminucién en la intensidad de las bandas en
las nanomatrices debido a la modificando al modo vibracional del enlace vc-o.
También se mostraron los cambios en los modos vibracionales de C-O-C que
corresponden a las bandas de absorcion 1032.90 y 1243.07 cm™ (1269.91,
1040.35) (1246.80, 1036.62) (1258.73, 1036.62) en B, C y D respectivamente. La
interaccién del ZnO con CGM en las nanomatrices también se mostré a 500 cm™
(B, C, D) que corresponden al enlace (vzn.0). Se confirma que en el glucomanano
de céscara también se presenta el mismo comportamiento en el enlace Zn-O al

aumentar la concentracion de glucomanano en la sintesis de las nanomatrices.

7.6 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

El fundamento de la microscopia electronica de barrido radica en que los
electrones emitidos por un catodo de tungsteno pasa a través de una columna en
la que se a hecho un vacio al rededor de 10-7 Torr. En ella el haz inicial es
concentrado por una serie de lentes electromagnéticos que producen una
disminucién de su didmetro hasta hacerse casi puntual ( hasta unos 10 nm). Al
mismo tiempo , la intensidad de corriente se disminuye desde unos 10-14 A
hasta unos 10-10 A. Esta disminucién en la intensidad implica una menor
cantidad de electrones primarios. El haz de electrones con estas ultimas
caracteristicas, es decir en forma puntual, es desplazado sobre toda la superficie
de la muestra a modo de un pincel que va barriendo la muestra con continuas idas

y venidas.

Esta tecnica fue aplicada a los diferentes compuestos. La figura 18A presenta la
micrografia del nanoreservorio de ZnO, se observan aglomerados de particulas
cristalinas tipo zincita hexagonal bien definidas, con un promedio de tamafio de
89 nm y de acuerdo a la escala nanométrica de los materiales, la nanomatriz de

ZnO si corresponde a un nanomaterial.
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La micrografia (B) muestra el encapsulado PGM-ZnO 0.5 en donde se observa un
incremento en el tamafio de particula (95 nm); dado que el glucomanano se
encuentra en menor concentraciéon en comparacion con el ZnO permite que las
condiciones sean favorables para que el ZnO pueda coordinar al glucomanano en
el sitio CH,OH, siendo visible una estructura amorfa en general y algunos cristales

de 6xido de zinc que no interaccionan con el glucomanano.

Cuando se igualan las concentraciones de glucomanano con oxido de zinc PGM-
ZnO 1.0 (C), los estudios revelan que bajo estas condiciones se forma un
aglomerado de particulas que tienden a formar una pelicula, se observan menos
interacciones del ZnO con el glucomanano. El tamafio de particula que se obtuvo

a esta concentracion fue de 100 nm.

Al aumentar la concentracion de glucomanano PGM-ZnO 1.5 (D) se observa que
las interacciones del ZnO disminuyen en la molécula de glucomanano,
originandose una estructura mas compacta y amorfa. Con un tamafio de particula
de 98 nm.

La micrografia (E) muestra a CGM-ZnO 0.5, en donde se observan estructuras
mas amorfas y se pueden notar las modificaciones en las estructuras del

nanomaterial, el tamafio de particula es 96 nm.

Para CGM-ZnO 1.0 (F), en estas condiciones del encapsulado se observa una
estructura que forma una pelicula mas uniforme y compacta en comparacién con

PGM-ZnO bajo las mismas condiciones, también disminuye la presencia del ZnO.

El aumento de la concentracion de glucomanano GC-ZnO-1.5 (G) en la
micrografia revelan estructuras totalmente amorfas y en donde el ZnO presenta
muy pocas interacciones en la molécula de glucomanano, con un tamafio de

particula de 93 nm.
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Fig. 18. Andlisis de Microscopia Electronica de Barrido (A) Fotomicrografia ZnO. (B)
Fotomicrografia PGM-ZnO 0.5. (C) PGM-ZnO 1.0. (D) PGM-ZnO 1.5. (E) CGM-ZnO 0.5.
(F) CGM-ZnO 1.0. (G) CGM-ZnO 1.5. (H) PGM. (I) CGM. Las amplificaciones mostradas
corresponden a 20,000X, 10,000X, 5,000X y 2,000X como se indica en cada

microfotografia.

En la micrografia (H) se muestra el glucomanano (PGM), con una forma
caracteristica del glucomanano reportado de KGM. La micrografia muestra un
material amorfo y con una superficie rugosa con un tamafio de aproximadamente
2400 nm.

La micrografia del glucomanano a partir de la cascara (Fig. 18l), muestra un
material amorfo, presentando un superficie mas densa respecto al glucomanano a

partir de la pulpa con un tamafio de particula menor que el de PGM, 1200 nm.
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7.7 Espectrometro de energia dispersa (EDS)

El Detector de Energia Dispersiva EDS, permite colectar Rayos X generados por
la muestra y realizar diversos analisis de composicion quimica e imagenes de
distribucion de elementos presentes en la muestra. Con esta técnica se obtuvieron

los resultados mostrados a continuacion.
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Figura 19. SEM (EDS) de las nanomatrices de glucomanano-ZnO, PGM, CGM y ZnO (A) ZnO.
(B) PGM-Zn0-0.5. (C) PGM-Zn0O-1.0. (D)PGM-ZnO-1.5. (E) CGM-Zn0-0.5. (F) CGM-ZnO-1.0. (G)
CGM-ZnO-1.5. (H) PGM. (I) CGM. Las amplificaciones mostradas a un area de analisis de 10, 20,

30 y 50 um, segun se indica en la fotomicrografia de la izquierda.
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Los resultados por SEM (EDS) muestran de forma semicuantitativa el porcentaje

de cada elemento (&tomo) presente en las nanomatrices sintetizadas.

En la Fig. 19A, se muestra el analisis quimico para el ZnO, el cual presenta un
porcentaje en masa de oxigeno de 28.12 y de zinc de 71.88, estos resultados nos
llevan a la estipulacion de una férmula empirica para la nanomatriz de ZnO de
ZnOq ¢ respecto a la formula estructural del ZnO.

Los datos de PGM-ZnO 0.5 (19B), demuestran un incremento en el porcentaje de
oxigeno (54.54 %) y la aparicion de carbono (17.85 %) que corresponden a
atomos propios de la estructura del glucomanano; disminuyendo asi el porcentaje
de Zinc (26.04 %) en la muestra. Ademas se observo la presencia de los
microelementos de magnesio (0.17%), potasio (80.24%), calcio (1.15%).

Al igualar las concentraciones de glucomanano y ZnO (19C) el porcentaje de
oxigeno tiende a aumentar (58.67%) considerablemente por la presencia de

oxigenos en el 6xido de zinc y en el glucomanano, asi también aumenta el
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porcentaje de carbonos (19.92 %) y se ve afectado el porcentaje de zinc (18.26
%). Esta afectacién en el zinc se debe al incremento de la concentracion de GM
en la cudl con los estudios revelados en SEM, FTIR, las interacciones del ZnO en

el glucomanano son poco frecuentes.

Enla fig. 19D (PGM-ZnO 1.5) se observa que los porcentajes de carbono (24.14
%) y oxigeno (66.83 %) son similares, a excepcion del Zn (6.99 %) en donde su

porcentaje es menor a medida que se va aumentando la concentracion de GM.

El andlisis quimico de la nanomatriz de glucomanano cascara a baja
concentracion (19E) nos muestra el porcentaje de zinc (31.79 %), el porcentaje de
carbono (15.81 %) y oxigeno (50.64%).

En la Fig. 19F (CGM-ZnO 1.0) se observan las zonas analizadas, indicando un
incremento en el porcentaje de carbono (19.92 %) y oxigeno (58.71 %) con
respecto a la concentracion anterior. También se observa la disminucion del Zn
(19.08%).

Cuando la concentracion de glucomanano es superior a la del éxido de zinc (19G)
los porcentajes de carbono (20.82%) y oxigeno (68.31%) tienden a aumentar y el
zinc disminuir (15.98%).

En la Fig. 19H se observan los porcentajes correspondientes a carbono (36.26 %)
y oxigeno (49.80 %) propios de la molécula de glucomanano obtenida de pulpa.
De igual forma aparecen elementos trazas. Por otro lado en la Fig. 19l
correspondiente a CGM se pueden observar los porcentajes de carbono (47.69
%) y oxigeno (46 %) propios de la molécula.

7.8 DRX

La difraccién de rayos X es uno de los fenbmenos fisicos que se producen al
interaccionar un haz de rayos X, de una determinada longitud de onda, con una
sustancia cristalina. La difraccion de rayos X se basa en la dispersion

coherente del haz de rayos X por parte de la materia (se mantiene la longitud de
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onda de la radiacion) y en la interferencia constructiva de las ondas que estan en

fase y que se dispersan en determinadas direcciones del espacio.

Los difractogramas del nanomaterial de ZnO, PGM y CGM, se muestran en la
figura 20. En el patrén de difraccion de rayos X del nanopolvo de ZnO los picos de
difraccion ubicados a 31.84 °, 34.52 °,37.00°, 47.63 °, 56.71 °, 62.96 ° han sido
indexados como fase de zincita hexagonal de ZnO, segun la base de datos
utilizada [131, 132].

Los difractogramas de rayos X de PGM indican que el patron de DRX muestra
un reflejo débil pero amplio que cae a aproximadamente 26= 20 ° evidenciando
que la muestra es amorfa. Se ha reportado que KGM tiene un cristal hidratado
de baja cristalinidad en la misma posicion [130]. En CGM el difractograma
muestra un reflejo a 26= 22 °, se observa un ligero desplazamiento y un pico
mas definido en comparacién con PGM.

Los difractogramas de los nanomateriales (PGM-ZnO y CGM-ZnO) a diferentes
concentraciones (0.5, 1.0 y 1.5), se muestran en la figura 10 y 11; se pueden
apreciar los picos caracteristicos del ZnO en todos los difratogramas, la estructura
amorfa del glucomanano no se observa a simple vista dado que la intensidad que
presenta es muy baja en comparacion con los picos del ZnO, aproximadamente
representa un 3.7% del pico de ZnO a 26= 37 °. Con este analisis se muestra la

presencia de Glucomanano y ZnO en los diferentes nanomateriales.
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Fig. 20. Difractogramas del nanomaterial de ZnO y del glucomanano a partir de la cascara
y pulpa.
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Fig. 21. Difractogramas de los nanomateriales de glucomanano con ZnO, PGM y ZnO.
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Fig. 22. Difractogramas de los nanomateriales de glucomanano con ZnO, CGM y ZnO.
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VIl RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LAS NANOMATRICES GM-ZnO
EN UN MODELO DE RATA NUDE

8.1 Evaluacion cuantitativa de cierre por segunda intencion con
nanomatrices GM-ZnO

Se realiz6 la evaluacion en un modelo de rata nude para demostrar de manera
contundente el efecto de cierre de segunda intencion que ejercen las
nanomatrices sintetizadas. Las imagenes fueron capturadas durante 15 dias, en la
figura 23 y 24 se observa de forma clara la reparacion tisular de los animales
tratados con ZnO, PC,GM y las nanomatrices GM-ZnO (0.5, 1.0, 1.5), respecto al
grupo control. Los resultados nos indican que el grupo control mostré una
retraccion gradual (%) del sitio de lesién durante el dia 3 (5 %), 6 (15%), 9 (18 %),
12 (28 % ), 15 (48 %). Por otra parte en el grupo tratado Unicamente con ZnO,
denot6 un porcentaje de retraccion de la lesién del 10, 21, 35, 53, 83 %
respectivamente. Asi mismo la administracién de PC registr6é un 6, 20, 33, 56, 80
% alos 3, 6, 9, 12 y 15 dias. Finalmente los datos obtenidos del grupo tratado con
GM mostraron mejores resultados correspondiendo al 15 % a los 3 dias, 30 % a
los 6 dias, 55 % a los 9 dias, 87 % a los 12 dias y 100 % a los 15 dias ( Fig. 23).
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DIAS Control | Zno | PC | GM

12

15

Fig. 23 Evaluacion cualitativa del cierre por segunda intencion en modelo de rata nude
con ZnO, PC, GM. Se emplearon 30 ratas macho nude, con una lesion de 6 mm de

diametro.
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DIAS Control | GM-Zn00.5 |GM-Zn01.0 | GM-ZnO1.5

12

15

Fig. 24. Evaluacion cuantitativa del cierre por segunda intencion en modelo de rata nude
con nanomatrices de GM-ZnO. Se emplearon 30 ratas macho nude, con una lesion de 6

mm de diametro.

Los tratamientos con las nanomatrices GM-ZnO (Fig. 24) presentan similitudes en

cuanto al comportamiento durante los dias de tratamiento.

Los resultados nos indican que el grupo tratado con GM-ZnO 0.5, denoté un
porcentaje de retraccion de la lesion del 6, 22, 47, 78, 90 % respectivamente. Asi
mismo la administracién de GM-ZnO 1.0 registré un 7, 29, 43, 72, 87 % a los 3, 6,
9, 12 y 15 dias. Finalmente los datos obtenidos del grupo tratado con GM-ZnO 1.5
fueron 6 % a los 3 dias, 26 % a los 6 dias, 48 % a los 9 dias, 74 % a los 12 dias y
89 % a los 15 dias. En comparacion con los grupos tratados con ZnO y PC al
finalizar los tratamiento, se obtienen porcentajes de retraccion superiores en los

grupos tratado con nanomatrices de GM-ZnO.
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Sin embargo cuando se aplico el tratamiento Unicamente con GM se llegd a un

porcentaje de retraccion del 100%, evidenciando el potencial de esta molécula.

Fig. 25. Composicion estructural de la Piel de rata nude (cepa desnuda). (FC) Fibras de
colageno,(GS) Glandulas Sebaceas, (FP) Foliculos pilosos, (TA) Tejido Adiposo, (FB)
Fibroblastos y (VS) Vasos sanguineos.
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DiAS Control Control (+) ZnO PC GM
()

15

Fig. 26. Evaluacion histologica del cierre por segunda intencién en modelo de rata nude
con ZnO, PC y GM. Se emplearon 30 ratas macho nude, con una lesién de 6 mm de

diametro. (Tincion tricrbmica de Masson).

Se obtuvieron asi mismo los cortes histolégicos correspondientes a los tiempos 6,
9 y 15 dias de tratamiento. La tincion tricromica se utilizé para poder identificar la
presencia de fibras de coladgeno y el tejido conectivo en general respecto a otros
tipos celulares. La tincion H & E se utilizd para diferenciar estructuras &cidas
(basdfilas) en tonos azul y purpura,como por ejemplo los nucleos celulares; y el
uso de eosina que tifile componentes béasicos (aciddéfilos) en tonos de color rosa.
En la figura 26 y 28 se muestran los controles positivos y negativos, los grupos
con tratamiento ZnO, PC y GM tefidas con Tricromica de massony H & E . El
control negativo Unicamente fue utilizado para observar la estructura de la piel

propia de la rata nude.
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En el control positivo, se observa la presencia de la costra (color rojo) a los 6 dias
de tratamiento, esto se establecié ya que la costra al presentar componentes (
plaquetas, eritrocitos) acidodfilos tieneden a tefiirse de este color. Se aprecia
también la ausencia de la capa epidermica en el sitio de lesién, ain no se
distinguen las capas dermicas e hipodermicas . Para los dias 9 y 15 se pudo
observa la dermis, aunque su conformacién no es uniforme, no se presentan
glandulas sebaceas, tejido adiposo, foliculos pilosos ni el tejido subcutaneo
(hipodermis). Con dicha informacién se concluye que a los 15 dias después de la
lesion no se restaura al 100% el tejido. Este resultado tiene correlacion con los
datos obtenidos en la figura 23 en donde se observa un porcentaje de retraccion
del 48 %.

El tratamiento con ZnO a los 6 dias nos muestra una composicion estructural
similar al grupo control (+) en el dia 15. Se muestra un efecto favorable con la
aplicacion del ZnO, para el dia 15 se observan la epidermis y dermis del tejido
con una mejor estructuracion que el control (+), también se distinguen los
fibroblastos, leucocitos, fibras de colageno y foliculos pilosos. No se aprecian

todas las estructuras propias de la piel.

Para los grupos tratados con PC en el dia 6 se notan residuos de costra y la
presencia de la epidermis y dermis. Células como fibroblastos y leucocitos; para el
dia 9 es evidente la formacion de glandulas sebaceas vasos sanguineos y
foliculos pilosos. En el dia 15 se observan las tres capas de la piel (epidermis,
dermis, hipodermis) con una composicion mas completa en comparacién con el

tratamiento de ZnO.

El tratamiento con Glucomanano en el dia 6 muestra la migracién de fibroblastos y
leucocitos, se aprecia la epidermis y dermis. Para el dia 9 los cambios
estructurales son evidentes pues se observa en su mayoria una estructura
uniforme con altas caracteristicas presentes en el control (-). Se aprecian
glandulas sebaceas, fibras de colageno, foliculos pilosos y vasos sanguineos y

linfaticos. En el dia 15 la restauracion es completa se formaron las tres capas de la
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piel, se observa la similitud con el control negativo. Se comprueba el efecto del

glucomanano puro en donde se sugiere la probabilidad de regeneracion del tejido.

DiAS Control (-) Control (+) GM-Zn0O 0.5 GM-ZnO 1.0 GM-ZnO 1.5

15

Fig. 27. Evaluacion histolégica del cierre por segunda intencion en modelo de rata nude
con nanomatrices de GM-ZnO. Se emplearon 30 ratas macho nude, con una lesion de 6

mm de diametro.(Tincion tricromica de Masson).

En la figura 27 y 29 se muestra la evaluacion de las nanomatrices GM-ZnO. En la
primera nanomatriz GM-ZnO 0.5 a los 6 dias se observa la epidermis y dermis
del tejido, fibras de colageno y fibroblastos. Conforme se fue aumentando la
concentracion de glucomanano (GM-ZnO 1.0-1.5) se observa una mejor
estructuracion de la piel en donde ya se forman algunas glandulas sebéaceas,
foliculos pilosos y vasos sanguineos. Lo mismo se observa en el tiempo 9 y, para
el dia 15 se observan ya las 3 capas de la piel (epidermis, dermis e hipodermis);

sin embargo la celularidad que se presenta en el sitio de lesiébn corresponde en su
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mayoria a tejido conjuntivo como fue el caso de PC y ZnO. Por lo cual se presentd

para estos grupos un proceso de cicatrizacion.

DiAS  Control () Control (+) ZnoO PC GM

Fig. 28. Evaluacion histologica del cierre por segunda intencion en modelo de rata nude
con ZnO, PC y GM. Se emplearon 30 ratas macho nude, con una lesion de 6 mm de
diametro.(Tincion H & E).
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DiAS Control (-) Control (+) GM-Zn0O 0.5 GM-ZnO 1.0 GM-ZnO 1.5

15

Fig. 29. Evaluacion histolégica del cierre por segunda intencion en modelo de rata nude
con las nanomatrices GM-ZnO. Se emplearon 30 ratas macho nude, con una lesion de 6

mm de diametro.(Tincion H & E).
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IX DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la Tabla 8 nos mostraron variaciones en el porcentaje
de extracto GM, se ha reportado que el porcentaje de azUcares presentes en el
fruto xoconostle se mantiene en niveles altos dentro de los primeros 14 dias
después de la cosecha ya que posteriormente tiende a disminuir de 1.08 mg/g a
0.81 mg/g dado que con el paso del tiempo los azucares tienden a la degradacion,
esto reportado por Pimienta-Barrios (2008). Estos mismos comportamientos
observamos en nuestros resultados ya que no se pudieron controlar los tiempos
de almacenamiento por cuestiones de los largos periodos de extraccién. Sin
embargo para disminuir las diferencias en cuanto a su composicion, todos los
frutos fueron recolectados en una zona de producciéon en San Martin de las

Piramides, México [124].

La molécula de glucomanano fue extraida y purificada especificamente de este
fruto, debido a los reportes sobre su potencial, en donde Shahbuddin, MacNeil, &
Rimmer (2011) describen la forma en la cual el glucomanano es util para la
reparacion de las heridas y lo mencionan como componente principal de la planta
Amorphophallus konjac, también se ha atribuido que el potencial que presenta el
Aloe vera se debe principalmente a este molécula (glucomanano) entre otros
carbohidratos. De aqui partimos para buscar un componente con un alto potencial
en el fruto xoconostle reconocido como un fruto mexicano que puede ser

explotado al maximo.

El glucomanano es un componente esencial del fruto que se encuentra tanto en la
cascara como en la pulpa. Esta molécula fue obtenido por Hess y Ludtke a partir
de pulpa de sulfito de picea. Asi mismo, en 1940, Lewis, Brauns y Buchanan
aislaron una sustancia parecida a la piel que permanecio6 insoluble en la solucién
de cupramonio de la pulpa de madera de coniferas. Como de costumbre, la capa
secundaria de la pared celular se disolvid, pero bandas muy pequefias de material
de hidratos de carbono permanecieron sin disolver. Se descubrid que contenian
principalmente manosa, junto con cantidades menores de glucosa. Cuando la

solucion acuosa del presente glucomanano se concentra o se vierte en éter, se

88



forma una sustancia cristalina que precipita de la solucion en forma de espiral o
aguja: la sustancia se observa bajo el microscopio como una banda de pelicula o
una cuerda de agar-agar que muestra una propiedad anisotrdpica Optica [140].

En la tabla 9 se muestra que el porcentaje de extracto GM tuvo un mayor
rendimiento en la cascara de xoconostle. De acuerdo con estudios realizados por
Barros et al., 2010 se conoce que la cascara contiene un 8.77% de fibra dietética
total mientras que en la pulpa solo un 2.31 %, nuestros resultados confirman de
igual manera que la cascara presenta una mayor cantidad de fibra dietética
(glucomanano) con respecto a la pulpa; sin embargo la diferencia que obtenemos
en este trabajo entre pulpa y cascara es del 3.81 % mientras que datos indican
una mayor diferencia del 6.46%. Esto debido a que nuestro método es especifico
para la obtencion de glucomanano y Barros et al., 2010 reportd el método
enzimatico gravimétrico para la obtencién de fibra soluble e insoluble para
posteriormente mediante suma se obtuviera el total de fibra, nuestra técnica por lo

tanto es directa acompafiada de varios pasos de purificacion.

En la planta Amorphophallus konjac se ha registrado un rendimiento del 90% en 2
gramos de peso seco, utilizando la misma técnica de purificacion y cuantificacion
(3,5 DNS), debido a que esta planta es altamente rica en glucomanano segun los
estudios realizado por Melinda Chua et al. (2012). Mientras que nuestros
rendimientos fueron del 10.4605% y 6.6511%.

Las curvas de calibracién Glucosa/Manosa para el ensayo colorimétrico 3,5 DNS
también fueron reportadas por Melinda Chua et al. Se mostraron valores del
coeficiente de correlacion de Pearson correspondientes a R?= 0.9992 y R*=
0.9964 respectivamente; nuestra grafica mostré6 R?= 0.994 y R?= 0.984. El
coeficiente de correlacion de Pearson es un indice que puede utilizarse para medir
el grado de relacion de dos variables siempre y cuando ambas sean cuantitativas.
Sir =1, existe una correlacion positiva perfecta. El indice indica una dependencia
total entre las dos variables denominada relacion directa: cuando una de ellas
aumenta, la otra también lo hace en proporcién constante, con esto valoramos la

sensibilidad de nuestro reactivo (3,5 DNS), por lo tanto podemos establecer que
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nuestro reactivo tiene una sensibilidad mayor cuando reacciona con la glucosa
que con la manosa, la diferencia entre los resultados obtenidos por Melinda Chua
et al. con los nuestros se pueden deber a diferentes factores como grados de

pureza de los reactivos, equipos utilizados, etc.

Una vez purificado el GM y por medio de las técnicas 3,5 DNS y CCF, se pudo
demostrar que a pesar que la pulpa tiene bajo contenido de GM, este presenta un
porcentaje de pureza mayor que el obtenido de la cascara (Tabla 10). Se ha
demostrado que la técnica 3,5 DNS es altamente sensible y reproducible para la
determinaciéon de la pureza de los extractos de glucomanano (KGM) en
comparacion con la técnica Colorimetria de acido fenol-sulfdrico (Chua M. 2010),
por lo cual esta técnica fue utilizada en este trabajo. El método para la extraccion y
purificacion de glucomanano nos mostr6 un 85%, 71% de pureza para PGM y
CGM ; en otros estudios realizados para KGM utilizando las mismas técnicas se
mostraron purezas del 92% y 95% reportadas por Melinda Chua y Sugiyama et al.,
1972. Las diferencias entre las distintas purezas con nuestro resultado se deben
principalmente a que la planta Amorphophallus konjac presenta casi en su
totalidad como componente principal al glucomanano por otro lado nuestro fruto
xoconostle es rico principalmente en carbohidratos, acidos grasos, minerales y
componentes antioxidantes por lo cual se tiene una mayor probabilidad de obtener

impurezas, principalmente en CGM por su alto contenido en minerales [10,125].

Otra técnica utilizada fue la cromatografia en capa fina se observé que el
glucomanano podia eluir anicamente con el eluyente acetona; esto se debe a la
composicidbn que presenta nuestra molécula, conformada principalmente por
carbono, oxigeno e hidrégeno; puede interaccionar mejor con la acetona. M. E.
Tate and C. T. Bishop reportaron buenas separaciones de acetatos de
carbohidratos en capas delgadas de gel de silice G usando mezclas de etanol-
benceno con (v / v) metanol 2-10%, ocuparon otro tipo de eluyentes dado el
cambio de polaridad que presenta su compuesto. En otro estudio reportado para
glucosa y manosa se utilizaron mezclas con butanol-etanol-agua. Sin embargo no

existe un reporte en especifico para Glucomanano.
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Al concluir la etapa de extraccion y purificacion se continué con la caracterizacion
puntual de la molécula. Se realiz6 una espectrofotometria de masas, la cual puede
proporcionar informacion sobre la composicién y estructura molecular, ya que
permite determinar la distribucién de las moléculas de una sustancia en funcion de
Su masa, al analizar con gran precision la composicion de diferentes elementos
quimicos e is6topos atomicos, separando los ndcleos atomicos en funcién de su
relacion entre masa y carga (m/z). Puede utilizarse para identificar los diferentes
elementos quimicos que forman un compuesto, o para determinar el contenido
isotopico de diferentes elementos en un mismo compuesto. En este caso, se
establecieron patrones de carbohidratos, asi como el tipo de enlace entre ellos,
incluso para pequefias moléculas disociadas en la muestra, las estructuras
propuestas posterior a su analisis se muestran en la Fig 15. En un estudio
realizado [133] se analizaron seis isomeros de carbohidratos sintéticos que
difieren en composicion, conectividad o configuracion. Sus datos mostraron que se
pueden identificar isbmeros de carbohidratos coexistentes, y se pueden detectar
concentraciones relativas del isomero menor de hasta 0,1%. Estos resultados
indican que la espectrometria de movilidad de iones es una herramienta efectiva
para el analisis de carbohidratos complejos. En un estudio realizado por Bennati-
Granier C. et al. se utilizO esta técnica para demostrar la presencia de celo-
oligosacaridos nativos y oxidados. Mostrando el pico ion molecular los picos
formados por fragmentaciéon de la molécula m / z de 687.21, 705.22 y 721.21,
respectivamente, que se fragmentaron usando MS.

Esta técnica también es ampliamente utilizada para demostrar la interaccion de
uno o mas compuestos. En nuestro espectro de Glucomanano se pudieron
identificar los patrones de fragmentacion de la molécula respecto al peso
molécular. En la primera fragmentacion se eliminaron los grupos (—OH) para que
la molécula este positivamente cargada, es uno de los eventos mas simples
reportados en esta técnica; la eliminacion de un solo electron para darle carga a la
molécula. Si algunos de los iones moleculares permanecen intactos el tiempo
suficiente para llegar al detector, vemos un pico de ion molecular. Es importante

reconocer el pico de ion molecular porque esto da el peso molecular del
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compuesto. El pico del ion molecular es generalmente el pico del nimero de masa
mas alto, en nuestro espectro fue evidente esta caracteristica. Con este analisis se
corrobord que la molécula obtenida a partir de la pulpa y cascara de xoconostle

corresponde firmemente a glucomanano [126].

Posterior a esto se realizd FTIR. En el espectro obtenido para el glucomanano
PGM y CGM se puede observar la presencia de grupos hidroxilo (-OH) que se
atribuyen a la banda ancha localizada a 3315.055 cm™. Zhang et al. (2001) report6
que los espectros KGM se caracterizan por la presencia de una banda ancha
asignada a los modos de vibracion de estiramiento de los grupos (-OH) y agua
alrededor de 3396 cm™. Se identificaron los grupos metilo situados a 2917.80 cm™
que se atribuyen a la vibracion de estiramiento de (-CH). Xiao et al. (1999) registré
picos de estiramiento de (-CH) de grupos metilo a 2920 cm™.

El glucomanano estd compuesto por unidades de manosa y glucosa que poseen
un bajo grado de grupos acetilo en la cadena lateral C6 [127]. En el glucomanano
PGM y CGM estas unidades se encontraron en los picos caracteristicos de 818.24
cm™, 888.30 cm™ y 818.24 cm™, 884.58 cm™, respectivamente; considerando

para estas unidades la forma B-piranosa.

Hua et al. (2004) reportaron que unidades de glucosa y manosa se asignaban a
picos caracteristicos en 814 y 873 cm™, respectivamente, los que se atribuyen a la
vibracion de curvatura (C-H). La presencia de los enlaces 3-1,4 glucosidico y $-1,4
manosidico en la molécula son asignados a la vibracién de estiramiento C-O-C
localizados a 1032.90 y 1223.70 cm™ para PGM y para CGM a 1032.90 y 1243.07
cm™. Estudios FTIR realizados a KGM muestran picos en 1151 y 1027 cm™ que
fueron asignados a fragmentos C-O-C [128]. Debido a que en la molécula de
glucomanano las unidades de glucosa y manosa estan unidas por el enlacen B-
1,4, se establecio que la existencia de este enlace se comprobaba por la vibracion
de estiramiento del carbonilo (C=0) localizado a 1612.75 y 1714.11 cm™ (PGM)
1588.90 y 1717.84 (CGM). Se reporta el pico de estiramiento de grupos carbonilo
de KGM en 1730 cm™ por Maeda et al., (1980).

92



En los espectros FTIR para ZnO P. A. Arciniegas et al. ha reportado la presencia
de los enlaces Zn-O y Zn-OH a las longitudes de onda 1000 y 400 cm™, datos
similares se reportan también por Agnieszka (2012), Zn—-OH (~900 cm™),y Zn-O
(~450 cm™). Nuestros resultados nos indicaron la presencia del enlace Zn-O a
561.1 cm™.

Los espectros FTIR de las nanomatrices PGM-ZnO y CGM-ZnO presentan los
modos de vibracion tipo alargamiento y flexion similares a los del glucomanano
puro, sin embargo hay disminucion en la intensidad de las bandas de absorcion
respectivamente y desplazamientos en los enlaces C=0, C-O-C, -CH, se aprecia
también el enlace Zn-O. La aparicién de la banda correspondiente a Zn-O sugiere
qgue si hay una coordinacion entre GM-ZnO, esto se puede correlacionar con un
estudio realizado en donde se formaba un injerto de KGM-g-PAM, sus estudios
FTIR revelaron que la presencia de picos caracteristicos de KGM y las bandas de
amida proporcionaban una fuerte evidencia que apoya el injerto de acrilamida en
KGM. Se propone la posibilidad de interaccion del ZnO en los sitios CH,OH y en
los grupos acetilo CH,COOCH, tomando como base los cambios en los momentos
vibracionales que se obtuvieron en los espectros. Caracteristicas similares se han
reportado en la sintesis de nanoparticulas de quitosano/ZnO en donde reflejan las
interacciones entre estas dos moléculas por la presencia de nuevas picos de
absorcion y desplazamientos de los momentos vibracionales [134].

Asi mismo fue importante realizar microscopia electrénica de barrido para conocer
la morfologia de los materiales. Se ha reporta que el ZnO puede cristalizar de
varias formas, la méas estable y abundante es la estructura tipo Wurtzita
(empaquetamiento hexagonal compacto donde O forma la celda y el Zn*? ocupa
la mitad de los huecos), aunque también puede cristalizar en la forma tipo Blenda
(empaquetamiento cibico compacto donde O forma la celda y el Zn*? ocupa la
mitad de los huecos). Las micrografias del ZnO revelaron la estructura tipo zincita
hexagonal que corresponden a la estructura Wurtzita.

Un estudio SEM realizado por M. Alonso-Sande et al. (2009) para el glucomanano
mostré estructuras similares a las obtenidas en este trabajo en PGM y CGM [134].
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Las fotomicrografias de las nanomatrices PGM-ZnO a diferentes concentraciones
mostraron que al incrementar la concentracion de glucomanano se forma un tipo
de pelicula amorfa. Se ha reportado que el glucomanano KGM puede formar
enlaces cruzados con ayuda de Ce (IV) uniendo las cadenas poliméricas una
debajo de otra para la posterior formacion de geles segun lo reportado por
Shahbuddin, Bullock et al. 2013. Con este precedente se puede proponer un tipo
de interaccion parecida en nuestras nanomatrices, utilizando al ZnO como puente
entre las cadenas poliméricas por lo que se presentan estructuras mas compactas
y amorfas conforme se va aumentando la concentracion de glucomanano. Lo
mismo puede explicarse para CGM ya que las micrografias revelan similitudes. Sin
embargo para poder respaldar estructuralmente los sitios de unién convendria
realizar una mapeo de toda la zona a estudiar para poder ubicar cada uno de los
elementos presentes en la pelicula.

Por otro parte el espectrémetro de energia dispersa nos revelo el porcentaje de los
elementos presentes. Se ha reportado EDS para el ZnO con una composicién de
Zn (66.92%), O (32.76 %), en nuestro analisis se obtuvieron 71.88 % y 28.12 %
respectivamente, esto se debe a la diferencia de pureza entre estos compuestos.
Para GM no se han reportado analisis EDS, sin embargo nos permitio identificar
claramente los elementos que lo conforman.

El EDS para las nanomatrices GM-ZnO mostaron la presencia de los elementos
gue las conforman; sin embargo no confirma que todo el ZnO detectado esté
interaccionando con el GM. Las interacciones del ZnO aunque presentes son
escasas, dado que en la molécula de GM pocos son los sitios donde puede
interaccionar el ZnO. Al incrementar las concentraciones de glucomanano en las
nanomatrices se observa la disminucion del ZnO, es decir que entre mas
moléculas de glucomanano menos son las interacciones que tiene el ZnO.
Finalmente se realizd6 DRX para concretar la informacion obtenida hasta el
momento. En la figura 20 se mostro el patron caracteristico del ZnO, existen base
de datos que facilitan la identificacion de compuestos, para este caso nos ayudo a

confirmar la forma cristalina del ZnO.
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Estudios realizados para KGM sefalan un reflejo débil y amplio a

o

aproximadamente 26 = 20 °, con baja cristalinidad [135]. Estos mismos
comportamientos se observaron en nuestros resultados para PGM y CGM. En los
difractogramas de las nanomatrices se mostraron las sefales correspondientes a
GMy ZnO lo que nos indica la presencia de ambos compuestos en la muestra. Se
ha reportado para un compuesto KGM-g-PAM que la disminucion en el pico a 20
= 20" indica que la conjugacién de KGM con PAM redujo la cristalinidad de KGM.
Se ha reportado un comportamiento similar en las nanoparticulas de
quitosano/ZnO en donde se reporta que los picos a de quitosano a 10.67°y 19.99°
[137], se vuelven débiles en el patrén de XRD de nanoparticulas de quitosano /
ZnO. En nuestro resultados podemos ver claramente los picos a 26 = 20" en las
nanomatrices GM-ZnO tienden a disminuir considerablemente al punto de ser
imperceptibles. Probablemente todas las reacciones se produjeron principalmente
en la superficie de GM, y no tuvieron un efecto significativo sobre la cristalinidad
del polvo.

Una vez caracterizadas nuestras nanomatrices se realiz0 la evaluacion en un
modelo de rata nude durante 15 dias. EI modelo murino utilizado daba la
posibilidad de obtener en la herida una nueva epitelizacién y formacion de nuevo
tejido, lo que la hace similar al proceso que ocurre en los humanos. Este modelo
es versatil y se puede utilizar para evaluar la cicatrizaciéon de heridas tanto en

entornos fisiolégicos como fisiopatoldgicos.

En los datos obtenidos para el grupo control positivo a los 15 dias se observo
una retraccion del 48%, algunos estudios realizados en ratas para evaluar
cicatrizacion han demostrado que para este periodo de tiempo en los grupos
controles las costras de la cicatriz se cayeron en promedio en el dia 15 [139]. Tal
efecto lo observamos también en nuestros resultados. El proceso de contraccién
comienza alrededor de una semana luego de la herida, los fibroblastos se han
diferenciado en miofibroblastos y la herida se comienza a contraer [138]. Estudios
demuestran que el pico maximo de contraccion se presenta de los 5 a 15 dias de

la herida, dicha etapa se observd para el control positivo sin llegar al cierre total.
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Mientras que con el tratamiento ZnO los comportamientos fueron distintos, se
obtuvo un porcentaje de retraccion del 83 % y la formacion de las tres capas de
la piel; sin embargo aunque este grupo mostré6 mejoria con respecto al control, el
cierre fue por cicatrizacion por lo que en los cortes histolégicos se muestra la
alteracion en la composicion donde se encontraba la herida, dado que el sitio de

lesion es sustituido por tejido conjuntivo.

La mejoria del grupo tratado con ZnO se atribuyen a diversos factores. Estudios
han demostrado que el efecto final de éxido de cinc parece estar en la aceleracion
de la re-epitelizacion dentro de la herida. El ciclo de cicatrizacion—-renovacion
tisular se debe a la redistribucion del Zn en la zona de lesion, la cual es estimulada
por IL-1, IL-6 y TNF-a, ya que contienen a este bioelemento en su estructura, sitio
catalitico, enlaces tidlicos y en aminoacidos arométicos formando compuestos de
coordinaciéon [107-110].

El zinc es esencial para la actividad de muchas enzimas involucradas en la
cicatrizacion, por ser un acelerador, precursor y cofactor del mecanismo de
sefalizacion en fibroblastos, células endoteliales y en la angiogénesis de la placa
queratinosa que bloquea la herida. EIl grupo enzimatico Zn dependiente de mayor
relevancia en el proceso de cicatrizacion son las matrices metaloproteinasas
(MMP), proteinas capaces de degradar los componentes de las matrices
extracelulares y que exhiben diversidad de especificidad proteolitica en un rango
importante de proteinas y glicoproteinas, en las que se incluyen citocinas y sus
receptores, asi como para moléculas de adhesion. Las MMP son sintetizadas por
diversos grupos celulares en el sitio de la herida: macréfagos, fibroblastos, células
endoteliales y en menor proporcién por queratinocitos, el Zn en ellas se encuentra
unido al sitio catalitico, por lo que es indispensable para su actividad en el proceso
cicatrizacion — reparacion [107-110]

Por otro lado, se evalu6 un grupo administrado con una forma farmacéutica
conocida como lo es la “Pomada de la Campana” (PC). Los animales
administrados con PC, presentaron comportamientos similares al tratamiento con

ZnO. Esto se puede ver atribuido a los componentes presentes en esta pomada
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como son, Alantoina, ZnO, TiO,. Para el caso del compuesto Alantoina o 5-ureido-
hidantoina, no se han establecido especificamente mecanismos de accién. Sin
embargo se sabe que reduce el tiempo de cicatrizacion, es anti-irritante,
hidratante, eliminador de tejido necrotico, estimula la mitosis de fibroblastos, por lo
gue fomenta la regeneracion de la piel, ya que favorece y acelera el proceso
natural del tejido [141]. El papel del TiO, principalmente es su capacidad para
inhibir el crecimiento bacteriano y evitar la formacién adicional de estructuras
celulares. Se sugiere que a través de estrés oxidativo (ROS), las especias
reactivas de oxigeno pueden entonces actuar sinérgicamente atacando
fosfolipidos poliinsaturados en bacterias y causar dafio al ADN [136]. Dadas estas
propiedades acompaiadas por el efecto ZnO, en nuestros resultados con PC se
presentd un proceso de cicatrizacidon mas rapido en comparaciéon con el control, se

aprecia dicho fendémeno en el analisis histologico.

Actualmente la bioingenieria de nanoparticulas se ha enfocado a los mananos
sintéticos y de extractos naturales por su alta capacidad regenerativa. En este
sentido una de las biomacromoléculas mas estudiadas e informadas, el manan
sulfato (MS). EI MS combinado con nanoparticulas de Ag, se ha encontrado como
un potente inhibidor del virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 y muchos otros
virus con envoltura [142]. Asi mismo se ha explorado su papel como agente
reductor y limitador en la sintesis de AgNP. Previé que los AgNPs protegidos con
MS (MS-AgNP) muestran una captacion mejorada a traveés de las células que
expresan el receptor de manosa a través de su potencial de direccionamiento.
Estudios in silico de acoplamiento molecular, han concluido que el polisacarido MS
exhibe mayor unién con el dominio rico en cisteina (Cys-MR) del receptor de
multilectina manosa [143]. Estas interesantes propiedades estructurales con
potencial de direccionamiento a los receptores de manosa sirven matriz ideal para
la movilizacién de fibroblastos y diferentes células epiteliales, limitando la actividad

bacteriana debido a su reconocimiento en dichos dominios [144].
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En nuestro estudio, el grupo tratado Unicamente con GM resultd tener un
porcentaje de retraccién del 100% y una adecuada formacion de la capas de la
piel sin tejido conectivo. Este efecto de cierre de segunda intencion lo podemos
atribuir a que se ha informado que los glucomananos promueven la acumulacion
de fibroblastos y queratinocitos, estimulan la produccion de colageno; también por
su capacidad de estimular metabolitos de fibroblastos en heridas de piel. El
glucomanano (GM) y glucanos son reconocidos por una gama de receptores de
superficie celulares tales como el receptor de manosa (MR), receptores tipo Toll 2,
4 (TLR2, TLR4) y lectina de unién a manosa (MBL). Las células poseen lectinas
que reconocen carbohidratos especificos que también estan involucrados en
muchas funciones biolégicas tales como la respuesta inmune, el reconocimiento
celular, la migracion y el metabolismo [28-30].

En este sentido, la coadministracion del GM-ZnO a diferentes concentraciones
mostraron porcentajes de retraccion mayores que los tratamientos con ZnO y PC
sin embargo no mostraron a nivel histolégico una mejor formacién de las capas de
la piel en comparacion con el efecto que se obtuvo con GM, sin embargo a medida
de que se aumentaron las concentraciones del GM se observan a nivel celular una
mejor reorganizacion. Se esperaba que las nanomatrices GM-ZnO presentaran
mejores resultados en la evaluacion de la cicatrizacion, sin embargo se demostro
gue GM coadyuva en mejor medida a la recuperacion de la lesién, por medio de
procesos de regeneracion tisular y promover la inhibicion de los procesos
oxidantes e inflamatorios, en consecuencia el efecto farmacoldgico resulta mas
efectivo ya que acelera la cicatrizacién de forma significativa, en comparacién con

los demas tratamientos.
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X CONCLUSIONES

El fruto de Opuntia joconostle ofrece una fuente importante de glucomanano tanto
en cascara como en pulpa, ya que a partir de ambos se logré extraer, purificar y
caracterizar la biomolécula de interés por métodos analiticos que permitieron

establecer inclusive la conformacion molecular.

Se lograron desarrollar nanoparticulas de glucomanano-ZnO a baja
concentraciones de la biomolécula, en contraste a una mayor concentraciéon de
glucomanano se desarrollaron biopeliculas funcionalizadas con zinc, mismas que

fueron caracterizadas en su totalidad.

Se desarroll6 una forma farmacéutica utilizando como principio activo al
glucomanano en combinacién con ZnO que mostré6 una relevante actividad
cicatrizante/reepitelizante, que actla de mejor manera que una formula

farmacéutica reconocida.

La regeneracion del tejido epitelial dado por la formula farmacéutica a base de
glucomanano con y sin la adicion de zinc, es al menos un 50% mas eficiente que
la formula farmacéutica comercial, ya que recupera al 100% la estructura de la piel

en un menor tiempo.
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