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Glosario

LPA &cido lisofosfatidico.

UV: ultravioleta.

EVGF: factor de crecimiento endotelial vascular.
ADP: adenosin di fosfato.

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas.
EGF: factor de crecimiento epidérmico.

TGF B1: factor de crecimiento transformante B1.
GM- CSF: factor estimulante de colonia granulocitos y monocitos.
INF: interferén.

Ang 1, 2: angiopoyetina 1,2.

SPARC: proteina secretada acida y rica en cisteina.
IL-1: interleucina 1.

TNF a: factor de necrosis tumoral alfa.

IGF 1y Il: factor de crecimiento similar a la insulina 1y 2.
AINES: antiinflamatorios no esteroideos.

MAC: moléculas de adhesion celular.

VCAM-1: molécula de adhesion celular vascular 1.
IL-6: interleucina 6.

CZH: cazahuate.

MEC: matriz extracelular.

AGE: productos finales de la glicacion avanzada.
RAGE: receptores de AGE.

HIF: factor inducible por hipoxia.



1. Resumen
En la actualidad se emplean diversos productos naturales en la medicina tradicional
herbolaria para satisfacer las necesidades de salud, se sabe que Ipomoea pauciflora
comunmente conocido como Cazahuate fue empleado en las culturas
mesoamericanas para tratar diferentes afecciones desde dermatoldgicas hasta
antirreumaticas, en esta investigacion se emplearon ratas machos de la cepa Wistar,
al ser un modelo que presenta gran similitud al sistema tegumentario con el humano
ademas de mas facil acceso y reproductibilidad, esto con la finalidad de evaluar el
efecto procicatrizante de extractos acuosos de Ipomoea pauciflora en un cierre por
segunda intencién en un periodo de 15 dias comparados con dos grupos control; la
poblacion total fue de 54 ratas machos de la cepa Wistar que se dividieron en 9 grupos
experimentales a los cuales se les realizé un corte excisional en el dorso de las ratas
y se les aplicé 25 pL de solucion estéril para el grupo control negativo, 25 pL del
producto comercial Dermatix para el control positivo y 25 L de extracto acuoso de
cazahuate que equivale a 0.25mg de materia organica, y se les realizé toma de biopsia
del tejido cicatrizal al los 3, 8 y 15 dias para analizar histomorfologicamente la
respuesta inflamatoria y la evaluacion de las fibras de colageno formadas durante el
proceso de cicatrizacion. Los resultados obtenidos demostraron que el uso de extracto
acuoso de Ipomoea pauciflora favorecié el proceso de cicatrizacion, reduciendo los
tiempos en la fase inflamatoria y beneficié el proceso de proliferacién y de maduracion
celular, disminuyendo y acelerando la respuesta inflamatoria desde los primeros dias,
también propicié la proliferacion de fibroblastos y su cambio fenotipico a miofibroblasto,
por lo que se observé en una disminucion del tamafio de la herida en el dia 6 y 8 en
comparacion con los grupos control, al término de los 15 dias la lesion final present6
una mayor homogeneidad con el tejido circulante a la lesién, con un aspecto mas
estético, en comparacién con ambos controles, también se pudo ver una mejora
significativa en la remodelacién y maduraciéon del tejido en comparacion con ambos
controles, asi como una disposicion de fibras de coldgeno mas organizadas,
presentando anexos cutaneos, demostrado a partir del analisis histomorfoldgico.
La aplicacién del extracto acuoso de Ipomoea pauciflora presentd accién
procicatrizante al disminuir la respuesta inflamatoria local y estimulé la generacion de
8



un tejido con caracteristicas con mayor similitud al tejido original comparado con el

formado con el transcurso natural sin intervencién o empleando gel de silicona.



2. Introduccién

En la actualidad se han empleado diversas estrategias terapéuticas para la
reepitelizaciéon o aumento de la fuerza tensil de las heridas, en administracion tépica,
por ejemplo; farmacos como el acido isofosfatidico (LPA), asi como derivados de plata |
para el tratamiento de quemaduras en piel por su efecto antimicrobiano no obstante se
observa retraso e inhibicion en la reepitelizacién de las heridas in vitro e in vivo
retrasando el proceso de cicatrizacion por su citotoxicidad, otro enfoque se ha centrado
en la regulacion del proceso inflamatorio y sus efectos inhibiendo TNF-a, también se
han usado anélogos de piel mostrando cierta efectividad en el tratamiento de heridas
neuropaticas cronicas, se ha encontrado disminucion significativa del tiempo de
curacion, por medio de biorreactores locales que nutren las células de la herida con
factores de crecimiento y proteinas de MEC previniendo o mejorando la replicacion
deficiente y la proliferacion en la herida (1,2), estas mismas acciones han sido
estudiadas como efecto de metabolitos secundarios de compuestos organicos
encontrados en las plantas, por lo que se ha planteado el uso de extractos acuosos de
Ipomoea paucifiora que ha sido usado tradicionalmente por las [culturas
mesoamericanas para afecciones dermatolégicas y como antiveneno de animales
ponzofiosos, sin embargo sus efectos no se han estudiado en el ambito cientifico (3,4).
Se estudi6 el efecto de extractos acuosos de la corteza de Ipomoea pauciflora, como
pro-cicatrizante en heridas con cierre por segunda intencién encontrandose de
acuerdo a estudio histomorfoldgico, que actian en la fase inflamatoria, proliferativa y
en la remodelacion y maduracion del tejido en el proceso de cicatrizacion con mejor
sanacion en estas fases comparadas con control negativo (cierre natural) y el control

positivo (Dermatix®, producto comercial a base de gel de silicona).
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3. Antecedentes

3.1 Antecedentes generales

La medicina tradicional

El uso de la medicina tradicional busca aumentar el conocimiento terapéutico del
médico, y a su vez inculcar el uso de la vieja y actual dialéctica y terapéutica, tanto
oriental como occidental, para enriquecer su competencia diagnostica y terapéutica en
la préactica diaria esto con el fin de evitar dafios ocasionados por iatrogenias, por la
falta de conocimiento y/o consecuencia del mal empleo por parte de la comunidad o
inclusive por interacciones medicamentosas, que pudieran presentarse con el afan de
buscar una cura al padecimiento (5). Actualmente la medicina tradicional es admitida
como un elemento esencial para la salud de millones de personas, siendo asi parte
esencial del patrimonio de las culturas como acervo de informacién, recursos y
practicas para el desarrollo del bienestar e identidad de numerosos pueblos (6).

A su vez, la medicina tradicional mexicana (figura 1) ha cambiado a lo largo del tiempo,
interactuando con modelos terapéuticos para conformar el actual “sistema real de
salud” de millones de mexicanos, sin importar estrato social o zona geografica,
destacando su fuerte asociacion al uso de plantas medicinales por ser un recurso
accesible y conocido, siendo esta, en algunas ocasiones, la Unica opcién de
tratamiento para las poblaciones indigenas, ya sea por su extrema pobreza, dificil
acceso a la comunidad de medicamentos patentados o bien por las deficiencias en el
sector salud (6,7).
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Figura 2. Elementos representa[ti

Las plantas medicinales

En general, las plantas medicinales desempefian un papel importante en el cuidado
de la salud de los seres humanos, desde el inicio de la humanidad, hasta el desarrollo
de la medicina actual, el hombre ha dependido de ellas para el tratamiento de sus
enfermedades, acumulando un vasto acervo de conocimientos sobre su uso (6,10).
En la mayoria de paises en vias de desarrollo, de acuerdo a la OMS el 80% de la
poblacion, usa la medicina tradicional herbolaria para satisfacer sus necesidades de
salud (figura 2); en paises como China, Cuba y Tailandia se ha introducido oficialmente
el uso de esta medicina en sus programas de salud, aunado a que en las Ultimas
décadas, en el occidente han tenido mayor relevancia productos de origen natural,
como las drogas secas y los extractos favoreciendo asi el regreso a lo natural; el
descubrimiento de efectos adversos, la comprension y mayor entendimiento quimico,
farmacoldgico y clinico de las drogas vegetales, para el desarrollo de métodos
analiticos con el fin de mejorar el control de calidad e impulsar nuevas formas de
preparacion y administracion de los fitoterapéuticos, siendo definidos como el uso de
material vegetal con propiedades medicinales para finalidad terapéutica (11), esto con
el proposito de hacer cientifico el conocimiento tradicional empirico, de los habitos y
costumbres de terapias comprobadas, asi como de los preparados, remedios,
infusiones, suplementos nutricionales y otros productos fitoterapéuticos (10,12).
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Figura 2. Representacion ilustrativa de drogas secas cominmente empleadas en la herbolaria. (13)

Por su parte la industria farmacoldgica y alimenticia muestran interés en los productos
naturales debido a las propiedades antioxidantes y antimicrobianas que estos
presentan, un ejemplo es el propoleo el cual presenta actividad antimicrobiana,
antiinflamatoria, antifingica, antioxidante e inmunoestimulante; dentro de sus
compuestos mas abundantes y mas estudiados se encuentran los compuestos
fendlicos como los flavonoides pinocembrina, galangina y crisina; los aldehidos, el
éster fenetilico, los acidos fendlicos, caféico, fertlico y cinamico, los cuales se han
estudiado, principalmente, en ftrastornos  neuroldgicos, enfermedades
cardiovasculares, fisiopatologia del cancer y diabetes, inclusive se ha analizado su
efecto en la lesion por isquemia—reperfusion ovarica (14).

Una de las limitantes para realizar los perfiles de compuestos bioactivos es la
caracterizacion de la composicion quimica, ya que esta varia dependiendo de la época
del afio en que se colecte la muestra, por lo que inclusive las muestras recolectadas
en la misma zona geogréfica, pero diferente momento muestran distintas
composiciones quimicas y perfiles fitoquimicos activos (15).

De las plantas medicinales descritas en el cédice Badiano (14, 15), se registra que los
aztecas utilizaron el cazahuate para uso medicinal y estético, lo empleaban para tratar
desde dolor abdominal hasta picaduras de animales ponzofiosos o mordeduras de
serpientes, también lo empleaban para estimular el crecimiento y fortalecimiento del
cabello (16,17). En la figura 3 se observan ilustraciones del cédice Badiano de plantas

medicinales.
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Figura 3. llustracién del codice De la Cruz Badiano en el que se describen los usos de algunas plantas
medicinales empleadas por la cultura mexica durante el virreinato (18,19).

El Cazahuate

El arbol de Ipomoea pauciflora cominmente conocido como cazahuate (figura 4)
pertenece al género Ipomoea, especie y subespecie pauciflora pertenecientes a la
familia Convolvulacea, del orden Solanales, superorden Asteranae, subclase
Magnoliidae y de clase Equisetopsida (20).

Figura 4. Imagenes representativas de Ipomoea pauciflora.

En 2013 Dorado — Ruiz et al., describieron que Ipomoea pauciflora cuyo origen adn
desconocido, es una especie distribuida en todo el pais sobre todo en la region de
Morelos, Guerrero y Oaxaca, entre otros estados con selva baja caducifolia, sin
embargo ha sido poco investigada en el ambito de la medicina tradicional (21,22),
habita en climas célido y semicdlido, entre 400 a 2000 metros sobre el nivel del mar

(msnm), frecuentemente se le asocia a vegetacion perturbada, derivada de bosque
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tropical caducifolio y matorral xer6filo, es descrita como una planta arbéreo-arbustiva
de 3 a 8 m de altura, con flores de color blanco, y sus semillas estan cubiertas por
suave pubescencia blanca (4,21,23-25).

En el estado de Morelos existen tres especies arbéreas de Ipomoea: Ipomoea
arborescens, Ipomoea murucoides e Ipomoea pauciflora. Las dos primeras conocidas
como ‘“cazahuates amarillos” diferenciandose de la ultima por su abundante
pubescencia, especialmente en hojas, pedinculo y céliz, y por su corteza amarillenta,
menos marcada en Ipomoea arborescens, siendo Ipomoea pauciflora glabra y de
corteza blanquecina por lo que es comunmente denominado como “cazahuate blanco”
(figura 5), sus flores estan agrupadas en largas y curvas inflorescencias de hasta 1.5m
de largo con numerosas flores, opuesto a que en Ipomoea arborescens e Ipomoea
murucoides; las inflorescencias se encuentran, principalmente, en las puntas de las
ramas y cuentan de 2-4 flores, es un arbusto que mide 8 metros de altura y en el tronco
presenta un grosor de hasta 40 cm, muy ramificado, con corteza grisacea y lisa. Los
tallos son glabros, con latex blanco y cicatrices foliares, las hojas son simples de 4.4 —
11 cm de longitud por 2.2 — 6.8 cm de ancho, glabras, de tipo cordiformes a ovadas,
base cordada, margen entero y apice acuminado, presenta inflorescencias de hasta
1.5 m de largo; peddnculos de 1.5 — 4.6 mm de largo y 0.9 — 1.6 mm de grosor, glabros,
verdosos; pedicelos glabros, verdosos; caliz con sépalos sub-iguales, ovados, glabros,
apice de agudo a redondeado. Flores de 5.6 — 8.2 cm de largo, 1.4-3.1 cm de ancho,
corolas blancas, interior parpura en la base, infundibuliforme, interpliegues glabros y
verdosos, con tricomas blancos en base; estambres de 1-1.6 cm de largo, filamentos
blancos, aunados a la corola, estilo y estigma blancos, frutos globosos, color pardo
claro. Semillas, con pelos color blanco en los margenes laterales. Habitat: selva baja
caducifolia, en un gradiente altitudinal de 910-1620 msnm. Fenologia: florece de
octubre a marzo, extendiéndose hasta el mes de abril y fructifica de febrero a abril
(16,24,26).
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Figura 5. En la imagen a) se puede observar la corteza blanquecina, y hojas simples y glabras, b) se
aprecia la inflorescencia larga y abundante en comparacién con las otras dos especies de cazahuate
(27), c) se observan las caracteristicas de las flores previamente descritas (26,27).

Usos etnobotanicos

Se han realizado diversas investigaciones etnofarmacolégicas del cazahuate, como la
modulacién de la actividad antibiética, la inhibicién de bombas de flujo bacteriano de
diversos farmacos con la adicion de la resina de cazahuate y la modificacion de la
resistencia bacteriana ante tetrasacaridos por mencionar algunos (28-30), la
etnofarmacologia fue definida en 1983 por Holmstedt y Brunh como “La exploracion
interdisciplinaria de los agentes bioldgicamente activos tradicionalmente empleados
por el hombre”; en 1991 Schultes la define como: “La observacion, identificacion,
descripcion e investigacion experimental de los efectos de los farmacos utilizados en
la medicina tradicional”, por lo tanto la etnofarmacologia se define como una ciencia
interdisciplinaria que comprende las observaciones de campo, la descripcién del uso
y elaboracion de los remedios, la determinacion botanica del material, los estudios
fitoquimicos incluyendo el aislamiento de los compuestos presentes en las plantas
(31,32); estudios farmacolégicos han demostrado una gran cantidad de plantas
empleadas para tratar las afecciones de diversas poblaciones por su funcion
antitumoral, antiséptico, analgésico, antiinflamatorio, antibiético, entre otros (32).
Dentro de las moléculas bioactivas se encuentran los metabolitos primarios y
secundarios; de los primarios se encuentran los lipidos, acidos nucleicos y proteinas

los cuales se destacan por su alto valor, la complejidad de sus estructuras quimicas y
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sus vias biosintéticas, de los principales metabolitos secundarios aislados en
diferentes partes de las plantas se encuentran los flavonoides, triterpenos, catequinas,
lignanos, taninos, cumarinas y esteroides (14,33,34).

Experimentacién con compuestos organicos

Las moléculas bioactivas producidas por las plantas poseen gran actividad bioldgica
por lo que son importantes fuentes terapéuticas en el ambito farmacéutico y de
inmenso valor comercial (15,33).

Se han empleado diversas técnicas para la extraccién de compuestos activos como la
cromatografia, electroforesis y resonancia magnética nuclear con sus respectivas
variantes para la deteccion, identificacion y cuantificacién de estas moléculas, asi
como su aislamiento para la produccién de bioensayos adaptables a fin de identificar
una amplia gama de efectos (15,33).

La presencia de marcadores quimicos de compuestos organicos se ha realizado a
través de HRMS (espectrometria de masas de alta resolucion), esta técnica identifica
sus principios activos a partir de la masa exacta (m / z), relacién de is6topos; y
fragmentacion, por lo que la HRMS se ha empleado principalmente para determinar
flavonoides y alcaloides, de estos marcadores se han estudiado sus actividades
bioldgicas, antiinflamatorias, citotoxicos, antibacterianos y antifingicos, por mencionar
algunos (14,35).

Métodos de extraccion

En la literatura cientifica se mencionan diferentes métodos de extraccion para los
principios activos de plantas desde sus inicios a la actualidad. Los métodos de
extraccion sélido-liquido (decoccidn, infusién, maceracion e hidrodestilacién) emplean
agua, etanol, cloroformo, hexano, acetato de etilo, metanol, etc., siendo el etanol el
solvente mas utilizado (33).

Existen diversas metodologias para la extraccion de los principios activos contenidos
en las plantas necesitando un solvente que dependera del procedimiento y de la
naturaleza quimica del principio activo. Se enlistan los métodos de extraccion mas
importantes:

Percolacion: es el método de extraccion que consiste en mezclar un solvente

regularmente alcohélico o hidroalcohdlico capaz de atravesar la materia organica
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pulverizada en un solo sentido, cediendo todos sus componentes solubles de manera
progresiva, se realiza en recipientes cilindricos o conicos equipados con dispositivos
de carga y descarga, alcanzando una extraccion de hasta el 95% total de los principios
activos (11,33,36).

Decoccién o cocimiento: consiste en llevar a la mezcla de la materia organica y el
solvente a una temperatura igual a la de ebullicién del agua, manteniéndola durante
un periodo de tiempo de 15 a 30 minutos (11,36).

Infusién: proceso en el que la materia organica se hidrata previamente al contacto con
el solvente y se lleva a temperatura de ebullicion del agua por cinco minutos, se deja
enfriar y se prepara al 5% (36).

Digestion: es una maceracién a una temperatura entre los 50 o0 60° C, obteniendo un
mayor rendimiento de la extraccion; se disminuye la viscosidad del solvente facilitando
la penetracién al interior de las células y as{ extraer los principios activos (33,36).
Maceracion: es el contacto prolongado de la materia organica con el solvente, el
contacto circula en todas las direcciones y sentidos, se protege de la luz, y se debe
agitar continuamente, el tiempo de maceracion es diverso, entre cuatro y diez dias
(36).

Actividad biolégica de los compuestos organicos

En el 2013 Olczyk et al., estudiaron el uso de propéleos en el tratamiento de heridas
de la piel encontrandose que este facilita la formaciéon del tejido de granulacion,
estimulando la regeneracion epitelial y modulando la deposicion de la matriz
extracelular.

En distintos estudios reportaron que el uso de propéleos suprime la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), disminuyendo el dafio en fibroblastos, a su vez
se describe que el estrés oxidativo afecta la vitalidad y expresion de colageno de los
fibroblastos y que extractos etandlicos disminuyeron las ROS, protegiendo las células
del dafio oxidativo (14,15,33,35).

Martinotti y Ranzato en el 2015 relacionaron que las actividades biolégicas de los

compuestos organicos implicados en la regeneracion de tejidos y la reparacion de
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heridas, podrian estar asociadas con sus propiedades antimicrobianas,
antiinflamatorias e inmunomoduladoras (14,15).
Estudios sobre la actividad antibacteriana del propéleo en el 2015 por Brown et al.,
describieron que su actividad es debida a la presencia de flavonoides, acidos y ésteres
aromaticos en su composicion, principalmente contra las bacterias Gram positivas ya
que estas biomoléculas activas tienen efectos en las paredes celulares de los
organismos nucleares a través de un mecanismo aun no conocido (14,33-35).
En un estudio in vivo Picolotto et al demostraron que la aplicacién tépica de la
membrana de celulosa bacteriana asociada con extractos de propdleos rojos acelera
la curacién de heridas en ratones diabéticos por el incremento en el indice de
contraccion de las lesiones, la disminucién de inflamacion, asi como la reepitelizacion
completa de las heridas sin presencia de costras a los 14 dias (35).
Propiedades fitoquimicas del Cazahuate
De acuerdo a la literatura y estudios realizados se encontr6 la presencia de flavonoides
en gran concentracion, encontrandose en la literatura que poseen bioactividad bifasica
inhibidora a altas concentraciones y activadora a bajas concentraciones, sobre
factores de crecimiento como el VEGF (factor de crecimiento vascular endotelial) entre
otros factores de crecimiento, también poseen capacidades antitumorales para
canceres que sobre expresan el receptor de EGF (factor de crecimiento epidérmico)
demostrado en ensayos clinicos in vitro o fase l/ll en células humanas y animales, solo
0 en combinacién con quimioterapia o radioterapia, también se destacé su actividad
antiinflamatoria y efectos cicatrizantes (37). Se ha descrito que poseen actividades
antimicrobianas, antivirales, antilicerogénicas, citotoxicas, antineoplasicas,
mutagénicas, antioxidantes, antihepatotéxicas, antihipertensivas, hipolipidémicas,
antiplaquetarias y antiinflamatorias. Asi como efectos bioquimicos de inhibicion de
enzimas como la aldosa reductasa, la xantina oxidasa, la fosfodiesterasa, la Ca (+2) -
ATPasa, la lipoxigenasa, la ciclooxigenasa, etc. También poseen un papel regulador
de diferentes hormonas como la hormona tiroidea y hormonas sexuales como los
estrégenos y los andrégenos, Se ha encontrado que tienen actividad antiinflamatoria
en las fases proliferativas y exudativas de la inflamacién (38), asi como su actividad
cicatrizante en modelos biol6gicos de ratas Wistar (39).
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En diferentes estudios realizados se encontr6 variabilidad de los resultados pudieran
estar presentes o0 no los esteroides, estos interfieren con los procesos de inflamacion,
proliferacion de fibroblastos, sintesis y degradacién de colageno, deposicion de tejido
conectivo, angiogénesis, contraccion de heridas y reepitelizacién, esto por la
interaccion de factores de crecimiento y citosinas (40), de este grupo se ha descrito
que los brasinoesteroides son hormonas esteroides vegetales y estan involucrados en
el crecimiento, divisién y diferenciacion celular, activan la via de sefializacion PI3K /
Akt con efectos androgénicos minimos, estimulan la proliferacién y migracion de
fibroblastos y la débil proliferacion de queratinocitos in vitro, esto esta justificado por la
expresion del receptor de andrégenos en queratinocitos, fibroblastos y células
inflamatorias, por lo que acelera la cicatrizacion de heridas al modular positivamente
la fase inflamatoria y de reepitelizacion al mejorar la sefializacion de Akt en los bordes
de la herida y mejorar la migracién de fibroblastos al lecho de la herida (41).

Otro metabolito secundario encontrado es el colesterol, estudios han demostrado que
en la piel se sintetizan esteroles en roedores y primates, la esterologénesis epidérmica
no es completamente auténoma, ya que responde a influencias regulatorias
especificas como el sulfato de colesterol que controla la esterologénesis en humanos
(17); otro estudio describe la biosintesis del colesterol y la via del mevalonato tienen
un papel importante en la formacion de barreras en la epidermis, lo que implica efectos
inmunomoduladores, reduccién del estrés oxidativo, efectos anabdlicos en los huesos
y estimulacion en la curacion de fracturas y cicatrizacion de heridas, en un estudio se
describe la accion del FPP (pirofosfato de farnesilo) como ligando para el receptor de
glucocorticoides (GR), mediando la inhibicion de la migracién de queratinocitos, la
epitelizacion y la cicatrizacion de heridas, sugiriendo nuevas vias terapéuticas para el
tratamiento de los trastornos de cicatrizacion de heridas (42).

La presencia de saponinas, las cuales pueden acelerar diversas actividades biol6gicas
como las funciones hemoliticas, antibacterianas, antivirales, antioxidantes y
antiinflamatoria que disminuye el edemay la inflamacion de la piel, un estudio describe
el uso de una saponina extraida del ginseng que acelera la neovascularizacién en las
heridas por quemaduras de la piel en ratones y aumenta VEGF y la interleucina (IL) -

1B(43), otro estudio reporta los efectos de la saponina “ginsendsido Rb” presentd una
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accion mas fuerte de curacién de heridas por quemaduras, aumento de la
neovascularizacioén en el tejido circundante y la produccion de VEGF e IL -1 B asi como
del factor inducido por hipoxia (HIF) -1 a en los queratinocitos en la herida por
quemadura, en comparacion con aquellos ratones con quemaduras tratado con
vehiculo solo (44).

La posible presencia de alcaloides, se ha reportado el uso de alcaloides en el
tratamiento del cancer, asi como en el tratamiento de heridas al reducir el periodo de
epitelizacion, aumentar la contraccién de la herida y mejorar la resistencia del tejido;
asi como también poseer actividad antibacteriana tanto para Gram positivas como para
Gram negativas de algunos de los microorganismos presentes en las infecciones de
heridas (45), otros estudios reportan la actividad de los alcaloides en el tratamiento de
heridas al aumentar autocrinamente los niveles de TGF-betal y EGF por fibroblastos
(46).

Finalmente, la presencia de lactonas, se ha descrito en diversos estudios el efecto de
inhibir significativamente la proliferacion de células de cancer de pulmén de células
pequefias humanas SBC-3 y un menor efecto inhibidor sobre la proliferacion de
fibroblastos de ratdn, asi como su posible efecto anti ateroesclerético al inhibir la
proliferacion y migracion de células vasculares anormales del musculo liso (VSMC)
(47). También se ha descrito el uso del acido glucénico gamma-lactona en el
tratamiento de heridas en donde se reporté una mayor rapidez en la reepitelizacion,
mayor contraccién de la herida, asi como de su resistencia tensil, como también una
mayor concentracion de colageno y menor presencia de monocitos en comparacion
con el grupo control (48).

La piel

La piel considerada la “envoltura viva del cuerpo”; es una membrana fibroelastica que
realiza diversas funciones entre las que destacan la proteccion ante agresiones
externas, la termorregulacion, la filtracion de radiaciones UV, produccion de vitamina
D, reconocimiento inmunitario, de barrera contra microorganismos; siendo el érgano
mas extenso y receptor de estimulos sensoriales (49,50).

La piel se divide en tres capas (figura 6):
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Figura 6. Esquema representativo de la piel en un corte transversal y las 3 capas que la conforman, asi
como los anexos cutaneos (51).

La epidermis que constituye el 5% del espesor de la piel y mide 0.04 - 1.5 mm, la cual
esta constituida por un epitelio escamoso estratificado queratinizado formado por los
estratos: c6rneo, lucido, granuloso, espinoso y germinativo o basal (50,52).

La dermis forma el 95% de espesor total de la piel, estd compuesta por tejido conectivo
denso con predominio de haces fibrosos de colagena y fibras elasticas, en esta capa
se encuentran abundantes vasos sanguineos y linfaticos, esta inervada de forma
profusa y contiene los anexos cuténeos; es constituida por dos estratos: el papilar y el
reticular (50,52).

El tejido celular subcutaneo o hipodermis: es la capa mas interna de la piel compuesta
por adipocitos separados por tabiques fibrosos, presenta caracteristicas similares a la
dermis, discrepando el tejido que la constituye con predominio de tejido conjuntivo
laxo; relaciona la piel con tejidos méas profundos como las fascias de los musculos, el
pericondrio o el periostio (50,52).

Anexos cutaneos: son estructuras que contribuyen en la fisiologia de la piel, se originan
en la epidermis y estan contenidos en la dermis enlistadndose los siguientes elementos:
complejo pilosebéaceo, glandulas apdécrinas, glandulas ecrinas o sudoriparas y ufias
(50,52).
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En el 2013 Corredor, G. Menciona que la habitual exposicién a las agresiones del
medio lo predispone a sufrir dafios que afectan su entereza modificando el desarrollo
de sus funciones (49).
Heridas
Las heridas son definidas como una disrupcion de estructuras funcionales y
anatomicas(52-54), y son una afeccion muy frecuente, en ocasiones puede llegar a
poner en riesgo la vida de los pacientes, son la resultante de una perdida de la
continuidad de la superficie de la piel, causada generalmente por cortes, desgarros,
quemaduras, contusiones o cambios bruscos de temperatura, ya que altas
temperaturas desnaturalizan las proteinas y la temperatura por debajo de cero grados
genera cristales intracelulares, asi como por descargas eléctricas, entre otra causas,
por lo que es importante conocer la causa de la herida para dar el tratamiento, cuidados
adecuados y para estimar un tiempo de cicatrizacién adecuado, es prescindible saber
el tiempo transcurrido desde que se origind la herida para evitar complicaciones (54—
57).
Tipos de heridas
Las heridas tienen diversas clasificaciones segun su aspecto, tiempo de evolucion,
grado de contaminacion, extensién a otras estructuras y mecanismo de accion que los
origina, por lo que se enlistan algunas de estas.
Segun aspecto de herida se clasifican en;
Contusa: no presenta bordes netos (53,54,56).
Cortante: tiene bordes definidos (53,54).
Contuso cortantes: parando tejidos y planos subyacentes de forma ligeramente
irregular por impacto, compresién o deslizamiento, presenta equimosis perilesional
(53,58).
Punzocortante: predomina la profundidad mas que la extensién (56,58).
Punzante: es aquella que es originada por arma blanca.
Atricion: es originada por aplastamiento de un segmento del cuerpo (53,54).
Avulsién arrancamiento o amputacion: es aquella que presenta escisién de un
segmento corporal (53,54).
Colgajo: porcion de la piel que esta unida sélo por su base.
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Abrasiva o erosiva: multiples areas sin epidermis, conservando el resto de las capas
de la piel (53,56).

Quemadura: es la lesion resultante de la exposicion a agentes fisicos, quimicos o
biol6gicos que puede originar alteraciones locales o sistémicas, reversibles o no
dependiendo de varios factores (59).

Otra clasificacion se basa segin mecanismo de accion, en las que encontramos:

heridas por arma blanca, por arma de fuego, por objeto contuso, por mordedura, por

agente quimico o por agente térmico. También se clasifican dependiendo el

compromiso a otras estructuras en simples o complicadas, con pérdida o sin pérdida

de la sustancia dependiendo de esta, 0 segun su grado de contaminacion se clasifican

en limpias si presenta un tiempo menor a 6 h de evolucién, con minimo dafio tisular y
no penetrante o sucias si presenta mas de 6 h de evolucién, es penetrantes o con
mayor dafio tisular (52-54,56).

Herida quirdrgica aguda

En 1994 se realiz6 un consenso en el que se definié como herida a toda disrupcion de
estructuras funcionales y anatdmicas y definiéndose como aguda a aquella herida en
la que se restaura anatémica y funcionalmente en un plazo limite menor a 30 dias (53).
La mayoria de estas heridas presentan una cicatrizacion rapida y sin complicaciones,
diversas causas del paciente o por la propia cirugia pueden alterar el proceso de
cicatrizacion como lo son las infecciones de las heridas; la proliferacion bacteriana
puede resultar en los ejemplos siguientes (52,54):

Contaminacioén: presencia de microorganismos en la herida, no vence la inmunidad
del hospedero, su presencia es transitoria y no retrasa la cicatrizacion (54,56).
Colonizacién: hay proliferacion de microorganismos sin afectar al hospedero ni
genera una infeccion (53,55,56).

Colonizacion critica: es un estadio intermedio entre la colonizacion y la infeccion,
presenta un retraso en el proceso de cicatrizacion por abundante crecimiento de
microorganismos (54,56).

Infeccién: los microorganismos proliferan e invaden los tejidos generando lesiones

celulares y reacciones inmunitarias, alterando el proceso de cicatrizacion (52,53,60).
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Independientemente del tipo de herida se debe procurar de forma que al final de la
cicatrizacion quede reparada anatdmica y funcionalmente siguiendo las
recomendaciones para cada tipo de herida desde la anestesia local, control de
hemostasia, limpieza de la zona, cierre de la herida atraumética evitando la tension y
usar un material de sutura adecuado considerando el estado de los bordes y el tiempo
transcurrido y grado de contaminacion, hacer empleo de cuidados adicionales como
terapia térmica, inmovilizaciones y/o uso de antibioticoterapia, en caso que lo amerite
inmunizacion antirrbica y antitetanica.

Cicatrizacion

Es el proceso de reparacion de la disrupcion de tejidos con una secuencia ordenada
de eventos hioldgicos establecidos, en un tiempo determinado (figura 7), tratando de
recuperar la integridad anatémica, funcional y estética de los tejidos dejando una
cicatriz (52,56,61).
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Figura 7. Esquema ilustrativo del proceso de cicatrizacion (62).

En el 2008 Villalba L. et al., definieron la reparacion de una herida como un conjunto
de sucesos activos y dindmicos superpuestos en tiempo dividido en tres fases:
“inflamatoria”, “proliferativa” y de “remodelacion tisular” (figura 8) (33,54,63), en la fase
inflamatoria ocasionada por la lesion en el tejido hay extravasacion de plasma y otros

componentes celulares por disrupcion de vasos sanguineos activando los elementos
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formes de la sangre hasta la formacion del tap6n hemostatico, interviniendo la cascada

de coagulacion y la agregacion plaquetaria (54).
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Figura 8. Esquema representativo de las fases de cicatrizacion (64).

Proceso de cicatrizacion

La cicatrizacién depende de la hemostasis y de la inflamacion inicial, originada por
alguna lesiéon siendo esta etapa conocida como fase aguda, seguida de una fase
proliferativa que dara origen al tejido de granulacion por células epidermales,
endoteliales y fibroblastos a la cual sobreviene una fase inflamatoria tardia,
caracterizada por neovascularizacién dependiente de factores como: el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), neurotrofinas estimuladoras de proliferacion
aunados a la actividad quimiotactica y supervivencia de las células responsables de
formar una nueva matriz de colageno para finalmente formar una escara y generar la
remodelacion del tejido de granulacion, generando nuevas fibras de coldgeno y el
cambio fenotipico a miofibroblastos lo que aumenta la fuerza tensil y permite la

aproximacion de los bordes de la lesién (1,52,54,61).
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Adhesion plaquetaria'y formacién de coagulo

Inicialmente ocurre la adhesién de las plaquetas al tejido intersticial la cual se lleva a
cabo en las primeras horas, activAndose por la trombina formada localmente y el
colageno fibrilar expuesto, resultando asi la degranulacion liberando mediadores
como: fibrindgeno, fibronectina y trombospondina, que median la agregacién
plaquetaria, y el factor VIl de Von Willebrand favoreciendo la adhesion plaquetaria por
medio del receptor plaquetario de integrina allbB3, el adenosin difosfato (ADP) y la
trombina quienes atraen mas plaguetas a la zona lesionada, generando asi la
agregacion plaquetaria para la creacion del tap6n hemostatico (1,54,57).

De forma paralela las células endoteliales producen prostaciclina, que inhibe la
agregacion, limitando asi este proceso. Las plaquetas a su vez sintetizan factores de
crecimiento esenciales para la recuperacion de las heridas como: el factor derivado de
plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento transformante B (TGF ) con accién
mitégena y quimiotactica en los fibroblastos, ademés del factor transformante a (TGF
a), y el factor de crecimiento epidérmico (EGF) que favorecen la reepitelizacion. La
creacion del coagulo es generado por la cascada de coagulacion ya sea por la via
intrinseca o extrinseca, a través de la formacion de trombina, transformando el
fibrindgeno en fibrina causando asi la coagulacion de la sangre, ademas de activar las
plagquetas. El fibrindgeno se une a las plaquetas se unen para formar una matriz de
fibrina lo que origina la formacion de un trombo, generando hemostasia y junto con la
fibronectina genera una matriz provisional para el desplazamiento de monocitos,
fibroblastos y queratinocitos (figura 9) (52,54,55,57).
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Figura 9. Representacién esquematica de la hemostacia y respuesta inflamatoria (65).

Fase inflamatoria

La fase inflamatoria inicia a las 6 horas aproximadamente de originada la lesion
caracterizada por la llegada de los neutrdfilos (figura 10) al sitio de la herida por
estimulos quimiotacticos especificos como el factor estimulador de colonias de
granulocitos / macréfagos (GM-CSF), la kalikreina y los fibrinopéptidos, los cuales
favorecen la marginacion vascular para la diapédesis incrementando la expresion del
complejo CD11/CD18, los neutréfilos atrapados en el tap6n hemostatico se disecan en
él, mientras que los que quedan viables en el tejido pasan a apoptosis para ser
removidos por los macréfagos, aproximadamente a los dos o tres dias de originada la
lesién, se produce la aglomeracion de monocitos reemplazando a los neutréfilos, por
medio de la estimulacion de factores quimiotacticos que al llegar al tejido sufren un
cambio fenotipico a macréfagos y se unen a proteinas de la matriz a través de
receptores de integrina, favoreciendo la fagocitosis para la descontaminacion del foco
y el desbridamiento autolitico por secrecién enzimatica, aumentando asi la destruccién
tisular, estimulando la induccion de angiogénesis y la formacion de tejido de
granulacion, estos sufren una nueva trasformacion a células reparadoras que liberan
sefiales especificas que desempefian un importante papel en la neoformacion tisular
(52,54,57).
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Figura 10. Representacion esquematica de la fase inflamatoria con la estimulacion quimiotactica de
neutréfilos y monocitos (66,67).

La fase proliferativa

La fase proliferativa estd conformada por los siguientes procesos: “fibroplasia”’,
“angiogénesis”, “reepitelizacién”, y “contracciéon de la herida” (54). Las citoquinas
secretadas por trombocitos y macrdéfagos favorecen la liberacion de factores de
crecimiento como TGF B1, PDGF, factor de crecimiento fibroblastico (FGF), factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y VEGF que estimulan la proliferacién de fibroblastos,
estos llegan al sitio de la herida entre las 48 y 72 horas posteriores a la lesion sobre
una matriz laxa de fibronectina, esta matriz forma un modelo para las fibrillas de
colageno e interviene en la contraccion de la herida. A medida que los fibroblastos se
desplazan van depositando una nueva matriz de fibronectina y acido hialurénico, a
partir del tercer al quinto dia estos son estimulados para sintetizar la matriz de colageno
tipo I, Il 'y VI, una vez que ya es depositada una cantidad suficiente se inhibe la
proliferacion de fibroblastos y la sintesis de colageno por accién del interferon y (INF
y) y de la matriz (52,54,57).

La angiogénesis (figura 11) inicia paralelamente con la fibroplasia, las células
endoteliales al segundo dia del proceso de cicatrizacién sufren una transformacion que
les permite proyectar pseudépodos a través de las membranas y migrar al espacio
perivascular. La interaccion del factor de crecimiento vascular — endotelial (VEGF) y
las angiopoyetinas (Ang) tiene un papel esencial en proliferacion endotelial

convirtiendo las células endoteliales mas laxas y reduciendo el contacto con la matriz,
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a su vez el TGF B estimula la sintesis de proteoglicanos y fibronectina para constituir
la matriz provisional, favoreciendo la migracion celular e induccién del fenotipo

apropiado para la formacién de tubos capilares (49,54,61).
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Figura 11. Representacion esguematica de la fase proliferativa, en la que se observa la
neovascularizacion para la formacién de plexos capilares (65).

i_os fibroblastos y macréfagos secretan componentes de la matriz como la proteina
acida y rica en cisteina (SPARC), la trombospondina y la tenascina, proteinas anti
adhesivas que desestabilizan las interacciones célula-matriz, permitiendo la
angiogénesis. A medida que las células endoteliales se desplazan hacia el intersticio
forman brotes capilares los cuales se dividen en sus extremos para unirse y crear asas
que conformaran los plexos capilares. Posterior a 1 o 2 dias del cese de los estimulos
angiogénicos, los capilares sufren una degeneracién por tumefaccion mitocondrial en
las células endoteliales de los extremos distales de los capilares, seguido de
adherencia plaquetaria a estas células y se degradan los capilares necrosados por los
macrofagos. Por Ultimo, se genera reclutamiento de células periendoteliales que
estabilizan los vasos recién formados, proceso que se realiza por la unién de la
angiopoyetina (Angl) con el receptor de células endoteliales tirosina quinasa (Tie 2),
aumentando el contacto con la matriz, estos neovasos son mantenidos y favorecidos
para su formacion por medio de receptores de integrina (52,54,57).
Los queratinocitos se desplazan desde los bordes de la herida o desde apéndices
remanentes, gracias a una modificacién que consiste en el cambio del aparato de
adhesion por el motor y la expresion de queratina, originando la pérdida de unién entre
las mismas células epidérmicas y de estas con la membrana basal y la dermis
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subyacente. El queratinocito (figura 12) es transformado en célula hiperproliferativa y
migratoria por la accion de la interleucina-1 (IL-1), que al llegar este a la herida se
desplaza a través de un sustrato provisional rico en fibronectina regulado por
receptores integrinicos y la liberacién de TGF B, posteriormente serd sobre la matriz
definitiva rica en colageno mediado por receptores colangénicos (a 2- Bl) y la
secrecion de TGF /EGF(49,54,57,61).
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Figura 12. Representacion de la quimiotaxis del queratinocito y su desplazamiento por la matriz (68) .

La proliferacion transcurre simultdneamente a la migracion (figura 11), las células
proximales proliferan por la liberacion de estimulos especificos y por la falta de
continuidad de células al igual que las células que se encuentran en los margenes de
la herida, éstas contindan su viaje hasta finalizar su proceso por la sefializacion de INF
vy el TGF B el primero es generado por las células inflamatorias que interviene en la
expresion de queratina K17 que favorece la reorganizaciéon de la matriz de la
membrana basal y el segundo que promueve la produccion de queratinas K5 y K14
que esta a su vez lo transforma en célula basal para comenzar la diferenciacion. La
acumulacion de laminina en la membrana basal le indica al queratinocito que la lesién

ya esta reparada y no hay necesidad de migrar (52,54,57).
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La contraccion de la herida ocurre alrededor del noveno dia de cicatrizacion (figura
13), los fibroblastos cambian su fenotipo a miofibroblasto, con abundantes
microfilamentos de actina en la parte citoplasmatica estableciendo uniones adherentes
(célula-célula) y uniones con la matriz extracelular por medio de receptores
integrinicos; el colageno generado se une por medio de enlaces cruzados con haces
de la dermis colindante y con los bordes de la herida formando una malla para que la
traccion realizada por los fibroblastos a la matriz se transmita de manera coordinada y
uniforme, es regulada por diversos estimulos, dando como resultado una disminucion
del 40% aproximadamente respecto al tamafio original (52,54,57).

REEPITHELIALIZATION AND NEOVASCULARIZATION (DAY 5)

Proteoglucanos
Coldgeno

G , et S
Figura 13. Imagen representativa de la contraccion de la her|
de la malla formada por colageno (69).

Remodelacién tisular

La remodelacion tisular inicia simultaneamente a la fibroplasia continuando por meses
(figura 14), el fibroblasto quien genera fibronectina, acido hialurénico y otras sustancias
en la fase de reparacion con el tiempo van desapareciendo por actividad enzimatica,
el colageno tipo Ill producido durante la cicatrizacion es sustituido por el tipo | que es
mas estable y similar a la dermis original (54,57,61). Al término de un afio la cicatriz
resultante obtiene una maxima fuerza tensil del 70% en comparacion con el tejido
sano, debido al colageno fibrilar que forman los haces fibrosos aumentando la
resistencia a la tension del nuevo tejido, en este tejido la accion celular se restringe y
se vuelve abundante en colageno, escaso de células y vasos, sin foliculos pilosos, sin
glandulas sudoriparas ni sebaceas, al recuperar la composicion de la dermis la
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reparacién se considera finalizada. La organizacion y la sintesis de colageno son
influidas por la edad, fuerza tensil y la presién. No obstante, las cicatrices son de menor
resistencia y elasticidad que la piel normal, debido a la insuficiencia de elastina y a la
desorganizacion de la matriz extracelular reconstruida (52,54,57).
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Figura 14. a) Esquema representativo de la maduracién del tejido (66) b) Esquema de la remodelacion
tisular que puede durar hasta méas de un afio (70).

Tipos de cicatrizacién

Existen varios tipos de cicatrizacion por lo que se enlistan los dos tipos mas utilizados
en el ambito medico:

Cicatrizacion ideal: aquella que devuelve la normalidad anatémica, funcional y
apariencia, sin cicatriz externa ejemplo de esta es la cicatrizacion fetal (52,56).
Cicatrizacion aceptable: aquella que depone una cicatriz, devolviendo la continuidad
anatémica y funcional.

Cicatrizacion minima: este tipo de cicatriz devuelve la integridad anatémica pero no
logra buenos resultados funcionales (52,55,60).

Cicatrizacion ausente: es aquella en la que no se restaura la integridad anatémica a
pesar de todas las terapias disponibles, ejemplo de esta son las Ulceras crénicas
(52,71).

Otra clasificacion para las heridas agudas se basa en las tres formas de cicatrizacién,
por su tipo de cierre o intencion (figura 15), el cual depende de la contaminacion, forma,
objeto con que se origind la lesion y tiempo transcurrido desde que se originé la lesion
(52,60).
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INTENCION PRIMARIA

Sutura temprana Cicatriz fina

INTENCION SECUNDARIA

Cicatriz irregular Granulacién El epitelio crece sobre
con separacion entre la cicatriz
los bordes INTENCION TERCIARIA

/ f P

s

Herida Aumento de la granulacién Sutura tardia con herida

Figura 15. Representacion esquematica de los tipos de cicatrizacién por tipo de intencién (72).

En la cicatrizacién por primera intencion los tejidos cicatrizan por unién primaria, con
las siguientes caracteristicas: minimo edema, sin exudado, en un tiempo breve, bordes
de la herida bien afrontados y con minima cicatriz (49,52,53,56).

En la cicatrizacion secundaria o por segunda intencién la herida presenta un proceso
prolongado y complicado, cicatrizando desde las capas profundas y bordes, generando
tejido de granulacion con miofibroblastos y cerrando por contraccion, por lo que el
proceso es lento y la resultante es una cicatriz poco estética (52,56,60).

La cicatrizacion terciaria o cierre diferido, es un método seguro de reparacion para
heridas muy contaminadas o en tejidos muy traumatizados, realizandose un aseo
minucioso de la lesion y difiriendo el cierre en un lapso de tiempo que va desde el
tercer al séptimo dia dependiendo de la evolucion de la herida (52,53,55).
Cicatrizacion patolégica

Se define como un proceso de cicatrizacibn anormal en el que no devuelve la
integridad anatdémica, funcional y/o estética de la piel y abarca un espectro que va
desde la falta de cicatrizacién hasta la produccién excesiva de cicatriz, dividiéndose
en dos grupos: cicatrizacion patologica insuficiente (cicatriz inestable y heridas
cronicas) y cicatrizacion excesiva, (queloides, cicatrices hipertroficas y contracturas)

(53,71), las cuales definimos a continuacion:
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Cicatriz hipertrofica: es una lesién fibrosa, eritematosa, eminente y pruriginosa
formada en los bordes de la herida, generalmente en area de tensién, habitualmente
presenta un modelo de regresién espontanea parcial con minima predisposicion a la
recidiva post extirpacion quirargica (53,71).

Cicatriz queloide: lesion con aspecto anormal, color rojo-rosado o purpura y a veces
hiperpigmentada presenta bordes limitados irregulares excediendo los margenes
iniciales de la herida, el epitelio es delgado y presenta areas de ulceracion, presentan
dolor y prurito, es muy comun su recidiva ante su exéresis (53,54,71).

Retraccién patolégica: contraria al proceso normal de cicatrizacién en la reduccién
de tamafio de la herida, en esta disminuye la capacidad de la piel en las articulaciones
flexoras, generalmente es secundario a quemaduras (53,71).

Cicatrizacion insuficiente: la cicatrizacion es inconsistente, minima o en ocasiones
casi inexistente originando la herida cronica (53,71).

Patologias asociadas a alteraciones en la cicatrizacion

Hay ocasiones en la que el proceso de cicatrizacion se encuentra alterado por
deficiencias o0 excesos, estas condiciones que modifican la actividad celular del
individuo son generadas por diversas patologias con actividad sistémica como la
hipertension vascular, la diabetes mellitus, dislipidemias y sindromes metabdlicos por
mencionar algunas, o bien por efectos de medicamentos o habitos toxicoldgicos como
el tabaquismo o el abuso en el consumo de alcohol por lo que se describe brevemente
como estas condiciones especiales afectan el proceso de cicatrizacion ya sea de
manera directa o indirecta.

La enfermedad arterial periférica genera una reduccion lenta y gradual del flujo
sanguineo, asi como del aporte de oxigeno a los tejidos de los miembros inferiores
principalmente, ocasionando isquemia propiciando la ulceracién, ademas de generar
la extravasacion de plasma y proteinas hacia el espacio intersticial favoreciendo la
aparicion de edema veno-linfatico, induracion y fibrosis, incremento del fibrindgeno y
del volumen corpuscular propiciando la hiperviscosidad y riesgo de trombosis, asi
como el depdésito de proteinas en el espacio extravascular predisponiendo al desarrollo

de procesos inflamatorios (54,57,71).
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En los diabéticos perdura la etapa inflamatoria con una concentracion superior de TNF
y metaloproteinasas, alteracion del IGF | y I, reduccion de la proliferacion de
fibroblastos, dando como resultado una disminuciéon del colageno | y Il y menor
formacion de matriz, se restringe el uso del 6xido nitrico alterando la funcion de los
neutréfilos. Se modifica la angiogénesis y la formacion de tejido de granulacion. La
microangiopatia y la neuropatia disminuyen la disponibilidad del oxigeno (54,57).

En los pacientes con corticoterapia prolongada las heridas se cronifican porque estos
farmacos actdan en la fase inflamatoria inhibiendo a los macréfagos, la sintesis
proteica y la proliferacion celular. Los AINES presentan efecto sobre las
prostaglandinas inhibiéndolas, alterando la sintesis de colageno (54,57,60,71).

3.2 Antecedentes especificos

En 2008 Gurtner et al describieron la curacion de heridas como uno de los mayores
desafios en la investigacion médica y biomédica, por el complejo proceso que implica
y las particularidades de cada una de sus etapas que estan relacionadas y controladas
por factores locales y sistémicos especificos que pueden ser afectados por muchas
variables (15).

Frykberg y Banks en el 2015 expusieron que en las enfermedades crénicas la
cicatrizacion de las heridas esta alterada por un factor sistémico, otro estudio en 2007
por Oliveira et al, menciona que en pacientes con enfermedades crénicas la
sobreexpresion de la inflamacion altera la cicatrizacion de las heridas afectando el
proceso de reparacion al aumentar el edema, por un incremento excesivo de exudado
propiciando que esta infecte por crecimiento bacteriano ocasionando la inhibicién de
la proliferacién de fibroblastos y la deposicién de colageno, por lo que los pacientes
suelen presentar una tasa de curacion mas lenta y un empeoramiento mas rapido de
la herida provocando complicaciones que alteran significativamente la calidad de vida
del paciente, por lo que el tratamiento implica desde las medidas optimas para la
curacion de la herida como los factores locales y sistémicos que pudieran alterarla
(15).
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Tratamientos convencionales para la regeneracién celular

Una alternativa para la regeneracion celular ha sido el empleo de equivalentes de piel
in vivo que han mostrado eficacia para el tratamiento de heridas diabéticas
neuropaticas crénicas de bajo grado, encontrandose reduccion significativa del tiempo
de curacioén, estos biorreactores locales nutren a las células del lecho de la herida con
factores de crecimiento y proteinas de la matriz extracelular (MEC) lo que mejora o
previene la replicacion y proliferacion deficiente (54,60).

Otro enfoque en la terapéutica se ha centrado en la regulacién del proceso inflamatorio
y sus efectos colaterales, su objetivo ha sido la inhibicion de TNF-a, evidenciado por
el uso de doxiciclina, antibiético que inhibe las metaloproteinasas, éste mejor6 la
cicatrizacion de las Ulceras cronicas del pie diabético, otros estudios emplearon el
anticuerpo terapéutico anti-TNF-a neutralizante (infliximab) administrado por via topica
en la que se observd mejoria en la curaciéon de Ulceras cronicas de etiologia
multifactorial, a pesar de la naturaleza de los diversos estudios, el concepto bioldgico
es el mismo la neutralizacién de TNF-a. Asi mismo se esperan conceptos novedosos
en la terapéutica para la manipulacién farmacoldégica del eje de productos finales de la
glicacion avanzada - receptores de productos finales de la glicacion avanzada (AGE-
RAGE), intervencién encaminada a la disminucion de AGE acumulados en la
circulacion y tejidos, pudiendo llegar a ser de valor profilactico, de misma manera para
evitar la activacion RAGE, teniendo en cuenta que la hipétesis de que un RAGE soluble
restituiria la progresién de curacion ya fue validado experimentalmente (1,57,60).
También se han empleado diversos farmacos para reepitelizacion o aumento de la
fuerza de tension de las heridas principalmente por via tdpica como el acido
lisofosfatidico (LPA) que es producido por plaquetas vy fibroblastos durante la cascada
de coagulacion, el cual es un mediador de lipidos que regula la proliferacién celular,
mejora la motilidad celular y amplifica la produccion de metaloproteinasas de matriz in
vitro, esenciales en la reparacion de heridas. Un estudio analiz6 los efectos del LPA
en un modelo biolégico a través de herida de piel de rata de espesor completo, el cual
se evidencio un cierre acelerado y aumentd el grosor neoepitelial por incremento de
las células proliferativas siendo dosis — dependiente. Observandose su punto maximo
el tercer dia sugiriendo que el uso exégeno de LPA favorece la regeneracion celular a
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través de los histiocitos los cuales son sensibles in vivo al LPA (1,2), mientras que los
tratamientos para quemaduras generalmente se emplean productos derivados de
plata, los cuales a pesar de controlar las infecciones retardan la cicatrizacion por su
citotoxicidad, tanto in vitro como in vivo, en vendajes con plata, se observa retraso e
inhibicion en la reepitelizacion de las heridas (1,60).
Otros tratamientos emplean biomateriales como Tegaderm Nanofiber (TG-NF), el cual
es un copolimero que permite la reparacion del estrato dérmico poblado por
fibroblastos, otros autores compararon suturas revestidas con triclosan contra suturas
simples encontrando un mayor promedio de dehiscencia en las afrontadas con suturas
recubiertas, también se estudio el uso de trombina en aproximacion parenteral por
medio de inyecciones directas en el lecho de la herida en un biomodelo, la trombina
se utilizdé unida a nanoparticulas de maghemita, encontrandose que optimizaba la
fuerza de tension en comparacion con el grupo control. Diferentes estudios con
biomodelos de lesiones escisiénales que emplearon vesiculas lipidicas unilamelares,
con Magnesio—Adenosintrifosfato, se observd que el grupo tratado con estas
obtuvieron diferencias importantes en el periodo de cicatrizaciéon en comparacién con
el grupo control, también se encontré que VEGF present6é mayor expresion en el tejido
granular al igual que la reepitelizacién en el grupo que recibi6 el tratamiento, también
se hall6 que farmacos como furosemide, aminofilina y &cido ascorbico pueden
incrementar o reducir la interaccion de iones, produciendo cargas eléctricas en la
herida acelerando o retrasando su cicatrizacién (1,60,73).
Medicina tradicional y el cazahuate
Actualmente, el cazahuate es utilizado de manera tradicional para el tratamiento de
diversas patologias en la poblacion indigena centroamericana de las cuales destacan:
enfermedades dermatolégicas en las que se lavan las partes afectadas con una
decoccion de flores, hojas, tallo y corteza, y la misma decoccion se bebe para tratar
picaduras de escorpion, el latex se aplica directamente a las mordeduras de serpiente,
afecciones reuméticas, hematomas e inflamacion se tratan con yesos o cataplasmas
de flores y hojas. En caso de distension abdominal y dolor de estbmago se emplean
infusiones, ya sea de hojas solas o en combinacion con otras plantas medicinales
bebiéndose la infusién en ayunas, en estados de la Republica Mexicana como lo son
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Morelos y Estado de México se usa infusion de corteza como tratamiento para alopecia
lavando la zona afectada, en Michoacan se emplea para el tratamiento de prurito y
erupciones cutaneas, dolor e inflamacion, golpes, dolor reumatico, y picadura de
alacran (4,24). Otros padecimientos en los que se emplean por sus propiedades
medicinales son odontalgia, tos, en la hidropesia y otitis, ademds, en procesos
inflamatorios ginecoobstétricos como enfermedad pélvica inflamatoria y célico
menstrual, ansiolitico y diurético (4,26,40). En Guatemala se emplean tonicos
compuestos de corteza, hojas, flores, raiz y tallos como tratamiento de diversos
padecimientos en la poblacion desde problemas dermatoldgicos, gastrointestinales
hasta antiveneno de insectos, inclusive como repelente de plagas como mosquitos
entre otros (22,23,25,74).

Usos de Ipomoea pauciflora en la regeneracién celular

En un trabajo previo, se analiz6 de forma cronolégica el efecto cicatrizante del extracto
acuoso de Quercus ilex sobre heridas en ratas cepa Wistar, se comparé con un
producto de uso comercial (Dermatix®) y un grupo control, los resultados de este
estudio demostraron que el Quercus ilex favorecia el proceso de cicatrizacién en un
40% en comparacion a la del grupo control y un 20% a la grupo con el producto

comercial (Dermatix ®) (75) como se puede observar en la siguiente figura.
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Figura 16 Se muestra la gréfica lineal obtenida del andlisis de los datos del programa EMOTICAM -
PLUS, donde se observé la curva obtenida de las heridas cotejada con el control, de forma cronoldgica.
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En marzo 2016 en el Laboratorio de Fisiologia Celular de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla, se analizé la actividad pro cicatrizante de extractos acuosos de
diferentes partes del cazahuate (raiz, corteza, flores, hojas y semillas), obtenido por
método convencional por infusién comparandose con un producto comercial como
control positivo y un control negativo donde se administré solucion fisiologica, los
resultados de este estudio demostraron que la corteza presentaba mayor efecto
procicatrizante en comparacion con los demas extractos y que ambos controles, por lo
que se decidi6 estudiar especificamente esta parte del cazahuate (76).

Otro trabajo realizado en el Laboratorio de Fisiologia Celular de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla en septiembre 2016, se analiz6 la actividad pro
cicatrizante de extractos acuosos de cazahuate obtenido por método convencional,
por infusién a diferentes dosis, los resultados de este estudio demostraron que no
habia diferencia significativa en la aplicacion de dosis mayores a 25 L, por lo que se
estandarizé como la dosis minima efectiva para su uso (76,77).

En un experimento piloto en el laboratorio se evalué el efecto cicatrizante y
antinflamatorio usando extracto acuoso de Ipomoea pauciflora obtenido por método
convencional por infusion, demostrando que los grupos a los que se les administré el
extracto acuoso de cazahuate obtuvieron una cicatrizacion completa y menor
respuesta inflamatoria observada a través de cortes histol6gicos en comparacién con
los grupos control y en el grupo tratado con cazahuate y ketorolaco como AINE la
repuesta inflamatoria fue ain menor. (77,78).

Se realizé un estudio por medio de espectrometria UV visible que analizé el espectro
de los compuestos presentes en el extracto acuoso de cazahuate obtenido por el
método convencional de infusién y el método asistido por microondas en el que se
encontré un espectro similar en ambos extractos, dicho estudio estuvo a cargo del
Laboratorio de Fisiologia Celular de la facultad de Medicina de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla en el afio 2019 (77), se compararon los resultados
con los encontrados en la literatura para Ipomoea murucoides en donde se encontré
un comportamiento similar en las longitudes de onda principalmente en los
correspondientes a compuestos fendlicos, lactonas y saponinas (79), eligiéndose para
su estudio el extracto acuoso de cazahuate asistido por microondas.
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Por lo que se requiere realizar un estudio con una poblacién mayor para lograr una
significativa adecuada y poder corroborar los efectos cicatrizantes, asi como comparar
los efectos producidos por otro método de extraccion y dar inicio a la busqueda de los
componentes responsables de estos efectos.

Hasta el momento no hemos encontrado bibliografia referente a esta especie en
concreto, s6lo de la misma familia y Unicamente se describen efectos como

potenciadores de antibioticos o plaguicidas por eso del interés en estudiarla.

4. Planteamiento del problema

En la actualidad, con el aumento de la industrializacion y de los procesos productivos
se ha incrementado la incidencia de accidentes, generando diferentes tipos de lesiones
en el organismo, en el sistema tegumentario los tratamientos empleados para el
cuidado de heridas generalmente son tdpicos y resultan ser muy costosos,
incrementandose en los pacientes que poseen comorbilidades por mayor tiempo de
aplicacién, asi como la polifarmacia que se pueda generar, ya que al aumentar el
tiempo de la resoluciéon de la herida por las alteraciones funcionales que el tejido
presenta por los descontroles metabdlicos, aumenta la posibilidad de que se infecte o
sobreinfecte complicandola, siendo necesarios mdltiples farmacos que pudieran
alterar el proceso de reepitelizacion, ademas de medidas y tratamientos mas costosos
incrementando los gastos tanto para las instituciones como para los pacientes y sus
familiares, por lo que este trabajo busca ofrecer un tratamiento eficiente a bajo costo,
y con resultados a corto plazo permitiendo la conservacion de las caracteristicas
similares del tejido original como lo son los anexos cutaneos y resistencia a la fuerza
tensil.

De acuerdo con lo reportado en la literatura y estudios fitoquimicos de la corteza,
realizados por nuestro grupo de investigacion, se encontré la presencia flavonoides,
colesterol alcaloides, esteroides, saponinas en su corteza, estos compuestos pueden

interferir en la actividad inflamatoria al regular o favorecer la secrecion de factores de
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crecimiento como el VEGF o mediar la proliferacion y migracion de fibroblastos y
queratinocitos e inclusive presentar actividad antibacteriana en estudios in vitro.

Se realizé un estudio preliminar en nuestro laboratorio, se analizaron las diferentes
partes Ipomoea pauciflora para determinar cudl poseia mayor efecto cicatrizante
encontrandose mayor efecto en la corteza, por lo que se decidio el uso de esta parte
de la planta y el método asistido por microondas que demostr6 mejor efecto de
sanacion de heridas comparado con el obtenido por el método convencional por
infusion (77).

Por lo que para el desarrollo de este trabajo empleamos extractos acuosos de Ipomoea
pauciflora como agente pro cicatrizante en el tratamiento de heridas en un modelo
experimental, lo que nos llevé a la siguiente pregunta:

¢ Cudles son los efectos histomorfologicos de los extractos acuosos de Ipomoea
pauciflora como pro cicatrizante en la recuperacion postquirdrgica por segunda
intencion en ratas de la cepa Wistar?

5. Objetivos

5.1. Objetivo General
Comprobar el efecto del extracto acuoso de Ipomoea pauciflora como pro cicatrizante
en la recuperacién postquirtrgica en heridas con cierre por segunda intencion en ratas
de la cepa Wistar.
5.2. Objetivos Particulares
e Determinar el efecto del extracto de Ipomoea pauciflora en heridas cutdneas
con cierre por segunda intencién, mediante cortes histologicos tefiidos con la
tincion de Masson para la evaluacion de colagena y anexos cutaneos en tejido.
e Analizar la fase de cicatrizacion en la que interviene el extracto acuoso de
Ipomoea pauciflora en heridas con cierre por segunda intencion en ratas cepa

Wistar mediante andlisis histomorfol4gico.
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6. Material y métodos

6.1 Disefio del estudio

Experimental, prospectivo, longitudinal y comparativo.

6.2 Modelo de estudio:

Ratas de la cepa Wistar, machos, de 12 a 14 semanas de vida con un peso de 280-
330g.

6.3Ubicacion espacio — temporal

El estudio se realizara en el vivario y Laboratorio Fisiologia Celular de la Facultad de
Medicina de la BUAP.

6.4 Estrategia de trabajo

En un periodo de 15 dias se determind el potencial cicatrizante del cazahuate para
cada grupo experimental que comprendié el proyecto.

De acuerdo con los resultados obtenidos en fases preliminares se determin6 una dosis
de 25 pL de solucion estéril para el grupo control negativo, 25 pL del producto
comercial Dermatix para el control positivo y 25 pL de extracto acuoso de cazahuate
obtenido por el método asistido por microondas que equivale a 0.25mg de materia
orgéanica.

6.5 Muestreo

6.5.1 Definicion de la unidad de poblacién

Experimento in vivo

Se emplearon ratas jovenes de 12 a 14 semanas de vida con un peso de 280-330g de
la cepa Wistar criadas en el Bioterio “Claude Bernard” de la BUAP.

6.5.2 Seleccion de la muestra

Ratas cepa Wistar, jovenes, sanas con un peso de 280 a 330 g

6.5.3 Criterios de seleccién de la muestra

Comentado [MCG4]: Revisa que todo el texto este en
pasado

Criterio Ratas
Jévenes machos de Sanas Con un peso
L 12- 14 semanas de de 280 a 330
Inclusion -
vida g
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Con mas de 14 Con peso Con peso

Hembras Enfermas
Exclusion semanas menor a mayor a

280¢g 400 g
Que mueran durante Que aumenten Que se auto
L el procedimiento de peso > 430 inflijan
Eliminacion :
g lesiones

Tabla 1. Criterios de seleccién de muestra.

6.5.4 Disefio y tipo de muestreo

No probabilistico

6.5.5 Tamafio de la muestra

54 Ratas Wistar machos

Tabla 2. Distribucién de los modelos experimentales.

Grupo Tratamiento Numero de ratas
1 25 ul de agua des ionizada a los 3 dias 6 ratas
2 25 ul de agua des ionizada a los 8 dias 6 ratas
3 25 ul de agua des ionizada a los 15 dias 6 ratas
4 25 ul de extracto Cazahuate a los 3 dias 6 ratas
5 25 ul de extracto Cazahuate a los 8 dias 6 ratas
6 25 ul de extracto Cazahuate a los 15 dias 6 ratas
7 25 pl de Dermatix a los 3 dias 6 ratas
8 25 ul de Dermatix a los 8 dias 6 ratas
9 25 pl de Dermatix a los 15 dias 6 ratas

Total de ratas 54 ratas

6.6 Definicion de las variables y escalas de medicion

Tabla.3. Definicion de las variables y escalas de medicion.

Variable

Definicion operacional

Extensién de la herida

Tamafio de la herida en mm?2
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Inflamacién Presencia de células inflamatorias,
Edema e Hiperemia
Regeneracion de anexos Presencia de Glandula sebacea
Foliculo piloso
Velocidad de regeneracion Reduccién del tamafio de la herida en mm?

Produccion y disposicion de coldgeno Concentracion y direccion de las fibras

Observaciones:

La curacion de las heridas y la administracion del extracto acuoso en la dosis
previamente especificada en la tabla y en un horario asignado.

La medicion del progreso de la herida su cicatrizacion sera constante.

Se obtuvo la biopsia de la herida designada para ver los cambios histomorfolégicos los
dias 3, 8 y 15 respectivamente, posteriores a la realizacion de los cortes escisiénales.
6.7 Método de recoleccién de datos

Se recolectaron las medidas de las heridas todos los dias mediante el uso de
microscopio digital Celestron microdirect 1080HD, asi como su software, y el programa
Image J para la determinacion de las areas de cada herida; se usé el microscopio
Optico LEICA CME para el andlisis histomorfoldégico a un aumento de 4X, 10X y 40x
con la tincion de Hematoxilina y Eosina, y con Tricromica de Masson. Se uso el
accesorio para microscopio Moticam 2300 para la toma de fotos para su reconstruccion
y organizacion de los cortes histolégicos de cada herida, asi como el programa Image
J para la cuantificacion y diferenciacion de fibras de colageno.

6.8 Técnicas y procedimientos

6.8.1 Colecta de especimenes vegetales

Se lavl y se dejo secar cada espécimen dias previos a su recoleccion, se realizaron
cortes oblicuos (figura 16) en la corteza de 2-3 cm de profundidad aproximadamente,
posteriormente se colocaron en bolsas negras de plastico grueso para evitar su
exposicion al sol y al medio ambiente, se trasportaron hasta el laboratorio de Fisiologia
Celular de la Facultad de Medicina de la Benemérita Universidad Autdbnoma de Puebla

para su procesamiento.
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Figura 17. Imagen representativa de los cortes realizados en los troncos de los arboles para la
extraccion de la corteza.

La muestra se prepar6 mediante deshidratacién con compresa en horno con calor seco
a una temperatura de 45°C y después se dejoé secar por 30 dias sobre una mesa a
temperatura ambiente en un lugar seco sin exposicion directa a luz solar.

6.8.2 Preparacion de la muestra organica

Se cepillo la corteza de Ipomoea pauciflora para retirar cualquier particula que pudiera
estar en contacto con el espécimen. Se esterilizé con luz UV. El material seco se
pulverizé con un molino hasta obtener un polvo fino capaz de pasar por un microfiltro.
Una vez obtenido el material filtrado se preservd en bolsas herméticas estériles y
etiquetadas.

6.8.3 Preparacion de los extractos acuosos mediante extraccién asistida por
microondas:

Se pes6 100 mg del material organico molido. Se coloco el material en un vial de cuello
ancho de capacidad de 30 ml. Posteriormente, se agregd 10 mL de agua desionizada
estéril al vial. Después se agrego una barra de agitacién magnética. Se tapo el vial con
un tapén de silicdn. Se programa el equipo de microondas Anton Paar Monowave 300
a una temperatura de 190°C por 3 minutos a 600 rpm. Se inici6 el programa y se dejo
continuar hasta finalizar la verificacion para que no sobrepasara los valores méaximos
permitidos. Después se retird el vial. Se destapd con cuidado y se extrajo la barra de
agitacion magnética. Se vertio la mezcla en un tubo para centrifuga estéril de 15 ml.
Posteriormente, se centrifugé a 10,000 rpm durante 12 min a 27°C. Se extrajo el
sobrenadante y se filtr6 en condiciones de esterilidad por medio de un microfiltro de
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0.22 um. Se colocd en un tubo falcon estéril y se sell6 con microfilm para ser

almacenado a 4°C.

Figura 18. Respresentacion del equipo para extracion por microondas asi como su programacion.

6.8.4 Cirugia

6.8.4.1 Preoperatorio:

Se pesaron los animales en una balanza analitica para calcular la dosis de anestesia.
Antes de la cirugia se anestesi6 cada espécimen (Xilacina 8mg/kg + Ketamina
70mg/kg) y se procedio a la tricotomia.

6.8.4.2 Transoperatorio

Se realizé el marcaje de la zona a biopsiar y la antisepsia con yodopovidona y se
procedio a realizar el corte.

6.8.4.2.1 Descripcion de la técnica quirdrgica

El procedimiento se realiz6 con estrictas medidas de esterilidad tanto de las areas en
las que se desarroll6 como en el personal que la practicd. El procedimiento quirargico
se realizd en una campana de flujo laminar previamente esterilizada con UV y campos
quirargicos estériles. Para la obtencién del tejido se realizé por medio de una biopsia
por escision, la zona de tejido fue el dorso de la rata, donde se le impide tener acceso
a esta para evitar autolesiones, sobre lineas de menor tension en piel; utilizando un
bisturi de mango #3 con hoja del #15, tomando el mango de forma en la que se toma
un boligrafo, se incidié en uno de los angulos de la forma marcada con la punta del
bisturi en un angulo de 90° hasta lograr la profundidad deseada , luego con el bisturi
en un angulo de 45°se realizé el corte siguiendo el marcaje realizado previamente,
hasta extraer el fragmento de piel, manteniendo el bisturi perpendicular para que el

corte fuera definido y permitir un cierre facil y una cicatrizacion adecuada.
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Posteriormente, el tejido se introdujo en una sustancia de formol al 10% para evitar
alguna modificacién del tejido para después ser llevado a patologia para su inclusion

en parafina, su tincion y realizar las observaciones microscoépicas.

. b " C) ,
Figura 19. Secuenciacion de la toma de biopsia, a) se muestra el ambiente estéril en la campana de
flujo laminar, b) se observa el marcaje a extraer en el lomo del animal, c) realizaciéon del corte, d)
apariencia de la herida después de la toma de biopsia.

6.8.4.3 Post — operatorio:

Preparacion del area de recuperacion (esterilizacion previa de la cama del animal).
Control de temperatura (prevencion de hipotermia) con la ayuda de la luz de una
bombilla eléctrica de 60 watts a una distancia de aproximada de 60 cm. La vigilancia
en la recuperacion del anestésico con la valoracion subsecuente del estado general.
La administracién subsecuente de analgésico Tramadol a una dosis de 5mg/kg via
intraperitoneal (IP).

Administracion de antibidtico Enroxil al 5%IP a una dosis de 7.5mg/kg de su peso. Los
animales se mantuvieron ad libitum. El seguimiento de la cicatrizacion de la herida fue
por 15 dias.

6.8.5 Analisis estadistico

Para las variables cuantitativas se obtuvieron las medias y desviaciones estandar de
cada grupo de ratas. El analisis se realizo con el software SPSS. Para comparar la
diferencia entre los grupos se utilizé la prueba ANOVA y posteriormente pruebas post
hoc de Tukey para comparaciones contra el control y entre grupos respectivamente.
Los hallazgos se consideraron con una significancia de p < 0.05.

6.9 Disefio estadistico

Muestreo a conveniencia
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7. Resultados

Se recolectaron las medidas de las heridas todos los dias mediante el uso de
microscopio digital Celestron microdirect 1080HD, asi como su software, y el programa
Image J para la determinacion de las areas de cada herida, al analizar los cambios
suscitados en este lapso se pueden observar el desarrollo de la cicatrizacion por
segunda intencién desde el dia 0 al dia 15 demostrando la actividad procicatrizante de
Ipomoea pauciflora. Se seleccionaron 15 heridas al azar de cada grupo para su andlisis

y se llevo su seguimiento durante 15 dias y se realizé un registro macro y microscopico

describiéndose continuacion:

Figura 20. Heridas realizadas el dia de la biopsia. 1, 2, 3 pertenecen al grupo control negativo, 4-9
pertenecen al grupo tratado con extracto acuoso de Ipomoea pauciflora, 10-15 pertenecen al grupo
control positivo.

Se observaron las heridas realizadas en cada uno de los especimenes de tamafio
similar a 15x10mm, ubicandose todas en el dorso de la rata, se observaron bordes
definidos, heridas frescas con secrecién de hematica a serohematica, sin eritema ni
inflamacion, indicando que inicia la fase de hemostasia para dar continuidad con la
fase de inflamacion.
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Figura 21. Heridas a los 3 dias de la biopsia. 1, 2, 3 pertenecen al grupo control negativo, 4-9 pertenecen
al grupo tratado con extracto acuoso de Ipomoea pauciflora, 10-15 pertenecen al grupo control positivo.

Se observaron las heridas seleccionadas a los 3 dias, en las heridas pertenecientes al
grupo control negativo se pudo observar la herida deshidratada con formacion de
costra en bordes, centro limpio y brilloso sin secreciones, se observd eritema y ligera
inflamacion en los bordes de la herida, en el grupo tratado con extracto acuoso de
Ipomoea pauciflora se observé mayor formacién de costra en los individuos 7 y 9 en
comparacion con el resto de los especimenes se encontro retraccion de la herida en
especimenes 8 y 9 por plegamiento de la costra, hay presencia de eritema en borde
de las heridas en espécimen 5 y 6, no se observan datos de inflamacion activa, no
presentan secreciones ninguno de los individuos de este grupo, lo que nos indica que
ya ha pasado la primera fase de la cicatrizacion correspondiente a la inflamacion, y se
encuentran en la fase proliferativa, el grupo control positivo presentd heridas
eritematosas brillantes sin formacién activa de costra en la mayoria de los
especimenes, encontrandose eritema e inflamacion en los bordes de la herida y se
observan lesiones autoinfligidas en cercania de la lesion, sin secreciones dandonos a
entender que aun se encuentra en la primera fase de la cicatrizacion.
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3 i
Figura 22. Heridas a los 5 dias de la biopsia. 2 y 3 pertenecen al grupo control negativo, 6-9 pertenecen
al grupo tratado con extracto acuoso de Ipomoea pauciflora, 12-15 pertenecen al grupo control positivo.

Se observaron las heridas seleccionadas a los 5 dias post toma de biopsia, en las
heridas pertenecientes al grupo control negativo se pudo observar la herida
deshidratada con formacién de costra en bordes de forma irregular, centro limpio y
brilloso sin secreciones, sin eritema y ligera inflamacion en los bordes de la herida, los
cuales estan de forma irregular y se observan signos de desprendimiento de costra
indicando que han finalizado la etapa de inflamacion y se encontraba iniciando la
segunda etapa de la cicatrizacién; en el grupo tratado con extracto acuoso de Ipomoea
pauciflora no se observé costra debido a autolesiéon y desprendieron la costra, se
observa lesion eritematosa brillante limpia, sin secreciones, ligero edema y eritema en
bordes de la herida, resto de las lesiones de este grupo se encontré disminucion en el
tamafio de la costra, seca color pardo, con desprendimiento en los bordes
deshidratados, sin secreciones ni eritema, con un ligero incremento en el volumen en
la zona de la herida, asi como disminucién en el tamafio claramente observado en los
especimenes 8 y 9, lo que nos habla de que se encontraba en la fase final de
proliferacion y que en comparacion con las heridas de dias previos se ha mantenido
controlada sin una reaccion exagerada, con una maduracion activa, el grupo control
positivo presentd heridas con costra irregular, aumento de volumen en el centro de la
herida, eritema en los bordes sin secreciones con lesiones por rasgufio en la periferia
de la herida, dandonos a entender que inicid la fase proliferativa, pero con persistencia
de la inflamacién, se observé disminucion en el tamafio en los sujetos 12 y 15 lo que

sugiere que estaban iniciando la fase final de la proliferacion celular.
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Figura 23. Heridas a los 8 dias de la biopsia. 2 y 3 pertenecen al grupo control negativo, 6-9 pertenecen
al grupo tratado con extracto acuoso de Ipomoea pauciflora, 12-15 pertenecen al grupo control positivo.

Se observaron las heridas seleccionadas a los 8 dias posteriores a la toma de biopsia,
en el grupo control negativo se pudo observar en el espécimen 2 la herida
deshidratada, costra en bordes de forma irregular, sin secreciones, sin eritema y con
signos de desprendimiento de costra y disminucién de su tamafio; en el individuo 3
hay desprendimiento de costra por autolesién, bordes eritematosos, centro con edema
y secrecion serohematica y disminucién del tamafio de la herida lo que nos indicé que
se encontraba en la parte final de la fase de proliferacién; en el grupo tratado con
extracto acuoso de Ipomoea pauciflora en el espécimen 6 no se observé costra debido
a autolesion y desprendieron la costra, se encontro lesion eritematosa brillante y limpia,
sin secreciones, sin edema y eritema en bordes de la herida, espécimen 8 presentd
disminucién importante en el tamafio de la herida con costra sin secreciones ni eritema
en bordes de la herida, resto de las lesiones de este grupo se observé disminucion en
el tamafio de la costra, seca color pardo, con desprendimiento en los bordes
deshidratados, sin secreciones ni eritema, lo que nos habla de que continta en la fase
final de proliferacion con una maduracion activa del tejido, el grupo control positivo
presentd heridas con costra irregular, con disminuciéon en el tamafio de la costra,
eritema en los bordes sin secreciones con lesiones por rasgufio en el centro herida
dandonos a entender que contindaba en fase proliferativa.
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Figura 24. Heridas a los 12 dias de la biopsia. 3 pertenece al grupo control negativo, 8 y 9 pertenecen
al grupo tratado con extracto acuoso de Ipomoea pauciflora, 14 y 15 pertenecen al grupo control positivo.

Se observaron las heridas seleccionadas a los 12 dias posteriores a la toma de biopsia,
en el grupo control negativo se pudo observar la herida deshidratada, costra en centro
de la herida, en bordes de forma irregular con presencia de eritema, sin secreciones y
disminucién de su tamafio, lo que nos indicé que se encontraba en la parte final de la
fase de proliferacion; en el grupo tratado con extracto acuoso de Ipomoea pauciflora
el espécimen 8 present6 disminucion importante en el tamafio de la herida sin costra,
no presenta secreciones o eritema en bordes de la herida, espécimen 9 mostrad una
pequefia costra céntrica deshidratada sin secreciones ni eritema en bordes de la
herida, con una disminucién importante en el tamafio de la costra, lo que nos habla de
que finalizo la proliferacion y entré en la fase de remodelacién con una maduracion
activa del tejido, el grupo control positivo el espécimen 14 presento secrecion hematica
céntrica por desprendimiento de costra con disminucion en el tamafio de la herida, sin
eritema en los bordes; espécimen 15 mostro lesion sin costra con eritema en borde
inferior con hiperpigmentacion en la zona afectada, sin eritema ni secreciones, lo que
nos habla de que se encontraba en la parte final de la proliferacion con una maduracioén

activa del tejido préximo a entrar a la fase de remodelacion.
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Figura 25. Heridas a los 15 dias de la biopsia. 3 pertenece al grupo control negativo, 8 y 9 pertenecen
al grupo tratado con extracto acuoso de Ipomoea pauciflora, 14 y 15 pertenecen al grupo control positivo.

Se observaron las heridas seleccionadas a los 15 dias posteriores a la toma de biopsia,
en el grupo control negativo se pudo observar la herida deshidratada sin presencia
costra, en bordes de forma irregular con eritema, centro de la herida en descamacion
sin secreciones, y disminucién de su tamafio, lo que nos indicé que se encontraba
iniciando la fase de remodelacion; en el grupo tratado con extracto acuoso de Ipomoea
pauciflora espécimen 8 presenté disminucién importante en el tamafio de la herida sin
costra, sin presencia de secreciones o eritema en bordes de la herida de
caracteristicas similares a la piel de la periferia, ligera hiperpigmentacién al centro de
la herida, espécimen 9 mostré zona de la lesion deshidratada sin secreciones ni
eritema en bordes de la herida con una disminuciéon importante de tamafio ligera
hiperpigmentacion con caracteristicas similares a la piel de la periferia, lo que nos
habla que se encontraba en una fase final de remodelacion, el grupo control positivo
mostro lesion sin costra, ligero eritema en borde de la lesion sin secreciones, aumento
en el volumen de los bordes con aspecto fibroso e hiperpigmentacién media con
caracteristicas similares a la piel de la periferia, lo que nos habla de que se encontraba

en la parte final de la fase de remodelacién.
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Figura 26. Corte histoldgico del tejido original previo a la biopsia a) corte reconstruido a 4X con tincién
de Masson, b) y c) corte a 10X tincién de Masson en la que se observa epitelio plano hiperqueratinizado,
haces musculares, glandulas cebéaceas, presencia foliculos pilosos, vasos de pequefio y mediano
calibre, sin infiltrados celulares, érganos linfoides secretores no reproductivos.
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Figura 27. Corte histolégico del tejido del grupo 1 (control negativo) a los 3 dias post escisidnales a)
reconstruido y b) fragmento a 4X con tincién de Masson, c) y d) segmentos a 10X y e y f) segmentos a
40x con tincion Tricrémico de Masson en la que se observa pérdida de la arquitectura por hemorragia e
infiltrado y zonas de necrosis, eritrocitos extravasados, degradacion y ruptura de vasos, angiogénesis
(++) vasos pequefio y mediano calibre, infiltrado celular por linfocitos, macréfagos y eritrocitos (+++),
tejido conectivo laxo, se observa la zona de ulceracién y formacion de costra, evidenciando la transicién
de la fase inflamatoria a la proliferativa con la moderada generacion de nuevos vasos asi como el cambio
de neutrofilos por macréfagos y linfocitos.

&
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Figura 28. Corte histolégico del tejido del grupo control negativo a los 8 dias. a) reconstruido y b)
fragmento a 4x, c) y d) segmentos a 10x, e) segmento a 40x con tincién Tricromico de Masson en la
gue se observa pérdida de continuidad con formacion de costra, tejido de granulacién (++), angiogénesis
(+) vasos de mediano y pequefio calibre, tejido conectivo desorganizado laxo (+++), células
inflamatorias (++) con predominio linfocitario eritrocitos (++), mostrando la fase proliferativa como
predominante, se encuentran disminuidas las células inflamtorias de predominio linfocitario, y se
observan abundantes fibroblastos activos con secrecién de colageno.

e 1 £

Figura 29 Corte histologico del tejido del grupo control negativo a los 15 dias a) reconstruido y b)
segmento a 4x, c) segmento a 10x y d), e) y f) segmentos a 40x con tincién Tricromico de Masson en la
que se observa tejido conectivo laxo desorganizado, tejido fibroso (++), infiltrado (+++), angiogénesis
(+) vasos de pequefio calibre, hemorragia (+) transicion de tejido desorganizado laxo, epitelio delgado
de 2-6 capas sin queratina, observandose el fin de la fase proliferativa y la activa remodelacién del tejido
conectivo, se encuentran menor numero de fibroblastos activos en el tejido, asi como la involucién de
vasos formados se aprecia las fibras de colageno laxas y desorganizadas.
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Figura 30. Corte histol6gico del tejido del grupo tratado con extracto acuoso de Ipomoea pauciflora a
los 3 dias a) reconstruido a 4X, b) segmento a 10X y c) segmento a 40x con tincién Tricrémico de
Masson en las que se observa tejido de granulacién, extravasacion del dafio a la periferia, pérdida de
continuidad presencia de codgulo acelular que retrasa la regeneracion, infiltrado inflamatorio (++), tejido
conectivo laxo y desorganizado (+), hemorragia reciente eritrocitos (+++) , fibras musculares,
neovascularizacién (++) vasos de pequefio calibre, se observa la transiciéon de la fase inflamatoria a
proliferativa con la moderada generacion de nuevos vasos asi como la presencia de células
inflamatorias de tipo linfocitario, y fibroblastos activos con secrecién de colageno.

Figura 31. Corte histoldgico del tejido grupo tratado con extracto acuoso de Ipomoea pauciflora a los 3
dias a) reconstruido, b) segmento a 4x, b) segmento a 10X y, c) y d) a 40x con tincién Tricrémico de
Masson en la que se observa pérdida de continuidad, abundante hemorragia, Ulcera activa, zonas de
necrosis (++), tejido conectivo laxo (++) con infiltrado leucocitario (+) eritrocitos activos extravasados
(++), neovascularizacion (++) vasos de pequefio y mediano calibre (++) fibroblastos activos sintetizando
colageno (++) se aprecia la transicion de la fase inflamatoria a proliferativa con la generacion de nuevos
vasos, predominio de células inflamatorias de tipo linfocitario, fibroblastos activos con secrecién de
colageno.
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Figura 32. Corte histoldgico del tejido grupo tratado con extracto acuoso de Ipomoea pauciflora a los 8
dias a) reconstruido, b) segmento a 4x, c) segmento a 10x, d) y e) segmentos a 40x con tincién
Tricrémico de Masson en la que se observa perdida de continuidad con formacion de costra que retrasa
la regeneracion celular tejido de granulacion (++), angiogenesis (+++), vasos de pequefio y mediano
calibre, tejido conectivo denso desorganizado (+), infiltrado (0/+) solo de reparacion, eritrocitos en vasos,
fibroblastos activos con sintesis de colageno (++), epitelio formando fibrina, por lo que se puede intuir
gue se encuentra en la reepitelizacién de la fase proliferativa.
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Figura 33. Corte histologico del tejido del grupo tratado con extracto acuoso de Ipomoea pauciflora a
los 8 dias, a) reconstruido, b) segmento a 4x, ¢) segmento a 10x, d) y €) segmentos a 40x con tincién
Tricrémico de Masson en la que se observa zona de hemorragia extensa, infiltrado (+), tejido de
granulacion (++), angiogénesis (++), vasos de pequefio, mediano y gran calibre, ruptura de vasos,
transicion de tejido conectivo denso (++) desorganizado, eritrocitos en vasos, epitelio con 4-6 capas sin
gueratina, entendiendo que se encuentra en la parte final de la reepitelizacion de la fase proliferativa y
maduracion del tejido asi como de remodelacion.
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Figura 34. Corte histolégico del tejido del grupo tratado con extracto acuoso de Ipomoea pauciflora a
los15 dias, a) reconstruido, b) segmento a 4x, c) y d) segmentos a 10x, e), f) y g) segmentos a 40x con
tincién Tricrdmico de Masson en la que se vasos de pequefio, mediano y gran calibre, tejido conectivo
denso organizado (+++), maduracion de muchos foliculos pilosos y glandulas sebaceas (++/+++)
reparacion completa, epitelio integro con formacién de queratina y haz muscular, por lo que se encuentra
en la fase de remodelacion con maduracion del tejido.
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Figura 35. Corte histologico del tejido del grupo tratado con extracto acuoso de Ipomoea pauciflora a
los15 dias, a) reconstruido, b) segmento a 4x, ¢) segmento a 10x y d) y e) segmentos a 40x con tincién
Tricrémico de Masson en la que no se observa lesion, hay reparacion completa, tejido conectivo
organizado denso (+++) vasos pequefio y mediano calibre (+), infiltrado (0), foliculos pilosos y glandulas
sebaceas en maduracion (0/+), epitelio integro con queratinizacion por lo que se entiende que se
encuentra en la Gltima fase de la cicatrizacion, con maduracién del tejido.
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Figura 36. Corte histolégico del tejido del grupo control positivo a los 3 dias; a) reconstruido, b)
segmento a 4x, ¢) segmento a 10x y, d) y ¢) segmentos a 40x con tincién Tricrémico de Masson en la
que se observa pérdida de la arquitectura con tapén hemorragico, zona de ulceracion, infiltrado
inflamatorio (++) y zonas de necrosis (+), eritrocitos extravasados, angiogénesis de vasos de pequefio
y mediano calibre (+), se observa abundante tejido de granulacion, tejido conectivo laxo (+) fibroblastos
muy activos (++), observandose transicion de la fase inflamatoria a proliferativa con el cambio de células
polimorfonucleares a linfocitos, y la activacion de fibroblastos para la sintesis de colageno.
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Figura 37. Corte histolégico del tejido del grupo control positivo a los 3 dias; a) reconstruido b) segmento
a 4x, ¢) segmento a 10x y, d) y e) segmentos con tincién Tricromico de Masson en la que se observa la
zona de ulceracién y formacion de costra, infiltrado inflamatorio (+++) y abundantes zonas de necrosis
(++), eritrocitos extravasados (++), angiogénesis de vasos de pequefio y mediano calibre (++), se
observa abundante tejido de granulacion, tejido conectivo laxo (++), se aprecia la fase inflamatoria con
una exagerada respuesta por parte de polimorfonucleares secundaria a diversas hemorragias y
abundantes zonas de necrosis encontradas en el tejido.
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Figura 38. Corte histolégico del tejido del grupo control positivo a los 8 dias, a) reconstruido b) segmento
a 4x, ¢) segmento a 10x, d) y e) segmentos a 40x con tincién Tricromico de Masson en la que se observa
pérdida de continuidad zona ulcerativa con zonas de necrosis acelular licuefactivas, angiog énesis (+++)
vasos de grande, mediano y pequefio calibre, tejido de granulacion (++) tejido conectivo laxo organizado
(++), tejido inflamatorio (+), eritrocitos en vasos(++), zonas hemorrégicas y fibroblastos activos, por lo
que se puede clasificar en la parte media de la  fase proliferativa.
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Figura 39. Corte histolégico del tejido del grupo control positivo a los 8 dias, a) reconstruido, b)
segmento a 4x, c) segmento a 10x y, d) y e) a 40x con tincién Tricromico de Masson en la que se
observa perdida de continuidad con formacién de costra, angiogénesis (+++), vasos pequefio, mediano
y gran calibre, fibroblastos (+++), tejido conectivo laxo y denso (++), tejido granulacion (+++), infiltrado
(++), zonas hemorrégicas, eritrocitos en vasos y extravasados con predominio en vasos, zonas de
necrosis, células de epitelio agrupadas para su formacién, observandose una acelerada actividad de los
fibroblastos en la etapa proliferativa.
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Figura 40. Corte histolégico del tejido del grupo control positivo a los 15 dias, a) reconstruido, b)
segmento a 4x, ¢) segmento a 10x y, d) y e) segmentos a 40x con tincién Tricrémico de Masson en la
gue no se observa tejido en reparacion, vasos de pequefio calibre, fibroblastos activos (+), tejido
inflamatorio (0/+), tejido conectivo laxo organizado (++), reparacion completa epitelio integro con
formacién de queratina sin anexos, lo que nos indica que se encuentra en la fase de remodelacion con
moderada actividad de maduracion tejido.
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Figura 41 Corte histolégico del tejido del grupo control positivo a los 15 dias, a) reconstruido y b)
segmento a 4x, ¢) segmento a 10x y, d) y e) segmentos a 40x con tincién Tricromico de Masson en la
gue se observa tejido conectivo denso (++/+++), angiogénesis (+), vasos de pequefio calibre, infiltrado
(0/+), epitelio integro bien organizado con queratinizacion sin anexos, lo que indica que se encuentra en
la Ultima fase de la remodelacion tisular con una buena maduracion del tejido.
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Masson

Colageno Anexos
Especimen | Tejido fibroso | Paralela TFC Denso | TFC Laxo | Ulcera Costra F.P. G.S. Observaciones
Control Se observa epitelio plano hiperqueratinizado, haces musculares, glandulas cebaceas,
tejido precenciafoliculos pilosos, fibras de colageno d izad foy
original LO mediano calibre, sin infiltrados celulares, organoslinfodes secretores no reproductivo
Kasad Rasad 0 ++++ 0 0 0] ++++ aaad
Grupo1 dida del por hemor filtrado y d i, eritrocitos
control ¥ ruptura devasos, angiogenesi oy
negativo dia mediano calibre, infiltrad; por linfocitos, y eritrocitos (++),
311 Tejido conectivo (T.C.) laxo , se observa a zona de ulceracion y formacion de costra
0 0f+ 0f+ Raad 0 0 0
Grupo2 .
po Perdida de continuidad con formacion de costra, tejido de granulacion (++),
control
angiogenesis (+) vasos de medianoy pequeiio calibre, tejido conectivo desorganizado
negativo dia
o> Iaxo (++4),celulasiinflamatorias (++) con predominio linfocitario y eritrocitos (+4).
0 ad 0f++ +H +H 0 0
Grupo3
S Transicion de tejido conectivo desorganizado laxo, tejido fibroso (++),infltrado (++),
ttrol anglogenesis (+) vasos pequefio caibre, hemorragia (+) epitelio delgado de 2-6 capas
negativo dia
sin queratina
1513
0]+ + Raad 0 0 0 0
Grupo 4 Tejido de granulacion, extravasacion del dafio ala periferia, perdida de continuidad
extracto de coagulo acelular querretrasal infiltradoi i
acuoso czh (+4), T.C.laxoy ), gia reciente ertroci ,fibras
ia314 i (+4) pequefio calibre.
dia3 0 of+ ++ - o 0 () vasos
Grupo4 tiva, T.C laxo (+4)con
extracto infiltrado (#) eritroci +), i6n(++)
acuoso czh vasos de pequefio y mediano calibre(++) fibroblastos activos sintetizando
dia3Ls colageno(++).
0 0f+ 0f++ ++ ++ 0 0
p— Perdida de continuidad con formacion de costra que retrasa la regeneracion celular
xtracto jido d on (. is (++4) pequefioy mediano calibre,
e tejido conectivo denso desorganizado (+), infiltrado (0/+4 solo de reparacion,
v eritrocitos en vasos, fibroblastos activos con sintesis de colageno (++) epitelio
0 of+ + = + - 0 0]formando fibrina.
Grupo5 Zona de hemorragia extensa, infiltrado (+) tejido de granulacion (++), angiogenesis
extracto (++) vasos de fio,mediano y gran calibre, rupt , transicion de tejido
acuoso czh conectivo denso (++) desorganizadoeritrocitos en vasos, epitelio e 4-6 capas sin
diagL7 queratina
0 ++ + 0 0 0 0
Grupo6 Angiogenesis (+) vasos de pequefio, medianoy gran calibre, Tejido conectivo denso
extracto izadlo (+++), i6n de muchos foli velandulas
acuoso czh cebaceas(++/++4 reparacion completa epitelio formacion
dials L8 Hazmuscular.
0| +++ 0| +++ 0 0 0| ++ Raaad
Expos No se obseva lesion, reparacion completa, tejido conectivo organizado denso (++/++)
extracto . " N "
ymediano calibre (+) ifiltado (0), folicul velandulas
acuoso czh noca et :
b epitelio
dia15L9
0] +++ + ++ + 0 0]+ +
Grupo7 Se observala zona de ulceracion y formacion de costra, perdida dela arquitectura
control contapon infiltrado (+4)y zonasd eritrocitos
positivo i fioy mediano calibre (+), se observa
Dmtxdia3 abundante tejido de granulacion, tejido conectivo muy laxo(+) fibroblastos muy
L10 0 o[+ 0f++ ++ - 0 0]activos.
Grupo7
B Se observala zona de ulceracion y formacion de costra, perdida dela arquitectura
i con tapon infiltrado )y rosis, eritrocitos
o (++), angi ymediano calibre (++), se observa
Dmxdia3 abundante tejido de granulacion, tejido conectivo muy laxo(++)
11 0 of+ of++ m ++ 0 o|**M! ! granul bl Vo muy P
Grupo 8
e Perdida de continuidad zona ulcerativacon zonas de necrosis acelular licuefactivas,
control ™
i angiogenesis (++4) vasos de grande, mediano y pequeto calibre, tejido de granulacion
Posit (+4) tejid I tejido inflamatorio (+), eritrocitos en
Dmtxdia8
Vasos(+) y zonas hemorragicas, fibroblastos activos.
L12 0 0]+ + + + 0 0 0
Grupo8, did con formacion de cost A
control medianoy gran calibre, fibroblastos (+++), TC laxo  denso++) tefido granulacién(++),
positivo infiltrado (+4), zonas ¢ vasosy
Dmtxdia8 predominio dentro devasos, zonas de necrosis, celulas de epitelio agrupadas para su
L13 0 + + 0 0 0 0[formacion
Grupo9
control No seobserva tejido en reparacion, calibre, fi
positivo tejido inflamatorio (0/+) tejido conectivo laxo organizado(++) reparacion completa
Dmtxdia1s epitelio integro con formacion de queratina sin anexos.
L14 + ++ + ++ + 0 0 0 0
Grupo9
conired Tejido denso (++4) T calibre, infiltrado
e itelio integro bien d inizacion sin anexos
Dmtxdia1s S b N
L15 0f++ 0f++ [] 0 ] 0 [

Tabla 4. Se agrupan las caracteristicas de las 15 laminillas seleccionadas al azar para su analisis.
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Al analizar los cortes histol6gicos podemos encontrar una reepitelizacion con mayor
semejanza al tejido original con el extracto acuoso de Ipomoea pauciflora después de
la cicatrizacion por segunda intencién al encontrarse fibras de colageno denso de
forma paralela y organizada, resaltando la presencia de abundantes anexos cutaneos
en comparacion con los controles y la reduccién de respuesta inflamatoria en los

primeros dias del proceso de cicatrizacién.

8. Analisis estadistico de resultados

Se tomo6 una base de datos de 54 sujetos para el andlisis en los que se observo la
disminucién del tamafio de los tres grupos experimentales en diferentes dias de
medicion.
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DiA O DIA 1 DIAZ DIA3

Condiciones experimentales
—a—control Dermatix 25 pL Cazahuate 25 uL

Figura 42. Comportamiento de las heridas en mm? para los tres grupos experimentales del dia 0 al dia
3 posterior a la toma de muestra histologica.

En el grafico se observa el comportamiento del area en mm? de los tres grupos
experimentales desde el dia de la toma de biopsia hasta el dia 3, con un valor que va
disminuyendo a través de los dias transcurridos, en el cual se observé una notable
diferencia en la disminucion de area de la herida por parte del grupo tratado con
cazahuate, se observa un incremento en el tamafio de la herida por parte del grupo
control negativo en el segundo dia posterior a la toma de biopsia ocasionado por una
mayor respuesta inflamatoria, se observan los puntos de corte para cada dia con sus
respectivas desviaciones gque representan el tamafio maximo y minimo de las heridas

de los diferentes grupos.
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Figura 43. Comportamiento de las heridas en mm?2 para los tres grupos experimentales del dia 0 al dia
8 posterior a la toma de muestra histoldgica.

En el grafico se observa el comportamiento del arrea en mm? de los tres grupos

experimentales desde el dia de la toma de biopsia hasta el dia 8, en el cual se observé

una notable diferencia en la disminucion de area de la herida por parte del grupo

tratado con Cazahuate, asi como una importante disminucion acelerada por parte del

grupo control positivo tratado con Dermatix a partir del dia 5 superando el control

negativo el dia 8.

DIAO DIA1 DIA2 DIA3 DIA4 DIAS5 DIA6 DIA7 DIA8 DIA9 DIA DIA DIA DIA DIA DIA
10 11 12 13 14 15

Condiciones experimentales

«=@=Control = ==@==Dermatix 25 pL Cazahuate 25 pL
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Figura 44. Comportamiento de las heridas en mm? para los tres grupos experimentales del dia 0 al dia
15 posterior a la toma de muestra histolégica.

En el grafico se observa el comportamiento del area en mm? de los tres grupos
experimentales desde el dia de la toma de biopsia hasta el dia 15, en el cual se observé
una importante disminuciéon de area de la herida por parte del grupo tratado con
Cazahuate durante los primeros dias y encontrandose una herida de menor tamafio
para este grupo al término de los 15 dias, seguido por el grupo tratado con Dermatix y
por ultimo, en el control negativo hubo una disminucion en la reduccion de la herida

visiblemente a partir del dia 11 para los tres grupos experimentales.
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Figura 45. Comparacion de las heridas en mm? para los tres grupos experimentales al dia 3 posterior a
la toma de muestra histoldgica.

En el grafico se compara el tamafio de la herida en mm? de los tres grupos
experimentales al tercer dia posterior a la toma de biopsia, encontrandose una notable
diferencia en la disminucién de area de la herida en el grupo tratado con Cazahuate y
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una mayor distribucién de las medidas para este grupo concentrandose la mayor

cantidad de valores en el cuadril 75, en el grupo tratado con Dermatix presento las

medidas de mayor tamafio con menor variacion en cuanto a los valores maximos y

minimos para este grupo se observa mayor concentracion de medidas en el cuadril 50,

mientras que el grupo control presenté una amplia distribucion entre el valor maximo y

minimo concentrando la mayor parte de valores en el cuadril 50.

ANOVA de un factor

Area (mm2)
Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter-grupos 6714.577 2 3357.289 17.643 .000
Intra-grupos 9704.643 51 190.287
Total 16419.220 53

Tabla 5. Prueba de ANOVA un factor del dia 3

Una vez comprobada la homogeneidad de los datos se realizé el comparativo de las

medias de los grupos experimentales en el tercer dia posterior a la toma de biopsia

para saber si existen diferencias significativas a través de la prueba de ANOVA de un

factor, con un valor de significancia (0.000) menor a 0.05 estadisticamente bastante

significativa con un 95 % de confianza.
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: Area (mm2)

Diferencia de

Intervalo de confianza al

95%

(1) Grupo (J) Grupo . Error tipico Sig.
medias (I-J) Limite Limite
inferior superior
Dermatix 25 pL -9.55794 4.59815 .104 -20.6578 1.5419
Control
Cazahuate 25 pL 17.38028" 4.59815 .001 6.2804 28.4801
HSD de  Dermatix Control 9.55794 4.59815 .104 -1.5419 20.6578
Tukey 25 pL Cazahuate 25 pL 26.93822" 4.59815 .000 15.8384 38.0381
Cazahuate Control -17.38028" 4.59815 .001 -28.4801 -6.2804
25 L Dermatix 25 pL -26.93822" 4.59815 .000 -38.0381 -15.8384

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
Tabla 6. Prueba Post Hoc del dia 3

Al encontrar una diferencia significativa se corre un analisis Post Hoc de Tukey que

identifico el valor de diferencia significativo mostrado en la tabla, en la cual se identifica

una diferencia bastante significativa (0.001) entre el grupo tratado con extracto acuoso

de Cazahuate y el grupo Control negativo, asi como una diferencia bastante

significativa (0.000) entre el grupo tratado con Cazahuate y el grupo Control positivo

tratado con el producto comercial Dermatix.
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Figura 46. Comparacion de las heridas en mm?2 para los tres grupos experimentales al dia 8 posterior a
la toma de muestra histoldgica.

En el grafico se compara el tamafio de la herida en mm? de los tres grupos
experimentales a los 8 dias posteriores a la toma de biopsia, encontrandose una
notable diferencia en la disminucion de area de la herida en el grupo tratado con
Cazahuate con una menor distribucion en el rango de las medidas, entre la medida
mayor y la menor tamafio, concentrdndose la mayor cantidad de valores en el cuadril
75, en el grupo tratado con Dermatix disminuyeron las dimensiones de las heridas
presentando un rango similar tanto para las de mayor como para las de menor tamafio,
la mayor concentracion de sus valores se present6 en el cuadril 50, el grupo control
negativo presenté las medidas de mayor tamafio con un rango mas amplio que los
otros grupos concentrandose la mayor parte de medidas en el cuadril 75.

69



Tabla 7. Prueba de ANOVA un factor del dia 8

Se realiz6 el comparativo de las medias de los grupos experimentales en el octavo dia

posterior a la toma de biopsia para saber si existen diferencias significativas a través

de la prueba de ANOVA de un factor con un valor de significancia (0.000) menor a 0.05

estadisticamente bastante significativo con un 95 % de confianza.

ANOVA de un factor

Area (mm2)
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 953.849 2 476.925 40.481 .000
Intra-grupos 388.788 33 11.781
Total 1342.638 35
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: Area (mm?2)

Intervalo de confianza
Diferencia
Error al 95%
() Grupo (J) Grupo de medias n Sig.
tipico Limite Limite
(I-9)
inferior superior
Dermatix 25 uL 1.69125 1.40128 .458 -1.7472 5.1297
Control
Cazahuate 25 uL | 11.66625" 1.40128 .000 8.2278 15.1047
HSD de Control -1.69125 1.40128 458 -5.1297 1.7472
Dermatix 25 pL
Tukey Cazahuate 25 L |  9.97500" 1.40128 .000 6.5366 13.4134

Control -11.66625" | 1.40128 .000 -15.1047 | -8.2278
Cazahuate 25 pL

Dermatix 25 pL -9.97500" 1.40128 .000 -13.4134 | -6.5366

*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
Tabla 8. Prueba Post Hoc del dia 8

Al encontrar una diferencia significativa se corre un analisis Post Hoc de Tukey que
identifico el valor de diferencia significativo mostrado en la tabla, en la cual se identifica
una diferencia bastante significativa (0.000) entre el grupo tratado con extracto acuoso
de Cazahuate y el grupo Control negativo, asi como una diferencia bastante
significativa (0.000) entre el grupo tratado con Cazahuate y el grupo Control positivo

tratado con el producto comercial Dermatix.
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Figura 47. Comparacion de las heridas en mm? para los tres grupos experimentales al dia 12 posterior
a la toma de muestra histolégica.

En el grafico se compar6 el tamafio de la herida en mm? de los tres grupos
experimentales al duodécimo dia posterior la toma de biopsia, encontrandose una
notable diferencia en la disminucion de area de la herida en el grupo tratado con
Cazahuate con una menor distribucion en el rango de las medidas, siendo la mediana
mas préxima al valor minimo, concentrandose la mayor cantidad de valores en el
cuadril 50, en el grupo tratado con Dermatix disminuy6 el rango de las dimensiones de
las heridas siendo la mediana mas proxima al valor minimo, a su vez el valor maximo
esta mas cerca a la mediana que en los demas grupos experimentales, la mayor
concentracion de sus valores se presentd en el cuadril 50, el grupo control negativo
presenté las medidas de mayor tamafio con un rango mas amplio que los otros grupos
concentrandose la mayor parte de medidas en el cuadril 50 con una mediana mas
proxima al valor minimo y un valor mdximo mas retirado a esta, en comparacion con

los otros grupos experimentales.

ANOVA de un factor

Area (mm2)
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 150.752 2 75.376 5.209 .019
Intra-grupos 217.036 15 14.469
Total 367.788 17

Tabla 9. Prueba de ANOVA un factor del dia 12

Se realizé el comparativo de las medias de los grupos experimentales en el tercer dia
posterior a la toma de biopsia para saber si existen diferencias significativas a través
de la prueba de ANOVA de un factor, con un valor de significancia (0.019) menor a
0.05 estadisticamente significativo con un 95 % de confianza.
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: Area (mm?2)

Intervalo de confianza al

Diferencia de . ) 95%
() Grupo (J) Grupo ) Error tipico Sig.

medias (I-J) Limite Limite
inferior superior

Dermatix 25 pL 3.43550 2.19614 291 -2.2689 9.1399

Control

Cazahuate 25 pL 7.08767" 2.19614 .015 1.3833 12.7921

HSD de Control -3.43550 2.19614 291 -9.1399 2.2689

Dermatix 25 pL
Tukey Cazahuate 25 pL 3.65217 2.19614 .251 -2.0522 9.3566
Control -7.08767" 2.19614 .015 -12.7921 -1.3833
Cazahuate 25 pL

Dermatix 25 pL -3.65217 2.19614 .251 -9.3566 2.0522

*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
Tabla 10. Prueba Post Hoc del dia 12

Al encontrar una diferencia significativa se corre un andlisis Post Hoc de Tukey que

identifico el valor de diferencia significativo mostrado en la tabla, en la cual se observé

una diferencia significativa (0.015) Unicamente entre el grupo tratado con extracto

acuoso de Cazahuate y el grupo Control negativo.
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Figura 48. Comparacion de las heridas en mm? para los tres grupos experimentales al dia 15 posterior
a la toma de muestra histoléogica.

En el grafico se compara el tamafio de la herida en mm? de los tres grupos
experimentales al decimoquinto dia posterior a la toma de biopsia por grupo,
encontrandose una notable diferencia en la disminucion de area de la herida en el
grupo tratado con Cazahuate con una menor distribucion en el rango de las medidas,
siendo la mediana més préxima al valor minimo, concentrandose la mayor cantidad de
valores en el cuadril 75 y presentando el valor mdximo més retirado de la mediana en
comparacion con los otros grupos, en el grupo tratado con Dermatix la mediana se
encuentra mas proxima al valor minimo, a su vez el valor maximo esta mas cerca a la
mediana que en los deméas grupos experimentales, la mayor concentracion de sus
valores se presenté en el cuadril 75, el grupo control negativo presenté las medidas de
mayor tamafio y mayor rango de distribucién de las medidas concentrandose la mayor

parte en el cuadril 75 con una mediana mas préxima al valor minimo.

ANOVA de un factor

Area (mm2)
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 83.870 2 41.935 3.533 .055
Intra-grupos 178.048 15 11.870
Total 261.918 17

Tabla 11. Prueba de ANOVA un factor del dia 15

Se realizd el comparativo de las medias de los grupos experimentales en el
decimoquinto dia posterior a la toma de biopsia, para saber si existen diferencias
significativas a través de la prueba de ANOVA de un factor, encontrdndose un con un
valor de significancia (0.055) mayor a 0.05 estadisticamente no significativo a un 95 %
de confianza.

74



Comparaciones multiples

Variable dependiente: Area (mm?2)

Intervalo de confianza
Diferencia de . ) al 95%
(1) Grupo (J) Grupo . Error tipico Sig.
medias (I-J) Limite Limite
inferior superior
Dermatix 25 pL 2.73583 1.98912 .378 -2.4309 7.9025
Control
Cazahuate 25 pL 5.28633" 1.98912 .045 1196 10.4530
HSD de Control -2.73583 1.98912 .378 -7.9025 2.4309
Dermatix 25 pL
Tukey Cazahuate 25 pL 2.55050 1.98912 426 -2.6162 7.7172
Cazahuate 25 Control -5.28633" 1.98912 .045 -10.4530 -.1196
uL Dermatix 25 pL -2.55050 1.98912 426 -7.7172 2.6162

*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
Tabla 12. Prueba Post Hoc del dia 15

Al encontrar una diferencia significativa se corre un andlisis Post Hoc de Tukey que

identifico el valor de diferencia significativo mostrado en la tabla, en la cual se observé

una diferencia significativa (0.045) Unicamente entre el grupo tratado con extracto

acuoso de Cazahuate y el grupo Control negativo.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Area (mm2)

Intervalo de confianza
Diferencia de . ) al 95%
(1) Grupo (J) Grupo ) Error tipico Sig.
medias (I-J) Limite Limite
inferior superior
| Dermatix 25 pL 2.73583 1.98912 .568 -2.6223 8.0940
Contro
Cazahuate 25 pL 5.28633 1.98912 .054 -.0718 10.6445
Control -2.73583 1.98912 .568 -8.0940 2.6223
Bonferroni Dermatix 25 pL
Cazahuate 25 pL 2.55050 1.98912 .658 -2.8077 7.9087
Cazahuate 25 Control -5.28633 1.98912 .054 |-10.6445 .0718
uL Dermatix 25 pL -2.55050 1.98912 .658 -7.9087 2.8077

*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
Tabla 13. Prueba Post Hoc del dia 15
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Al encontrar una diferencia significativa se corre un andlisis Post Hoc de Bonferroni
que identifico el valor de diferencia significativo mostrado en la tabla, en la cual no se

identifica una diferencia significativa entre ningin grupo experimental.
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Figura 49. Comparacion de las heridas en mm?2 para los tres grupos experimentales del dia 0, 3, 8. 12
y 15 posteriores a la toma de muestra histolégica.

En el grafico de cajas se observa el comportamiento del &rea en mm?2 de los tres grupos
experimentales comparandose el dia 0 (toma de biopsia) con el dia 3, 8, 12 y 15
respectivamente para cada grupo, encontrandose en el grupo tratado con Cazahuate
una mayor distribucion de las medidas para este grupo en dia 0, concentrandose la
mayor cantidad de valores en el cuadril 75, y una mayor disminucion de las medidas
de las heridas conforme transcurren los dias en comparacién con los otros grupos
experimentales con una mediana més proxima al valor minimo en cada dia, seguido
por el grupo control negativo en el dia 3 para posteriormente ser el grupo tratado con
el producto comercial Dermatix, el cual presenté menor dimension en el tamafio de las
heridas a partir del dia 8 con una mediana mas préxima al valor inferior en comparacion
con el grupo control que presenté una mediana mas préxima al valor maximo en el dia
12.
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Figura 50. Comparacion de las heridas en mm? para los tres grupos experimentales desde el dia 0 al
dia 15 posteriores a la toma de muestra histolégica.

En el grafico de cajas se observa el comportamiento del area en mm? de los tres grupos
experimentales comparandose desde el dia 0 (toma de biopsia) hasta el dia 15,
encontrandose en el grupo tratado con Cazahuate y una mayor disminuciones el area
de las medidas para este grupo desde los primeros dias en comparacién con los otros
grupos que mantuvieron una mayor area en los primeros tres dias posteriores a la
toma de biopsia por mayor respuesta inflamatoria local, a partir del dia 4 se observa
una importante disminucion del area de las heridas en los tres grupos siendo mas
notable en el grupo tratado con Cazahuate manteniéndose asi hasta el dia 15 en el
gue se aprecian menores rangos entre el valor maximo y minimo desde el dia3al 7y
del 12 al 14, seguido del grupo tratado con el producto comercial Dermatix en el que
se encontraron menores rangos entre el valor maximo y minimo a partir del dia 8 al 12
y en el dia 15, por ultimo el control negativo en el cual presenté los rangos entre el
valor méximo y minimo mas distantes con la mediana a parir del dia 3 hasta el dia 15.
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9. Discusioén

Los resultados obtenidos demuestran que la hipétesis del uso de extracto acuoso de
Ipomoea pauciflora, beneficid el proceso de cicatrizacion, reduciendo los tiempos en
la fase inflamatoria y favorece el proceso de proliferacion y de maduracion celular
como se muestran en las figuras 43, 44 y 50 y en las tablas 6, 8, 10 y 12, disminuyendo
y acelerando la respuesta inflamatoria en los primeros dias, también favorecio la
proliferacion de fibroblastos y su cambio fenotipico a miofibroblasto, por lo que se
observé una disminucion del tamafio de la herida en el dia 6 y 8 en comparacién con
los grupos control; al término de los 15 dias la lesion final presenta una mayor
homogeneidad con el tejido circulante a la lesion, con un aspecto mas estético, en
comparacion con ambos controles. También se puede ver una mejora significativa en
la remodelacion y maduracion del tejido en comparacion con ambos controles asi
como una disposicién de fibras de colageno méas organizadas, asimismo, se encontré
que el control positivo tratado con el producto comercial Dermatix tuvo una sanacion
evidente a partir del dia 7 que corresponde a la fase proliferativa al aumentar la
actividad de fibroblastos en comparacion con el grupo control negativo, al final su
cicatriz no presenté ningln anexo cutaneo y mostré diferencias en pigmentacion y
aspecto macroscopico en comparacion con el tejido circulante a la lesion, demostrado
a partir del analisis histomorfoldgico.

El uso del extracto acuoso de Ipomoea pauciflora presenta una disminucion de las
actividad inflamatoria a partir de las primeras 24h, siendo mas notable ésta en la
comparacion clinica de la herida a las 48 horas posteriores a la realizacion del corte
quirudrgico, en el caso del control positivo se puede ver un incremento en la actividad
inflamatoria a las 48 horas posteriores a la toma de la muestra histoldgica con las
manifestaciones clinicas de eritema y mayor inflamacion en bordes de la herida en
comparacioén con los otros dos grupos, misma que ocasionaba que los especimenes
de este grupo al presentar prurito terminara por autoinfligirse lesiones en bordes de la
herida, en el caso del control negativo se puede ver una cicatrizacion mas lenta con
predominio de costra y tapon hemostatico en las muestras histolégicas de los primeros

dias y una cicatriz menos estética al finalizar el proceso de cicatrizacion , ya que era
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mas fibrosa e hiperpigmentada y al igual que el control positivo, tampoco presenté
anexos cutaneos.

En el caso del control positivo no se vio una mejora significativa en comparacién con
los otros dos grupos en ninguna de las fases de la cicatrizacion, sin embargo, el grupo
tratado con extracto acuoso de Ipomoea pauciflora su mayor actividad se observo
sostenidamente en las 3 fases de la cicatrizacion, mostrando cambios importantes
desde el dia 2, 6 y 9 desde el ambito macroscopico y estadisticamente significativo
desde el dia 3, 8 y 12, en el caso del control positivo que fue tratado con el producto
comercial Dermatix se puede ver una mejoria el dia 7 macroscopicamente en
comparacion con el control negativo pertenecientes a la segunda fase de la
cicatrizacion que es la proliferacion celular sin manifestar diferencias significativas en
el estudio estadistico.

Al comparar los resultados con un estudio previo en la figura 16 se pudo observar que
el desarrollo de la curva en el grupo control coincide con los resultados para el grupo
control negativo, presenté un comportamiento similar al extracto empleado en dicho
estudio, con la diferencia en que el extracto de Ipomoea pauciflora, el comportamiento
de la curva de desarrollo del proceso de cicatrizacion se mantiene méas plana y
sostenida siendo mas evidente a partir del dia 2 al 4 y del dia 6 a 9, en comparacion
con los controles, incluyendo el uso de las membranas empleadas en dicho estudio.
En esta investigacion se encontré que el comportamiento de las heridas para el grupo
tratado con Cazahuate fue similar a los obtenidos en estudios previos (76-78) y el
efecto antiinflamatorio en este grupo de estudio se mantuvo presente como la
regeneracion de anexos cutaneos. La actividad procicatrizante del Cazahuate fue
debido a la presencia de sus compuestos fendlicos, esteroides, lactonas y saponinas,
metabolitos secundarios reportados en la literatura para Ipomoea murucoides que se
observan en la tabla 14 (79) similares a los reportados para Ipomoea pauciflora en
investigaciones anteriores (76—78), los cuales favorecen este proceso por accion de
factores de crecimiento que estimulan la quimiotaxis de queratinocitos y fibroblastos,
asi como la reduccion de la respuesta inflamatoria local y la actividad antibacteriana
para Gram positivos que evito infecciones por sobreexpresion de la flora habitual de la
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piel de los especimenes, cabe mencionar que también favorecié la contraccion de la
herida y mayor concentracion de fibras de colageno con una disposicion mas paralela

en comparacioén con los grupos controles.

En la figura 50 se observé el comportamiento de las lesiones en mm? durante los 15
dias de estudio para cada grupo experimental, con sus diferentes valores maximos y
minimos para cada grupo, en el que se identificé que el grupo tratado con Cazahuate
presentd una mayor disminucion del area de las heridas desde los primeros dias en
comparacion con los otros grupos que mantuvieron una mayor area de la herida en los
primeros tres dias posteriores a la toma de biopsia por mayor respuesta inflamatoria
local, a partir del dia 4 se observé una importante disminucion del area de las heridas
en los tres grupos siendo mas notable en el grupo tratado con Cazahuate
manteniéndose asi hasta el dia 15 en el que se aprecian menores rangos entre el valor
maximo y minimo desde el dia 3 al 7 y del 12 al 14, seguido del grupo tratado con el
producto comercial Dermatix en el que se encontraron menores rangos entre el valor
maximo y minimo a partir del dia 8 al 12 y en el dia 15, por dltimo el control negativo
que presento los rangos entre el valor maximo y minimo mas distantes con la mediana

a partir del dia 3 hasta el dia 15.

10. Conclusiones

En la investigacion de esta tesis se empled el modelo experimental con ratas de la
cepa Wistar, ya que poseen gran similitud tanto gendmica, fisiolégica, anatomica e
histolégicamente en diversos o6rganos y sistemas con el humano, el sistema
tegumentario de este modelo experimental posee una semejanza en espesor,
composicién, funcién y presencia de los anexos cutaneos exceptuando la ausencia de
glandulas sudoriparas (80,81), este modelo es el mas empleado en la investigacion
por ser mas econdémico, reproductible y accesible en comparacién con otros modelos
experimentales siendo en algunos casos secundario a pruebas in silico para la

optimizacion y desarrollo de nuevos farmacos (82,83).
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Al analizar los resultados de la medicion de las areas, los estudios histomorfologicos y
los estudios estadisticos se puede inferir que las diferentes aceleraciones en el
proceso de cicatrizacion estan favorecidas debido a la inhibicién y activacion indirecta
de las vias de sefalizacion por parte de los diversos compuestos organicos que se
hallan presentes en los extractos acuosos del Cazahuate.

En el proceso inflamatorio agudo originado por una lesién en la piel desencadena la
liberacion de citosinas proinflamatorias quimiotacticas, las cuales son reguladas por
células de granulacion y diversos factores de crecimiento que presentan una
autorregulacion que finaliza con la restauracion del tejido lesionado, sin embargo, se
ha estudiado el uso de metabolitos secundarios de plantas como alternativa o
coadyuvante en el tratamiento para la regeneracion celular en heridas en funcion de
sus compuestos activos como lo son los flavonoides, alcaloides, antraquinonas,
esteroides, terpenoides, entre otros. Estos pueden regular la actividad, ya sea
proinflamtoria o antinflamatoria, dependiendo de sus concentraciones, asi como la
actividad humoral y de replicacion en fibroblastos, por lo que en este trabajo se emple6
el extracto acuoso de Ipomoea pauciflora, ya que posee diversos metabolitos
secundarios capaces de regular la actividad celular y por ende favorecer la sanacion
de heridas de manera eficiente.

La aplicacion del extracto acuoso Ipomoea pauciflora presenté accion procicatrizante
al disminuir la respuesta inflamatoria local y estimular la generacién de un tejido con
caracteristicas con mayor similitud al tejido original que el logrado con el transcurso
natural sin intervencion alguna o empleando gel de silicona.

Al comparar los costos de los tratamientos actuales, materiales, insumos, recursos
humanos e infraestructura; se puede concluir que empleando el extracto de Ipomoea
pauciflora como coadyuvante en la cicatrizacion de heridas reducira significativamente
el costo a pacientes e instituciones e incluso ser una terapia alternativa en zonas
marginales en las que no son suficientes los insumos médicos o0 se encuentren sin
poder tener acceso a estos, ya que es un recurso de bajo costo y de facil adquisicién
en la zona sur del pais; al contener dentro de sus principios metabolitos secundarios
con actividad bioldgica, antibacteriana y antinflamatoria se reduciran o limitaran las

infecciones oportunistas o por invasion de flora bacteriana.
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Al realizar esta investigacion pude comprobar que al emplear el extracto acuoso de
Ipomoea pauciflora interviene activamente en la fase inflamatoria, proliferativa y
maduracion del tejido por medio de analisis histomorfologico, y ademés favorece la
presencia de anexos cutaneos como los foliculos pilosos y glandulas sebaceas que
son con las que cuenta la piel de los especimenes estudiados, cumpliendo los
objetivos de esta investigacion.

También se evalu6 el comportamiento y caracteristicas del colageno encontrandose,
mayormente, fibras organizadas homogéneas en un tejido denso. Sin embargo, no se
pudo valorar el fenotipo de coldgeno que este presentaba por lo que se espera sea del
tipo 11l que se deposita en la reparacion de la lesién y no el tipo | que reemplaza al tipo
11l a partir de unos meses y hasta al afio y medio, esto porque el estudio se realizé en
un periodo de 15 dias y por no contar con la tincién especial (Prico — Sirus) capaz de
diferenciar el fenotipo de colageno para su cuantificacion, ni la resistencia de la fuerza
tensil del tejido nuevo al no tener disponible el equipo adecuado para su medicion.
Finalmente, concluyo que a pesar de que el estudio se hizo en individuos sanos, por
lo que debe realizarse otro estudio en el cual la poblaciéon presente caracteristicas
similares a nuestra poblacién, con factores de riesgo por ejemplo: enfermedades
cronico degenerativas como diabetes mellitus, hipertension arterial sistémica,
sindrome metabdlico, dislipidemias, obesidad, alteraciones en la respuesta mediada
por citosinas, toxicomanias como tabaquismo o consumo de alcohol, y poblacion
senescente que presenta mayores alteraciones que retrasan el proceso de
cicatrizacion generando heridas cronicas.

11. Consideraciones a futuro

Realizar un estudio en una poblacion con caracteristicas similares a la poblacion
mexicana actual, realizar cultivo in vitro de fibroblastos con adicién de extracto acuoso
de Ipomoea pauciflora para la identificacion de su comportamiento y posible
estimulacién y activacién, emplear la tincion de Prico-Sirus para evaluar el fenotipo de
colageno que se encuentra al finalizar el proceso de cicatrizacion, la medicion de la

resistencia de la fuerza tensil para los nuevos tejidos formados y la realizacién de
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pruebas de HPLC para la identificacion de los metabolitos secundarios especificos
responsables en la actividad antiinflamatoria y procicatrizante que presentan los

extractos acuosos de Ipomoea pauciflora.
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13. Anexos

15.1 Recoleccion de especimenes

Se comenzd con la recoleccion de corteza de Ipomoea pauciflora (Cazahuate)
mediante la ayuda de la identificacion de un nativo de la zona que me llevé a la “Sierra
Negra”, en el poblado de Tlaltizapan, Morelos (con una ubicacion exacta de
18°47'30.3"N 99°05'39.8"W, 18.791739, -99.094376) en el cual se buscd un arbol de
Cazahuate que tuviera una edad aproximada o mayor a 10 afios, de los marcados
cuando se obtuvo la muestra para la identificacion taxonémica realizada por el jardin
botanico de la BUAP.

15.2 Colecta de ejemplares botanicos

En el mes de febrero de 2017 se realizaron las colectas de ejemplares botanicos, de
los cuales se obtuvieron diferentes partes vegetativas (raiz, tallo y hojas), asi como
reproductoras (flor y fruto) de Cazahuate para su posterior identificacion botanica, la
colecta se realiz6 en la colonia Morelos, del ejido de Ticuméan, perteneciente al
municipio de Tlaltizapan, Morelos; durante la colecta se tomaron diferentes ejemplares,
depositdndolos en bolsas de manera integra, evitando su exposicién al calor, mismas
que fueron trasladadas para ser prensadas y secadas en el herbario. Los especimenes
se recolectaron en forma habitual y se transportaron en un plazo de tiempo inferior a
24 h protegidas de la luz a temperatura ambiente.

Una parte del material obtenido se emple6 para el andlisis fitoquimico que se realizd
de manera paralela y la otra para los experimentos que permitiran cumplir con los
objetivos de este trabajo, ademés de su identificacion boténica.

En el prensado, el material vegetal fresco se coloc6 en medio de un papel periédico,
tratando de que sus 6rganos reproductivos quedaran visibles, permitiendo que el haz
de las hojas quedara hacia arriba y algunas con el envés visible realizandose con una

prensa botanica, que se entregé en el herbario y jardin botanico BUAP.
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Se tomd nota de la informacion obtenida al momento de la colecta con apoyo de un
GPS, se registro la ubicacion exacta del lugar. Los habitantes proporcionaron nombres
de los cerros y demas informacion necesaria para el etiquetado de las plantas.

El secado, identificaciébn, montaje y etiquetado de los ejemplares botanicos fue

realizado por el herbario BUAP.

15.3 Identificacion boténica

La identificaciéon de la planta fue realizada por el botanico Allen J. Coombes dando
como resultado que el Cazahuate (nombre comuin) pertenece al género Ipomoea,
especie y subespecie pauciflora pertenecientes a la familia Convolvulaceae

proporcionandonos un ID: 69652.
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15.4 Rangos de absorcién UV de las familias de metabolitos secundarios

para l.murucoides

Familias de Metabolitos A max (nm) Parte de la molécula que
Secundarios logra la absorcién
Lactonas 200-220 Anillo de lactona
sesquiterpénicas
Flavonoides y 240-280
fenilpropanoides.
Glicosidos cardiatonicos 220 a, B- insaturado anillo de
v-lactona

Cromonas. 240-250

Furanocumarinas.

Agliconas insaturadas o
Saponinas esteroidales
insaturadas

Lignanos;
especificamente los
dibenzilbutanos y
benzofluranos.

Tabla 14. Rangos de absorcion UV de las familias de metabolitos secundarios para |.murucoides

205-225 y 240-255

205-225 nm

230

No presentan absorcion
entre los 200 y 400 nm
pero la introduccion de
un doble anillo en los
grupos carbonilos, a, B-

cetonas insaturadas

Anillo de aromatico
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15.4 Areas de las heridas por dia en mm2 por rata en grupos
experimentales
Area de la herida por dia en mm2
Grupo Especimen |DiA 0 DiA1 DiA2 DiA3 DiA4 DiAS DiAb DiA7 DA DiA9 DiA 10 DiA 11 DiA 12 DiA 13 DiA 14 DiA 15
1] 87.322 86.27) 88.474 85.615:
2 93.79) 93.853: 94,085, 97.685:
3 87.273 84.098, 85.554 84.087,
4 101192 99.79) 99.985) 98.255.
5 71472 63.253 64.975) 59.146)
1 6} 77187, 73.437) 71.295) 76.241
7] 72613 57.9) 55.505] 50.772] 42.788] 37.1] 32.793] 28.594] 28.178]
8] 94.753 93.119] 87.462] 70.365 62.118] 43.217] 42.973] 38.128] 37.264]
9 92613 91.648, 93.075) 90.119) 50.193) 47.321 42.864 3419 30,651,
10 77.695 74.29) 74.169] 73.241] 52.176} 45.083] 37.175] 31.999] 22.594]
11 82.854) 81,527 82.945) 72112 48.184) 39.219) 33,632, 29.421) 29.018)
2 12| 106329 85.166} 63.586)] 47.48] 43171 34.913] 32475} 33.584] 33,017}
13 76.236 61388 61.746 64672 47614 47.486 39.08] 34742 28112 25.668 25.098 24838 23.038 2138 21238 20338
14] 71035 599 58456 50.088 35.285 39.561 33365 21228 21.959 24.106 24,035 24,045 24923 2353 21452 2672
15 91133 60.28] 52.44] 48.146 46579 31532 31.709 35.988 28928 25771 18.376} 1547, 13.968] 12.907] 12,265} 11.766
16} 98.201 97.597 95318 80462 62.802 62.641 42,607 4441 38.174 31318 36.129 23452 21441 20938 20439 19.081
17} 86.831) 81.281 81.79 74679 57.244 51186 49.208 39.164 30222 29818 28.198 21.846 25.128 24028 23.201 2.898
3 18] 92.145 89.119 88.256 70.088 65.285 59.121 53.785 40.298 37449 34.126 30.245 28016 21976 25.681 24523 2867
19] 8046 71412 73571 71.048
20| 127314 107.117} 90.685 86.174
2 71953 74674 74671 63.293
2 58.748 42444 31532 38053
23 97.134 94451 87411 64.891
4 24 98.748 92462 81512 78053
25 81591 7445 57.6% 54.243 46.187 39.093 29217 2485 19.253]
26 98.103) 74.249 70406 52553 45.708 39.13] 34.908 31875 21.63]
27 79.958 66.792 44.902 45,015 42059 39.884 25.289 2137 18.869)
28 124289 53.628 74006 52013 54123 43562 2353 20364 17.363]
29 89.128) 86.73 56.232, 43.785: 4139 39.783 25.159 2347 17.129)
5 30 94.289 83.128 70.103 51153 50.133 228 21333 20.114 17.114]
31 7194 50.196) 48.129) 40.289) 29.638, 25.384 32.694 2433 19,246} 13.137] 11.744] 10.738] 9.544] 9.495| 9.518] 9.202
32| 102.081 7192 63.556) 5423 H.004 31.904 21.734 21.124 18.857} 17.731] 17.193] 16617} 15.648] 15.297} 15.114] 15.043
33 79.15 54.645, 0374 41358, 35.119) 35.462, 31.734 23932 19.746} 19.422] 18504} 17.539) 16.296} 15.836} 15421} 14841
34 90.286) 60.827) 6321 41.63 33.02, 32732 30.607, 24065, 21774 21.758) 19.868] 1876 17.137} 16489} 16.13 15728
35 89.575, 64.325) 52.694 48314 34.239) 33.498, 31134 23132 19.116} 19.012} 18504} 18.539) 18.296} 18,036} 17411 16.761
6 36 92,541 62.121 62.221) 1313 35.154 32.045, 30.701 24565, 21.474 20.758) 19,687} 18.173] 17.027} 16319} 16.022] 15.134
37 97,531 94.103; 87.803, 89.241
38| 100.871] 9131} 96.387] 82.144]
39] 67.624 57.277) 52.836) 62.362,
40] 84.5471 8237} 80.981] 79.326}
41] 77.624] 72.77) 74.86) 70.322]
7 4] 104.51 102.37 101.81 97.36}
3 76.236) 71.388) 71.746) 67.672| 47.614] 47.436) 39.08 36.338) 27.374]
44 94721 80.643 91738 89.671 79463 71214 60.961 45.101 30.836
45 86.32 84.85) 85.91 79.41 7189 58.22 32.275) 29571 22657,
46)  101.981 97932 97326 95472 84212 81452 52627 34943 21388
47 93.039 82.15 83.191 72351 67.89) 60.32] .15 32341 26657
8 48 83.981 71612 71326 75472 69.782 65.765 59356 37521 30.128
49 102.37] 101956 9878 98.88 82485 68.967 50.012 44.894 28755 21243 2331 2312 19.408] 18.724] 18.975] 17.959
50 83.02 73475 83.283 82523 70.209 57403 50813 39.816 36.193 29217 23764 23.051 21953 20,588 19.86) 18173
51 94.246 89.74 8273 84392 74761 70397 65.648 43453 29.563 2584 2112 242, 21114 20551 20.75) 19.005
52 97473 72,567 74,639 69.191 6271 54.239 48.648 37686 313712 17.094] 14.614] 12.269) 13.152] 13411 12.037] 10.504
53 9271 9166 88.768 8878 82215 68.967 51412 46.154 31155 28853 23351 2235 19.081] 18.984] 18.835) 17.658
9 54 83.112 79.35 81163| 80.727 71549 67438 52139 36.566 29.193 26,547 25.164 23653 21153 20438 19.316] 18713

Tabla 15. Areas de las heridas por dia en mmz2 por rata en grupos experimentales, los grupos del 1 al 3
pertenecen al grupo control negativo, del 4 — 6 pertenecieron al grupo tratado con cazahuate, y los
grupos del 7 al 9 pertenecieron al grupo controlo positivo tratado con el producto comercial D ermatix.
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En esta tabla se observé la distribucion de las areas de las heridas y su desarrollo
cronoldgico en un lapso 15 dias por grupo experimental, se encontrd que el grupo con
los valores mayores al inicio de la toma de muestra, asi como los menores al termino
de 15 dias pertenecian al grupo tratado con extracto acuoso de cazahuate, seguido en
la distribucion de las medias por el grupo control positivo tratado con el producto
comercial Dermatix y por ultimo por el control negativo el cual poseia los valores
mayores al termino de los 15 dias en comparacion con los otros dos grupos

experimentales.

15.5 Analisis T pareada de los datos estadisticos.

150,00 Dia

1 i l ‘

Area (mm2)

|l 3.00
50.00-]

T T T
Cantrol Dermatix 25 ul Cazahuate 25 ul
Grupo

Figura 51. Comparacion de las heridas en mmz2 para los tres grupos experimentales del dia 0 al dia 3,
posterior a la toma de muestra histolégica por grupo.

En el grafico de cajas se observa el comportamiento del &rea en mm?2 de los tres grupos
experimentales comparandose el dia 0 (toma de biopsia) con el dia 3 de cada grupo,
encontrandose en el grupo tratado con Cazahuate y una mayor distribucion de las
medidas para este grupo en dia 0 , concentrdndose la mayor cantidad de valores en
el cuadril 50, para el dia 3 hay una notable diferencia en la disminucion de area de la
herida en comparacion con los otros grupos experimentales y concentrandose la
mayor cantidad de medidas en el cuadril 75 con una mediana mas préxima al valor
minimo, seguido por el grupo control negativo y finalmente, el grupo tratado con el

producto comercial Dermatix.
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Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas

Error 95% Intervalo de
Desviacion | tip. de |  confianza para la t gl )
Media . ) (bilateral)
tip. la diferencia
media | Inferior Superior
Dia 0 control - Dia 3.7788
Par 1 15.19006 16.03208 7.21749 23.16262 4.020 17
3 control 0
Dia 0 Dermatix - 4.4418
Par 2 -9.55794 18.84516 -18.92942 | -.18647 -2.152 17
Dia 3 Dermatix 5
Dia 0 Cazahuate - 3.6523
Par 3 36.60444 | 15.49562 28.89865 | 44.31024 | 10.022 17
Dia 3 Cazahuate 5

Tabla 16. Prueba de T pareada para muestras relacionadas comparando el dia O con el dia 3 por grupo
experimental.

Al comparar el desempefio en la cicatrizacion dentro de cada grupo para identificar
cual es el comportamiento dado e identificar el dia con mayor sanacion significativa se
hizo una prueba T de student para muestras relacionadas de los valores de cada grupo
experimental entre los dias Oy 3.

En la tabla se observa que todos los grupos que exhiben diferencias significativas en
los niveles de cicatrizacién entre su mismo grupo encontrdndose una diferencia
bastante significancia (0.001) para el grupo control y (0.000) al grupo tratado con
Cazahuate mientras que el grupo tratado con el producto comercial Dermatix presenté
una diferencia significativa (0.45) que son valores menores a 0.05 con un 95% de
confianza, confirmando el comportamiento heterogéneo en la cicatrizacion para todos

los grupos.
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Figura 52. Comparacién de las heridas en mm? para los tres grupos experimentales del dia 0 al dia 8,
posterior a la toma de muestra histol6gica por grupo.

En el grafico de cajas se observa el comportamiento del arrea en mm? de los tres
grupos experimentales comparandose el dia 0 (toma de biopsia) con el dia 8 de cada
grupo, encontrandose en el grupo tratado con Cazahuate una mayor distribucion de
las medidas para este grupo en dia 0 , concentrandose la mayor cantidad de valores
en el cuadril 75, para el dia 8 hay una notable diferencia en la disminucion de area de
la herida en comparacion con los otros grupos experimentales y concentrandose la
mayor cantidad de medidas en el cuadril 75 con una mediana equidistante al valor
minimo del maximo, seguido por el grupo tratado con el producto comercial Dermatix
en el cual se concentran la mayor parte de sus datos en el cuadril 50 y, presentando
una mediana mas préxima del valor inferior con un valor maximo mas alejado de esta

en comparacion con los otros grupos experimentales, finalmente, el grupo control el
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cual presenta mayor agrupacion de las medias en el cuadril 75 con un rango mayor
para el valor minimo.

Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas

95% Intervalo de

] Sig.
. Desviacion | Error tip. de confianza para la t gl )
Media . . (bilateral)
tip. la media diferencia
Inferior Superior
Dia 0 control -
Par 1 56.12725 12.06444 3.48270 48.46187 63.79263 |[16.116| 11 .000
Dia 8 control
Dia 0 Dermatix -
Par 2 . 46.15392 17.47913 5.04579 35.04820 57.25963 9.147 11 .000
Dia 8 Dermatix
Dia 0 Cazahuate
Par 3 -Dia8 73.01200 18.39038 5.30885 61.32731 84.69669 |13.753| 11 .000
Cazahuate

Tabla 17. Prueba de T pareada para muestras relacionadas comparando el dia O con el dia 8 por grupo
experimental.

Al comparar el desempefio en la cicatrizacion dentro de cada grupo para identificar
cual es el comportamiento dado e identificar el dia con mayor sanacion significativa se
hizo una prueba T de student para muestras relacionadas de los valores de cada grupo
experimental entre los dias Oy 8.

En la tabla se observa que todos los grupos que exhiben diferencias bastante
significativas en los niveles de cicatrizacion entre su mismo grupo encontrandose una
diferencia bastante significancia (0.000) para cada grupo experimental, valores
menores a 0.05 con un 95% de confianza, confirmando el comportamiento

heterogéneo en la cicatrizacién para todos los grupos.
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Figura 53. Comparacion de las heridas en mm? para los tres grupos experimentales del dia 0 al dia 15,
posterior a la toma de muestra histolégica por grupo.

En el grafico de cajas se observa el comportamiento del &rea en mm? de los tres grupos
experimentales, comparandose el dia 0 (toma de biopsia) con el dia 15 de cada grupo,
encontrandose en el grupo tratado con Cazahuate una mayor distribucion de las
medidas para este grupo en dia 0 , concentrandose la mayor cantidad de valores en
el cuadril 75, para el dia 15 hay una minima diferencia en la disminucién de area de la
herida en comparacién con los otros grupos experimentales y con una mediana mas
proxima al valor minimo, con un rango mas distante al valor maximo, seguido por el
grupo tratado con el producto comercial Dermatix, el cual presenté una mediana mas
proxima al valor inferior y con un valor maximo mas proximo a ésta y presentando los
rangos menores en comparacion con los otros grupos experimentales, finalmente, el
grupo control presentd mayor agrupacion de las medias en el cuadril 75 con una
mediana mas préxima al valor minimo.
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Prueba de muestras relacionadas

Sig.
Diferencias relacionadas . 9
(bilateral)
95% Intervalo de
) t gl
. Desviaci | Error tip. de confianza para la
Media ) ) .
on tip. la media diferencia
Inferior Superior
Dia 0 control - 13.1049
Par 1 66.63483 5.35009 52.88199 80.38768 | 12.455| 5 .000
Dia 15 control 9
Dia 0 Dermatix - 16.3117
Par 2 . 66.50283 6.65923 49.38473 83.62093 9.987 5 .000
Dia 15 Dermatix 2
Dia 0 Cazahuate
23.0999
Par 3 - Dia 15 75.60800 0 9.43050 51.36614 99.84986 | 8.017 | 5 .000
Cazahuate

Tabla 18. Prueba de T pareada para muestras relacionadas comparando el dia 0 con el dia 15 por
grupo experimental.

Al comparar el desempefio en la cicatrizacion dentro de cada grupo para identificar
cual es el comportamiento dado e identificar el dia con mayor sanacién significativa se
hizo una prueba t de student para muestras relacionadas de los valores de cada grupo
experimental entre los dias O y 8.

En la tabla se observa que todos los grupos exhiben diferencias bastante significativas
en los niveles de cicatrizacion entre su mismo grupo; encontrandose una diferencia
bastante significancia (0.000) para cada grupo experimental, valores menores a 0.05
con un 95% de confianza, confirmando el comportamiento heterogéneo en la
cicatrizacion para todos los grupos.
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