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1. Introduccién

A lo largo de la historia el hombre ha tenido que lidiar con las heridas, desde la
época del hombre primitivo hasta el siglo XIX, las plantas y algunos productos
de origen animal y mineral fueron los unicos recursos empleados para detener
el sangrado, reducir la inflamacion, disminuir el dolor, eliminar el tejido dafado,
tratar infecciones, enmascarar malos olores y promover la cicatrizacién. En la
actualidad muchos remedios tradicionales con diferentes propdsitos se utilizan
para la automedicacién, sin embargo a medida que aumenta el uso de
medicinas tradicionales o alternativas también aumenta el numero de informes
sobre reacciones adversas; muchas plantas y productos medicinales
tradicionales son de venta libre y sus efectos unicamente se conocen de
manera empirica, de acuerdo a la OMS, la atencion primaria de salud de hasta
un 80% de la poblacién de los paises en desarrollo se basa en medicina

tradicional.

En el presente trabajo se evaluo el efecto cicatrizante de Verbesina crocata
(Cav.) Less., una planta utilizada comunmente en el occidente del pais para
tratar problemas dermatoldgicos, para evaluar la actividad cicatrizante del
extracto acuoso de Verbesina crocata (Cav.) Less. se emple6 el modelo de
escisién en el dorso de ratones CD1 y se determind si el extracto presenta
actividad antibacterial y antimicética por medio del método de difusion en

pOZos.
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2. Marco teérico

México es un pais mega diverso, se calcula que alrededor de 18,000 a 30,000
especies de plantas habitan en nuestro territorio, aproximadamente al 15% de
la flora total se le atribuyen propiedades medicinales de las cuales solo un 5%
tiene validacion quimica, farmacologica y biomédica. Actualmente una gran
parte de la poblacién en México continua usando plantas como remedio que
aprendieron de generaciones pasadas sin saber realmente si poseen los

efectos esperados o si tienen algtin resultado téxico o contraproducente 2.

La Familia de plantas Asteraceae incluye gran cantidad de especies utiles
(medicinales, agricolas, industriales, etc.), alrededor de unas 40 especies
tienen importancia directa en alimentacion humana (hortalizas y “semillas”
oleaginosas) e indirectamente por productos obtenidos por la industria. Otras
especies silvestres tienen potencial nutricional, muchas son de interés
tecnoldgico u ornamental, y centenares rinden metabolitos secundarios de uso
farmacéutico o industrial. Muchas Asteraceas son oportunistas, y un gran

ntmero resultan malezas de cultivos y/o toxicas para el ganado °.

Verbesina crocata (Cav.) Less. es una planta que forma parte de la familia
Asteraceae y se emplea para el tratamiento de heridas. Se ha comprobado que
el extracto acuoso de Verbesina crocata (Cav.) Less. tiene actividad
hipoglucemiante * y efecto antiinflamatorio en ratones °, sin embargo hasta
ahora no habia sido evaluada la actividad cicatrizante, siendo que la planta es

frecuentemente empleada para tratar heridas, por lo que este trabajo se enfoco
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en la evaluacion del efecto cicatrizante del extracto de Verbesina crocata (Cav.)
Less. en ratones CD1 y la relacion de este efecto con la actividad

antimicrobiana determinada mediante el método de difusion en pozo.

2.1 Verbesina crocata (Cav.) Less.

Planta originaria de México, conocida comunmente como Capitaneja, habita en
clima calido, semicalido y templado, puede encontrarse desde los 600 hasta los
1000 metros de altura y se encuentra en los estados de Durango, Guerrero,

Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos, Oaxaca y Puebla.

Este arbusto puede crecer de 1.5 a 4
metros de altura, las hojas tienen forma de
lanza y algunos picos de color oscuro o
verde claro. Las flores en forma de
cabezuelas son de color amarillo o naranja

y de tallo erguido °.

El uso medicinal de esta planta al que se
hace mayor referencia es en contra

afecciones ginecoldgicas (como

infecciones vaginales y la retencion de

placenta en el postparto). También se usa

Figura 2.1  Verbesina
crocata (cav.) Less.

para tratar heridas en la piel y otras
afecciones dermatolégicas como erupciones y salpullido, se emplea para tratar

ulceras en la boca, lavar heridas y enjuagar el cabello para evitar su caida.
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2.2 Lapiel y sus caracteristicas generales

Antes de hablar sobre el proceso de cicatrizacion es fundamental conocer
algunas generalidades sobre la piel para entender mejor las etapas este
proceso y comprender su importancia. La piel es un 6rgano complejo cuya
funcién principal es formar una barrera que protege al organismo de su entorno
y al mismo tiempo permite la interaccion con él, desempefna una gran cantidad

de funciones que incluyen:

® Conservacion de la integridad del cuerpo

® Proteccion frente a agresiones externas

® Regulacion de la temperatura

® Absorcion y excrecion de sustancias

® Absorcion de radiacién ultravioleta

® Produccion de vitamina D

® Deteccion de estimulos sensoriales

® Barrera de proteccién contra microorganismos

® Reparacién de heridas y cicatrizacion

Estas diversas funciones estan mediadas por una o varias de las capas que

7, 8

conforman la piel: la epidermis, dermis y el tejido subcutaneo En el

siguiente cuadro se muestran las principales caracteristicas de estas capas.
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Cuadro 2.1 Capas que conforman la piel

Capa Caracteristicas

Estructurada por un epitelio escamoso estratificado. Se compone
principalmente por queratinocitos, también se encuentran melanocitos,

células de Langerhans y células de Merkel.

Epidermis Esta capa estda compuesta por cuatro estratos que representan las
etapas de maduracioén de la queratina producida por los queratinocitos:
estrato basal o germinativo, estrato espinoso, estrato granular y
estrato corneo. Las células mas profundas estan vivas y proliferan con
gran rapidez pasando gradualmente a la superficie, al hacerlo se
queratinizan y finalmente se desprenden cuando la piel roza con la

ropa u otras superficies.

Situada por debajo de la epidermis, su principal componente es el
colageno que le confiere resistencia a la tension. Interactia con la

epidermis en la reparacion de heridas.

Esta constituida por tejido conjuntivo que a su vez esta formado por
Dermis tres tipos de fibras: colagenas, elasticas y reticulares, sustancia
fundamental cuyos componentes principales son los proteoglicanos y
células, principalmente fibroblastos que sintetizan fibra y sustancia
fundamental. También se encuentran las células cebadas,
macrdéfagos, células dendriticas y linfocitos. En esta capa se localizan
los apéndices derivados de la epidermis y las redes vasculares y

nerviosas.

Esta constituido por células grasas conocidas como adipocitos los

Tejido cuales se disponen en I6bulos separados por tejido conectivo llamados

i septos o tabiques interlobulillares, en esta capa se encuentran
subcutaneo i ] ] ]

estructuras como nervios, vasos sanguineos, raices de pelo, glandulas

y corpusculos de Pacini.

Cuadro 2.1 En esta tabla se resumen las principales caracteristicas de las capas
que conforman la piel &
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2.2.1Coléageno, un componente importante

El colageno es una proteina fibrosa que se encuentra en todos los tejidos y
organos a los que proporciona forma y resistencia estructural, en cada uno de
estos tejidos tiene una estructura caracteristica acorde a la funcion que
desempefia; en la piel forma parte de la matriz extracelular del tejido conjuntivo,

siendo el componente principal de la dermis ™.

Cada molécula de colageno esta formada por tres cadenas polipeptidicas
entrelazadas llamadas cadenas a que se enroscan entre si para formar una
triple hélice dextrégira. El tamafio de las cadenas polipeptidicas varia entre
600 y 3000 aminoacidos; el colageno de la piel es rico en glicina (33% de los
aminoacidos), prolina (13 %) y en los aminoacidos derivados 4-hidroxiprolina
(9%) y 5-hidroxilisina (0.6%), sin la hidroxilacién de la prolina y la lisina no
pueden formarse los enlaces de hidrégeno indispensables para alcanzar la

estructura definitiva del colageno > °.

Hasta ahora se han identificado hasta 27 tipos de colageno teniendo en cuenta
las combinaciones de cadena a que contienen, el colageno tipo | es el mas
abundante y esta formado por dos cadenas a1(l) y una cadena a2(ll) por lo que
su férmula molecular [a1(I)] ,a2(Il), se encuentra en huesos, piel, tendones,
tejido cicatrizado, pared intestinal y uterina, cartilago, cornea etc. El colageno
tipo Il estda compuesto por tres cadenas a idénticas [al(Il)]; y esta presente en
los cartilagos y el colageno tipo Il [al(Il)]; se encuentra en los vasos

sanguineos, piel, cicatrices y pared intestinal y uterina "> % 1°.
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2.3 Las heridas y su clasificacién

La frecuente exposicion a las agresiones del entorno hace que la piel sea un
organo susceptible a sufrir lesiones que comprometen su integridad alterando
sus funciones normales '®. Una herida es definida como el dafio o ruptura de la
estructura anatomica y la pérdida de sus funciones normales, esto puede ser
desde una simple ruptura de la estructura epitelial de la piel o ser mas
profundo, extendiéndose hacia el tejido subcutdneo con dafio en otras
estructuras como tendones, musculos, vasos, nervios, 0Organos

parenquimatosos e incluso huesos "’.

2.3.1Clasificacion de las heridas

Las heridas se clasifican en agudas y crénicas:

. Heridas agudas

Son de corta evolucién y se caracterizan por una curacion completa dentro de
6 a 12 semanas, el proceso ocurre con pocas complicaciones o ninguna y el
resultado es una herida bien sanada; por lo general estan causadas por un

agente externo traumatico 8 1°.

. Heridas cronicas
Se definen como las heridas en las que no se ha logrado llevar a cabo un

proceso de cicatrizacion ordenado, la mayoria de las heridas que no han
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cicatrizado en 3 meses se consideran crénicas '°. El mecanismo mas usual es
la desregulacion de una de las fases del proceso de cicatrizacion, esto ocurre
con mayor frecuencia en la fase inflamatoria; otros mecanismos importantes en
el desarrollo de las heridas crénicas son la hipoxia en el tejido lesionado y
errores de reepitelializacion debidos a traumas o desecacion que puede

resultar en una herida con menor espesor y fuerza mecanica '°,

.-'-"'"--'-'—---__
.-"'FFF .

1 _~ Herida aguda
M
™
o
[
o
[k}
=
m
R
. —
N ] — Herida crdnica
s |/
= .'/
L |

I

Tiempo »

Figura 2.2 El proceso de cicatrizacion normal se caracteriza por un aumento
constante y continuo de la fuerza e integridad mecanicas de la herida, mientras
que las heridas crénicas adquieren poca fuerza mecanica '°.

2.4 El proceso de cicatrizacion

La cicatrizacion es un proceso complejo y dinamico que implica una serie de
eventos coordinados cuya finalidad es recuperar la integridad del tejido dafado,
permitiendo su regeneracion y restaurando sus funciones. El proceso de

cicatrizacion activado a partir del dafio producido se describe por lo general

Pagina | 13



como una sucesion de eventos independientes que se divide en 4 fases:

coagulacion, inflamacion, proliferacién y maduracion V7.

2.4.1Fase de coagulacién y hemostasia

Inicia inmediatamente después de la lesion con la finalidad de prevenir la
exanguinacién para proteger el sistema vascular y asi mantener en
funcionamiento los dérganos vitales ' ?°. Cuando se ha producido dafio a un
vaso sanguineo, el estimulo de la pared del vaso hace que el musculo liso de la
pared se contraiga, lo que reduce el flujo sanguineo; las plaquetas se activan
para formar un tapon plaquetario y junto con los componentes del tejido
lesionado, incluyendo el colageno fibrilar y el factor tisular actuan para activar la
cascada de coagulacion, lo que conduce a la agregacion de plaquetas y la

formacion de un coagulo '+ 21?2,

El coagulo de sangre y las plaquetas atrapadas dentro de él, no solo son
importantes para la hemostasia, también proporcionan una matriz provisional

para la migracién celular en fases posteriores " %,

Durante este proceso las
plaquetas se degranulan, liberando factores de crecimiento como el PDGF
(Factor de crecimiento derivado de plaquetas), TGF-B (Factor de crecimiento
transformante B), EGF (Factor de crecimiento epidérmico o TGF-a) y el IGF
(Factor de crecimiento similar a la insulina), estas sustancias actuan como

promotores en la cicatrizacion activando y atrayendo neutrdéfilos y mas adelante

macrofagos, células endoteliales vy fibroblastos .
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2.4.2Fase de inflamacién

El objetivo de esta fase es establecer una barrera inmunitaria contra
microorganismos invasores y remover células muertas o afectadas, presenta
una duracién de hasta 6 dias. Se divide en dos fases, una fase inflamatoria

temprana y una fase inflamatoria tardia '® %,

®  Faseinflamatoria temprana

Esta fase tiene muchas funciones, activa la cascada de complemento e inicia la

infiltracion de neutrdfilos con el propdsito de prevenir la infeccidn de la herida.

Los neutrofilos son atraidos al sito de la herida de 24-36 horas después de la
lesion por agentes quimioatrayentes incluyendo TGF-B, componentes del
complemento como C3a y Cba, factores de crecimiento liberados por las
plaquetas y productos de degradacién de bacterias como lipopolisacaridos. Los
neutréfilos se encargan de fagocitar bacterias, particulas extrafias y tejido

dafiado ' %% 24

# Fase inflamatoria tardia

Inicia después de 48-72 horas después de la lesion cuando los macréfagos
aparecen y continuan el proceso de fagocitosis, tienen una vida util mas larga
que los neutrdfilos y son atraidos principalmente por la expresion de MCP-1

(Proteina quimioatrayente de monocitos 1), asi como factores de coagulacion,
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componentes del complemento, citocinas tales como PDGF y TGF-f3, asi como

la elastina y productos de degradacién del colageno.

Los macréfagos son esenciales en el proceso de cicatrizacion, ya que actuan
como células reguladoras y proporcionan un importante reservorio de factores
de crecimiento necesarios para la formacion de la matriz extracelular y la
angiogénesis, particularmente TGF- 3 y otros mediadores como TGF-a (Factor
de crecimiento transformante a), FGF (Factor de crecimiento de fibroblastos) y
colagenasa, lo cual activa queratinocitos, fibroblastos y células endoteliales.
Las ultimas células que llegan al sitio son los linfocitos, que llegan 72 horas
después de la lesion por accion de la IL-1 (Interleucina-1), componentes del

complemento e IgG (Inmunoglobulina G) ' %,

Bacterias

®

.
.
.

triz.dé ﬂbrina

@ -

- Plaquetas

Fibroblastos

Vasos
sanguineos

Fase Inflamatoria

Figura 2.3 Fase inflamatoria en el proceso de cicatrizacion, su objetivo es

remover tejido muerto y prevenir la infeccidon por microorganismos patdégenos
22
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Para que la reparacion de la herida sea exitosa se requiere la resolucion de la
respuesta inflamatoria, para esto los neutréfilos deben ser eliminados del sitio
por apoptosis o ser fagocitados por macréfagos, un proceso continuo de
inflamacién en la herida puede causar una cascada de respuestas tisulares que

retrasan el proceso de curacion ' %,

2.4.3Fase de proliferacion

Inicia alrededor del cuarto o quinto dia después de la lesion y puede durar
semanas. Los eventos mas importantes de esta fase son la angiogénesis, la
formacién de tejido de granulacion, la reepitelializacion y la contraccion de la

cicatriz 1" %4,

®  Angiogénesis

El término angiogénesis se refiere al proceso que conduce a la formacion de
nuevos vasos sanguineos a partir de los existentes, esto es esencial para que
el proceso de cicatrizacién se lleve a cabo de manera exitosa ya que provee

de nutrientes y oxigeno al tejido de granulacién 25,26

El proceso de angiogénesis inicia con la migracion de células endoteliales al
sitio de la lesion y su proliferacion, eventualmente los grupos celulares se
forman y organizan en estructuras tubulares, los capilares recién formados se
van ramificando e invadiendo la matriz de fibrina en el sitio de la herida,

formando asi una compleja red vascular, la pared vascular de los nuevos vasos
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se estabiliza mediante la incorporacion de pericitos y células musculares lisas

para finalmente madurar en vasos sanguineos estables 2+%.

La angiogénesis es un proceso controlado por citocinas y factores de
crecimiento como PDGF, FGF, VEGF (Factor de crecimiento endotelial

vascular) %.

® Formacién de tejido de granulacion

En respuesta al dano, los fibroblastos cercanos migran al sitio de la lesion
atraidos por factores tales como TGF-B y PDGF, que son liberados por las
células inflamatorias y plaquetas 7 La infiltracion de fibroblastos comienza
después de dos o tres dias que se produjo la lesidon, una vez que los
fibroblastos proliferan en el sitio de la herida, comienzan a sintetizar colageno
tipo Ill, reemplazando el coagulo con una matriz rica en colageno, hialuronano,
fibronectina y proteoglicanos, a esta matriz se le conoce como tejido de
granulacién o matriz extracelular, la cual provee una plataforma para los
queratinocitos. El término "granulacién" se deriva de la apariencia en general
del tejido en esta fase de la formacion, tras un examen minucioso, el tejido
parece contener numerosos granulos diminutos, que en realidad son vasos

sanguineos pequefios %* 2.

El colageno es un importante componente en todas las fases de cicatrizacion,
sobre todo en las etapas de proliferacion y maduracion, proporciona integridad

y fuerza a todos los tejidos como ya se ha mencionado, su sintesis requiere la
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hidroxilacion de residuos de prolina y de lisina, algunos cofactores como el

oxigeno, el hierro y la vitamina C ',

®  Reepitelializacion

La reepitelializacion se logra mediante la migracién, la proliferacion y
diferenciacién de los queratinocitos de la epidermis en el area de la herida
hasta que un nuevo epitelio cubre el area dafiada 2* ?°. Comienza unas pocas
horas después de producirse una lesion cutanea, cuando alrededor del area de
la lesion se observan queratinocitos que presentan proyecciones como
pseuddépodos que comienzan a desplazarse hacia la matriz de la herida, esta
capacidad migratoria adquirida se conoce como transicion epitelial-
mesenquimal (EMT), en donde las células pierden adhesién e incrementan su
movilidad. La migracion de los queratinocitos es independiente de su
proliferacion y estd regulada por la tension de oxigeno en el tejido y la

humedad del medio ambiente.

Horas después de la migracion, los queratinocitos comienzan a proliferar
formando y produciendo nuevas células epidérmicas, lo que permite que el
proceso de reepitelializaciéon sea completado, esto esta mediado por factores
de crecimiento liberados localmente incluyendo TNF-a, EGF (Factor de

crecimiento epidérmico) y KGF-1 (Factor de crecimiento de queratinocitos-1) 2*

25
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® Contraccion

La contraccion es un suceso muy importante que contribuye al cierre de la
herida, comienza alrededor del dia 7 después de la lesion y ocurre de forma
simultanea a la fase de remodelacion. La contraccion reduce el tamafio de la
herida y por tanto se acorta el periodo de cicatrizaciéon 2* ?°, también junta las
fibrillas de colageno y las organiza de manera perpendicular a los bordes de la

herida, lo que aumenta la fuerza mecanica del tejido ’.

La contraccion es un proceso activo mediado por la diferenciacion de las
células de la herida en miofibroblastos, estas células tienen caracteristicas
contractiles y expresan una a-actina que se encuentra en las células del
musculo liso. No esta completamente claro cual es la principal célula
progenitora de los miofibroblastos en el tejido de granulacidon, aunque la
diferenciacion de los fibroblastos en miofibroblastos ha sido bien
documentada, los miofibroblastos se pueden originar de otras células,
incluyendo células madre mesenquimales, células endoteliales, pericitos,
fibrocitos y células epiteliales. La diferenciacion de los miofibroblastos es un
proceso gradual en donde ciertos factores de crecimiento como TGF- (31

regulan la conversién de fibroblastos en miofibroblastos 2* 7.

Un hecho importante que se tomd en cuenta durante el proceso experimental

es que en la piel humana la contraccion puede cerrar cerca del 50% de la

herida, pero en ratones se puede cerrar hasta en un 90% 2.
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Figura 2.4 Fase proliferativa del proceso de cicatrizacion, el tejido de
granulacion llena la herida y los queratinocitos migran para restaurar la
continuidad epitelial %%,

2.4.AFase de remodelacién

Representa la ultima etapa del proceso de cicatrizacion, esta fase es la mas
larga del proceso de cicatrizacion y en los seres humanos puede durar desde

21 dias hasta 1 afio o 2 en condiciones normales %> 2.

La fase de remodelacion es un proceso continuo de equilibrio dinamico entre la

sintesis de colageno tipo | y la lisis de colageno tipo Il 2*

, esta lenta
degradacion del colageno tipo Il esta mediada por colagenasas secretadas
por macrofagos, fibroblastos y células endoteliales que se encuentran en la

matriz %. El colageno sintetizado inicialmente es altamente desorganizado,
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pero con el tiempo se ordena y adquiere una organizacion en forma de red, el
proceso es regulado por una serie de factores, como PDGF, TGF-B y FGF

21 La creciente cantidad de colageno

siendo este ultimo el mas importante
estable y la alineacion de las fibras aumentan gradualmente la fuerza de la

cicatriz 2.

—=[ibroblastos

e es® e ®
—=— Remodelacion —————
de colageno S
—
—
e ——
—
M N

Fase de Remodelacion

Figura 2.5 Fase de remodelacion, es la fase mas larga en el proceso de
cicatrizacion ya que puede durar desde 21 dias hasta 1 afio 2,

Las fibras de colageno tipo | pueden recuperar aproximadamente el 80% de la
resistencia original de la piel, la fuerza adquirida del tejido al final dependera de
su localizacion y de la duracion del proceso, pero siempre tendra un mayor

riesgo de romperse en comparacion con el tejido intacto ' 2.
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2.4.5Factores que afectan la cicatrizacion

Existen multiples factores que pueden afectar el proceso de cicatrizacion, en

términos generales estos factores se dividen en dos categorias: factores

locales y factores sistémicos.

Los factores locales son los que actuan directamente sobre las caracteristicas

de la propia herida, mientras que los factores sistémicos son los estados de

salud o enfermedad de un individuo y que afectan la cicatrizacién 2. En los

siguientes cuadros se describen algunos de los factores que afectan el proceso

de cicatrizacion.

Cuadro 2.2 Factores locales que afectan el proceso de cicatrizacion

Factores locales

Oxigenacién

El oxigeno es esencial en el proceso de cicatrizacion, los
principales factores que afectan el suministro de oxigeno local
incluyen la disminucién de flujo sanguineo ya sea por razones
sistémicas (insuficiencia cardiaca) o debido a causas locales
(insuficiencia arterial, vasoconstriccion local o tensién excesiva en
los tejidos).

Infeccion

Una infeccion local es donde los microorganismos se replican y
comienza la respuesta tisular local y una infeccion invasiva es
definida como la presencia de organismos replicandose dentro de
la cicatriz con una lesion subsecuente. En caso de que los
microorganismos no sean eliminados la fase de inflamacién se
prolonga, las bacterias y endotoxinas conducen al aumento
sostenido de citocinas proinflamatorias (IL-1 y TNF-a) que alargan
la fase y la herida puede entrar en un estado crénico.
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Temperatura

La temperatura alrededor de la herida debe ser de 37 °C pero si
disminuye provoca una vasoconstriccion, dificultando el aporte de
leucocitos a la herida y una alteracién en el transporte de oxigeno
y nutrientes. El contacto de la herida con el ambiente hace que
disminuya su temperatura, tardando varias horas en recuperar su
actividad reparadora y cicatricial.

Desecacioén

Un ambiente humedo permite que las heridas sanen mas rapido
que en un ambiente seco donde las células normalmente se
deshidratan y mueren provocando la formacién de una costra que
actia como barrera fisica para los queratinocitos dificultando su
migracion y reduciendo la proliferacion celular y division, lo que
retrasa el proceso de cicatrizacion.

Cuadro 2.2 Describe brevemente algunas caracteristicas de los factores

locales que afectan el proceso de cicatrizacion

7,19, 28,29

Cuadro 2.3 Factores sistémicos que afectan el proceso de cicatrizacion

Factores sistémicos

Edad

En el envejecimiento se producen cambios fisioldgicos
intrinsecos que dan lugar a una cicatrizaciéon retardada o
danada. La sintesis de colageno no parece verse afectada con
la edad, sin embargo la acumulacion de proteina no colagena en
los sitios de la lesion disminuye con el envejecimiento, lo que
puede afectar las propiedades mecanicas de la cicatriz.

Medicacién

Glucocorticoides: en grandes dosis reduce la sintesis de
colageno e inhiben la fase inflamatoria.

Farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE): Inhiben
procesos inflamatorios.

Quimioterapia: afectan el proceso de cicatrizacion inhibiendo la
proliferacion celular temprana y la sintesis de proteinas y ADN.
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Diabetes: Contribuye a la infeccion de la herida y cuando no
esta controlada disminuye el proceso de angiogénesis y la
sintesis de colageno.

Arteriosclerosis: Los depdsitos de lipidos y colesterol en las
paredes de los vasos producen una disminucion del aporte
sanguineo.

Enfermedades Hipertiroidismo: Disminuye la sintesis de colageno.
Hipotiroidismo: Disminuye la degradacién de tejido y la sintesis
de colageno.

Obesidad: Las personas obesas enfrentan con frecuencia
complicaciones en la cicatrizacién, incluyendo infecciones en
heridas de la piel, hematomas y formacion de seromas, ulceras
por presion y ulceras venosas.

Para una mejor cicatrizacion se debe aumentar el consumo de
alimentos ricos en sales minerales como el Zn, Ca, Cu y el Fe
gue son esenciales para la sintesis de ADN vy la division celular.
La vitamina C se requiere para la conversion de prolina y lisina a
hidroxiprolina e hidroxilisina, respectivamente; la vitamina A
aumenta la respuesta inflamatoria en la cicatrizacion.

Nutricion

Cuadro 2.3 Muestra alguna caracteristicas generales de los factores
sistémicos que afectan el proceso de cicatrizacion % 1928,

2.5 Tratamiento de heridas

El cuidado inadecuado de una herida puede retrasar su curacion haciendo que
el area se infecte y resulte en una herida croénica, la infeccion es una de las
complicaciones mas frecuentes en heridas que no cicatrizan y puede poner en
riesgo el avance del proceso de curacion, lo que prolonga el tiempo de
tratamiento y aumenta el uso de recursos. En el peor de los casos, el no tratar
a la infeccién puede resultar en una amputacioén o una afeccion potencialmente

mortal 2032,
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Los microorganismos estan presentes en el 95% de las heridas cronicas y se
adquieren a partir de la flora habitual de la piel del hospedero y del ambiente
externo, la perdida de integridad en la piel permite el ingreso de
microorganismos a la lesion y la exposicidon del tejido subcutaneo proporciona
un ambiente humedo, calido y rico en nutrientes que propicia la colonizacion y
proliferacion de microorganismos, en consecuencia el uso de agentes

antimicrobianos es importante en el tratamiento de heridas "2,

Para reducir el riesgo de infeccion en pequefos cortes y quemaduras
normalmente se utilizan unglentos antimicrobianos, sin embargo muchos de
los antimicrobianos tépicos tienen algunos efectos secundarios y son solo

parcialmente eficaces, esto se muestra en el Cuadro 2.4 *°.

Cuadro 2.4 Antimicrobianos utilizados para tratar heridas

Mecanismo de Bacterias Citotoxicidad ~ E/ectos

Antimicrobiano > . toxicos Alergenicidad
accion resistentes local sistémicos
) Staphylococcus
Interfiere en la phy
Bacitracina  sintesis de la pared aureus y - i +++
celular estrectococos 3
hemoliticos
. Inhibe la sintesis de
Mafenida . . NA + ++ ++
acido folico
Pseudomona
Rompe la )
membrana celular aeruginosa,
Polimixina E mediante la union a Acinetobacter + ++ +
fosfolipidos LTI
P Klebsiella spp.
Staphylococcus
. , . aureus
. Inhibe la sintesis de . .
Neomicina roteinas Escherichia coli ++ ++ +++
P y Pseudomona
aeruginosa
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Sulfadiazina  Evita la sintesis de Bacilos Gram

2 T . ++ 1> +++
de plata acido félico negativos
Inhibe la sintesis de Bac”os_Gram
- roteina uniéndose negativos,
Gentamicina P . Staphylococcus + +++ +
a la subunidad aureus
ribosomal 30s y
enterococos
Inhibe la sintesis de
Mupirocina proteinas y de Staphylococcus + - +
ARN aureus
Amfotericina Destruye la Ca_ndlda t et N
membrana celular albicans

Cuadro 2.4 Muestra algunas caracteristicas de los antimicrobianos
usualmente empleados para tratar lesiones *.

(-) No detectado (+) Efecto débil (++) Efecto significativo (+++) Efecto severo

La diversidad de bacterias en heridas con problemas de cicatrizacidon es alta,
todos los estudios realizados sobre la flora microbiana en heridas crénicas
concuerdan en la presencia casi universal de Staphylococcus aureus, también
se ha encontrado que Enteroccocus fecalis se presenta en aproximadamente el
70% de las heridas cronicas mientras que Pseudomona aeruginosa se
encuentra aproximadamente en el 50%, en cuanto a micosis encontradas en
heridas crénicas, se ha hallado que Candida albicans es la mas comun *. Por
otro lado en heridas de pie diabético se ha reportado en el 59% de los cultivos
el crecimiento de cocos Gram-positivos aerobios (en su mayoria S. aureus que
corresponde al 24%) asi como aerobios Gram-negativos en el 39%, siendo la

mayoria enterobacterias como Escherichia coli y Proteus mirabilis *2.
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2.5.1 Antimicrobianos

El uso de los agentes antimicrobianos en la terapia de enfermedades
infecciosas ha constituido un acontecimiento sin precedentes, la curacion y
control de las infecciones permiti6 modificar favorablemente el panorama de la

morbilidad y mortalidad 3.

Un agente antimicrobiano es cualquier sustancia natural o sintética con la
habilidad de inhibir o destruir a un microorganismo, lo que significa que la
definiciéon incluye tanto antibidticos como antisépticos y segun el tipo de
microorganismo al que se dirigen se conocen como antibacterianos o
antimicoticos. Estos compuestos difieren marcadamente en sus propiedades
fisicas, quimicas y farmacoldgicas, asi como en su mecanismo de accion y

espectro antimicrobiano 3% 3% %°,

. Antibidticos

Un antibiético es una sustancia quimica de origen natural o sintético que tiene
la capacidad de matar o inhibir el crecimiento de un microorganismo ya sea
bacteria, hongo o protozoario. Son nombrados bacteriostaticos si tienen la
capacidad de inhibir el crecimiento de los microorganismos o bactericidas si los
destruyen. Normalmente los antibidticos son clasificados de acuerdo al
mecanismo por el cual actuan sobre los microorganismos y estos se muestran

en el Cuadro 2.5 %2
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Cuadro 2.5 Mecanismo de accioén de algunos antibioticos

Mecanismo de accién Antimicrobianos

Inhibicién de sintesis de la pared celular

1. Actividad antibacterial
(a) Inhibicién de transpeptidacion de
peptidoglicanos

Penicilinas, cefalosporinas, aztreonam,
vancomicina

(b) Inhibicién de otros pasos en la

: . . . Cicloserina, bacitracina
sintesis de peptidoglicanos

2. Actividad antifangica

Inhibicion de sintesis de B-glucano Caspofungina

Inhibicion de sintesis de proteinas

Actua sobre las subunidades

) Cloranfenicol, eritromicina, clindamicina,
ribosomales 50S

Actua sobre las subunidades

fibosomales 30S Tetraciclinas y aminoglucésidos

Inhibicion de sintesis de acidos nucleicos

Inhibicidn de sintesis de nucledtidos Sulfonamidas, trimetoprima
Inhibicién de sintesis de ADN Quinolonas (ejemplo, ciprofloxacino)
Inhibicion de sintesis de ARNm Rifampicina

Alteracion de funcion de la membrana celular

1. Actividad antibacterial Polimixina, daptomicina

Amfotericina B, nistatinas, terbinafina,

2. Actividad antifiingica . )
azoles (ejemplo, itraconazol)

Otros mecanismos de accién

1. Actividad antibacterial Isoniazida, metronidazol, pirazinamida

2. Actividad antifingica Griseofulvina, pentamidine

Cuadro 2.5 Muestra los mecanismos de accion por los que actuan algunos
antibiéticos importantes *.
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. Antiséptico

Un antiséptico es un agente quimico que se aplica sobre superficies del cuerpo
o en tejidos expuestos y que inhibe el crecimiento y desarrollo de
microorganismos residentes en piel, mucosas, quemaduras y heridas abiertas

anulando su potencial infeccioso .

Cuadro 2.6 Antisépticos empleados para tratar heridas

Antisépticos empleados para tratar heridas

Antisépticos Concentracién Caracteristicas

Tienen una actividad excelente frente a
todos los grupos de microorganismos a

Alcohol excepcion de esporas y no son téxicos
(Etilico, 70-90% aunque tienden a resecar la piel por que
isopropilico) eliminan lipidos. Se emplean para la

desinfeccion de la piel previa a la inyeccion,
puncién venosa o intervenciones quirurgicas

Eficaz sobre bacterias, hongos, virus,
protozoos, quistes y esporas, y reduce de
manera significativa las infecciones de las

Yodoforos 1-2% de yodo  heridas quirurgicas. Se debe tener
precaucion ya que puede producir irritacion
de piel y membranas mucosas, y tener
efectos sistémicos.

Tienen una actividad antimicrobiana extensa,
aunque destruye microorganismos a una
velocidad mucho menor que el alcohol. La

Clorheximida 0,50% materia organica y los niveles de pH
elevados reducen su eficacia. Se emplea en
la desinfeccion de la piel y lavado de manos
preoperatorios

Cuadro 2.6 Muestra algunas sustancias empleadas como antisépticos
usados tratar heridas y las concentraciones en solucion que muestran
mayor efectividad > %8,
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La seleccion de un agente antimicrobiano debe ser influenciada principalmente
por su toxicidad selectiva, es decir que debe inhibir selectivamente el
crecimiento de los microorganismos sin dafar al hospedero, hay sitios en los
microorganismos que son suficientemente diferentes de las células humanas y

que sirven como base para la accion de antimicrobianos clinicamente eficaces

39

2.5.2Plantas con actividad antimicrobiana

La resistencia de las bacterias a los antibiéticos es un problema que se ha ido
complicando, sobre todo en las ultimas décadas, porque a medida que se han
ido sintetizando nuevos antimicrobianos, han ido surgiendo cepas resistentes a
los mismos, la resistencia se traduce en ineficacia de los tratamientos,
generando un importante impacto en la salud. En respuesta a la necesidad de
conseguir alternativas eficaces para el control de las infecciones bacterianas se
ha recurrido a la fitoquimica y fitofarmacologia, a pesar del avance alcanzado
por la sintesis quimica, las plantas son una valiosa fuente de sustancias activas

con propiedades antibacterianas ** “°.

En la actualidad, hay muchas plantas cuya actividad antimicrobiana ha sido
confirmada, tal es el caso de Mentha piperita (Menta), Rosmarinus officinalis
(Romero), Lophophora williamsi (Peyote), Matricaria chamomilla (Manzanilla)
entre muchas otras plantas de uso comun, algunas de estas se muestran en el

Cuadro 2.7 4.

Pagina | 31



Cuadro 2.7 Plantas con actividad antimicrobiana

Planta Compuesto Clase Actividad
General
Té _ver_de _ Catequina Flavonoides Shigella sp, Vibrio sp,
Camellia sinensis Streptococcus mutans,
Virus
Oliva Hexanal Aldehido General

Olea europaea

Estragon Acido cafeico, Terpenoides, . .
Artemisia ; . Virus, helmintos
taninos polifenoles
dracunculus
(_:ebolla Alicina Sulféxido Bacterias, Candida sp
Allium cepa
Menta ;
Mentha piperita Mentol Terpenoide General
Romero Aceite .
) o . Terpenoide General
Rosmarinus officinali esencial
Peyote
Lophophora Mescalina Alcaloide General
williamsii
Mycobacterium
Mazanilla P tuberculosis, Sallmonella
S Acido P . . .
Matricaria : Acido fendlico typhimurium,
. anthemico
chamomilla Staphylococcus aureus,
helmintos, virus
Eucalipto Taninos Polifenoles Virus, bacterias

Eucalyptus globulus

Cuadro 2.7 Algunos ejemplos de plantas con actividad antimicrobiana, los
principales compuestos responsables de su actividad y microorganismos a
los que inhibe 2.

Los compuestos activos producidos durante el metabolismo vegetal secundario
son generalmente responsables de las propiedades bioldégicas de algunas

especies de plantas utilizadas en todo el mundo para varios propoésitos,
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incluyendo el tratamiento de las enfermedades infecciosas “**2. Se ha
descubierto que los aceites esenciales de algunas especias y plantas
medicinales poseen actividad antimicrobiana, los aceites esenciales son
metabolitos secundarios producidos dentro los tejidos de diversas plantas, son
mezclas complejas de compuestos volatiles tales como terpenos ( en especial
monoterpenos y sesquiterpenos), compuestos fendlicos y alcoholes, varios de
estos compuestos aparasen en el Cuadro 2.8, donde se muestran las
principales clases de compuestos con actividad antimicrobiana que se pueden

encontrar en plantas *°.

Cuadro 2.8 Principales clases de compuestos antimicrobianos

encontrados en plantas

Clase Ejemplo
Fenoles
Fenoles simples Catecol, epicatequina
Acidos fendlicos acido cinamico, acido cafeico
Quinonas Hipericina
Flavonoides Crisina
Flavonoles Totarol
Flavona Abisinona
Taninos Elagitaninos
Cumarina Warfarina

Terpenoides y aceites esenciales

Capsaicina, mentol

Alcaloides

Berberina y piperina

Lectinas y polipeptidos

Lectina manosa-especifica
Fabatina

Poliacetilenos

Cuadro 2.8 Principales clases y subclases de compuestos con actividad
antimicrobiana que se encuentran en plantas y algunos ejemplos .
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Los mecanismos de accién de los compuestos obtenidos de plantas se
muestran en la Figura 2.7. No todos los mecanismos de accion trabajan en
objetivos especificos y algunos sitios pueden ser afectados por otros

mecanismos *°

Coagulacion Fuerza motriz de
— protones
T
7 - H
Salida de
constituyentes
citoplasmatico
slionesy _
metabolitos Citoplasma
_ —

Pared celular Lfﬂ% WW WW\} ﬁfteo”;%r?nrf.it.ca
J

Proteinas de membrana

Figura 2.7 Sitios en una bacteria donde los compuestos obtenidos de plantas
son activos.

En el caso de Verbesina crocata (Cav.) Less. (Capitaneja), ya se ha
mencionado que pertenece a la familia Asteraceae, los metabolitos secundarios
aislados de esta familia son muy variados, algunos flavonoides y aceites
volatiles (con di- y triterpenos) son comunes en casi todas las especies. En
general este grupo esta caracterizado por la presencia de acidos iso- y
clorogénico, lactonas sesquiterpénicas, alcoholes triterpénicos pentaciclicos y

diversos derivados acetilénicos mientras que carecen de alcaloides (salvo los
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de nucleo pirrolizidinico) de iridoides, aminoacidos no proteicos y taninos

verdaderos °.

Para comprobar si Verbesina crocata (Cav.) Less. (Capitaneja) tenia efecto
antimicrobiano, se emple6 como control positivo en el modelo de escision de
ratones un extracto de Centella asiatica, planta cuyo efecto cicatrizante ha sido
comprobado en heridas por quemadura e incisiones *, el extracto se empleo

en su forma farmacéutica conocida como Madecassol.

2.6 Fundamento de las técnicas empleadas

2.6.1 Modelo de escisién en roedores

El método mas utilizado para evaluar terapias cicatrizantes o investigar
mecanismos de curacion de heridas es el modelo de escisidén en el dorso de
roedores. Las heridas realizadas por escisién implican una pérdida de tejido
mediante la eliminacion completa de la piel incluyendo epidermis, dermis, tejido
subcutaneo y el paniculo carnoso, una capa muscular subyacente encontrada

en roedores.

El modelo de escision permite evaluar cualitativa y cuantitativamente los
procesos de cicatrizacion incluyendo la formacion de tejido de granulacion,
resoluciéon de la inflamacion, reepitelializacion y procesos de angiogénesis, asi
como medir la fuerza de la cicatriz y la actividad cicatrizante; estos procesos
pueden ser analizados mediante diferentes técnicas como estudios de

expresion génica, immunoblot y analisis histoldgicos ** *°.
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2.6.2 Determinacién de nitritos

El oxido nitrico (NO) es conocido como un potente inductor de la angiogénesis;
es sintetizado a partir del aminoacido L-arginina, a través de la enzima ON-
sintasa (ONS). Es un vasodilatador y regula la proliferacion y diferenciacion de
varios tipos de células como macréfagos, queratinocitos, fibroblastos, y células
endoteliales durante la fase inflamatoria y proliferativa durante el proceso de
cicatrizacion, por lo que afecta la angiogénesis, la deposicidén de colageno y la
contraccion de la herida. La evidencia sugiere que un cierto aumento en la
produccion de NO puede ser beneficioso para el proceso de curacion normal,
sin embargo se requiere mayor investigacion para identificar los mecanismos

exactos por los que interviene en el proceso de cicatrizacion 2> %°.

La medicion del oxido nitrico en sistemas bioldgicos necesita algunas
consideraciones ya que es rapidamente oxidado a nitritos y/o nitratos por el

oxigeno “°

, estos metabolitos son estables y pueden cuantificarse para
determinar de manera indirecta la concentracion de NO mediante la reaccién
de Griess, un procedimiento que consta de dos pasos, primero los nitratos son
reducidos a nitritos por medio de una conversion enzimatica o una reduccion
por cadmio metalico seguida de una reaccidén de diazotacion con el reactivo de

Griess para formar un azocompuesto cuya concentracion puede ser

determinada espectofotometricamente 47

Pagina | 36



2.6.3 Determinacion de Hidroxiprolina

La determinacion de hidroxiprolina por medio de espectrofotometria es un
método que permite determinar indirectamente el colageno en muestras de
tejido. El procedimiento para determinar la hidroxiprolina esta basado en
empleo del reactivo de Ehrlich en una reaccion de oxidacion, la muestra de
tejido debe ser hidrolizada para liberar la hidroxiprolina del colageno y después
oxidarla empleando cloramina-T, la estructura de la hidroxiprolina contiene un
anillo de pirrolidina que mediante deshidrogenacion oxidativa se transformara
en un anillo de pirrol que después puede ser determinado mediante el reactivo
de Ehrlich (4-(N,N-dimetilamino) benzaldehido), el resultado es un compuesto
con una intensa coloracion naranja que se determina por medio de un

espectrofotometro.

2.6.4 Evaluaciéon antimicrobiana de extractos

Como se menciond anteriormente, los componentes microbianos alteran el
proceso de cicatrizacion de una herida mediante la induccion de una respuesta
inflamatoria persistente, para que la reparacién de la herida sea exitosa se
requiere la resolucién de la respuesta inflamatoria 2°, por lo que un compuesto
o extracto con actividad antimicrobiana puede mejorar el proceso de

cicatrizacion.
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La actividad antimicrobiana de un extracto se determin6é por medio del método
de difusién en pozo, para esto se emplearon tres cepas: Staphylococcus
aureus y Escherichia coli para determinar la actividad antibacterial en un
microorganismo Gram positivo y uno Gram negativo, y Candida albicans para

determinar actividad antifungica.

El método de difusion en pozos permite observar los halos de inhibicidn
producidos por el efecto de un extracto en diferentes concentraciones frente a
un microorganismo sembrado masivamente y en concentracion conocida, lo

que permite calcular el porcentaje de inhibicién:

s = Media didmetro halo de inhibicién
%Inhibicion:

Diametro halo de inhibicién control positivo

Las cepas se emplean en una suspension de 1x10° UFC/mL, preparada a
partir de una suspension de concentracion equivalente al tubo 1 de la escala de

Mc Farland “.
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3. Planteamiento del problema

Las heridas han afectado a los seres humanos a lo largo de la historia, los
primeros tratamientos se basaron en el uso de plantas y minerales cuyas
propiedades eran conocidas de forma empirica. En la actualidad, el tratamiento
de las heridas es costoso, por lo que la gente recurre a remedios tradicionales
en su mayoria herbolarios y que estan al alcance de todos, tal el caso de
Verbesina crocata (Cav.) Less. o comunmente llamada Capitaneja que se
emplea para el tratamiento de heridas, sin embargo muchos de los efectos
atribuidos a estas plantas incluyendo la Capitaneja no han sido evaluados

cientificamente.

Por otra parte las heridas no atendidas son un problema de salud y necesitan
ser tratadas para evitar complicaciones, la infeccibn es una de las
complicaciones mas frecuentes que puede retrasar el proceso de cicatrizacion,
el uso inapropiado de antimicrobianos, en especial antibiéticos puede producir
la resistencia de ciertos cepas, por lo que los extractos de algunas plantas con
actividad antimicrobiana pueden ser una buena alternativa para el tratamiento

de heridas.

Actualmente en nuestro pais, son escasos los estudios respecto a plantas
empleadas en herbolaria como es el caso de Verbesina crocata (Cav.) Less.,
por lo que nos planteamos las siguientes preguntas: ¢ El extracto de Verbesina
crocata (Cav.) Less presenta efecto cicatrizante en ratones CD17? ¢ El extracto

de Verbesina crocata (Cav.) Less. tiene actividad antimicrobiana?
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4. Objetivos

Objetivos generales:

* Evaluar el efecto cicatrizante del extracto acuoso de Verbesina crocata
(Cav.) Less. en ratones CD1
* Determinar si el extracto acuoso de Verbesina crocata (Cav.) Less.

posee efecto antimicrobiano

Objetivos particulares:

* Evaluar la actividad cicatrizante de un unguento al 4% elaborado con el
extracto acuoso de Verbesina Crocata (Cav.) Less. En ratones CD1.

¢ Estimar la formacion de colageno por medio de la determinacion de
hidroxiprolina en las muestras de tejido obtenidas de los ratones tratados
con el extracto de de Verbesina Crocata (Cav.) Less.

* Estimar el proceso de angiogénesis por medio de la determinacién de
nitritos a partir del suero obtenido de los ratones tratados con el extracto
de de Verbesina Crocata (Cav.) Less.

* Evaluar el efecto antimicrobiano de Verbesina crocata (Cav.) Less. en
concentraciones de 125 pg/uL, 250 Mg/uL 'y 500 ug/uL en
Staphylococcus aureus (Gram +), Escherichia coli (Gram -) y Candida

albicans.
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5. Hipotesis

Considerando el uso empirico del extracto acuoso de Verbesina crocata
(Cav.) Less. asi como las evidencias que demuestran que tiene un efecto
en la fase aguda de la inflamacion y la presencia de terpenoides y acidos
fendlicos en las plantas de la familia Asteracea, suponemos que el extracto
acuoso de Verbesina crocata (Cav.) Less. tendra efecto antimicrobiano y

cicatrizante sobre escisiones realizadas en ratones CD1.
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6. Disefio experimental

P Tipo de estudio: Experimental
P Poblacion de estudio: 18 ratones CD1
b Criterios de inclusion, exclusién y eliminacion:
- Inclusién: Ratones CD1 machos de entre 35 y 40 gramos de peso,
sanos.
- Exclusion: Hembras, ratones enfermos, ratones pequefios y bajos
de peso.
- Eliminacién: Ratones que mueran durante la experimentacion, se

infecte o desarrollen tumores.

P Variables:

Variables independientes

® Tratamiento:

1) Madecassol (Control positivo)

2) Vaselina (Control negativo)

3) Unguento al 4% elaborado con el extracto acuoso de Verbesina crocata

(cav.) Less.

#® Concentracion del extracto:
1) 125 pg/uL
2) 250 ug/pL

3) 500 ug/pL
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® Cepa:
1) Staphylococcus aureus ( microorganismo Gram positivo)
2) Escherichia coli (microorganismos Gram negativo)

3) Candida albicans (Levadura)

Variables dependientes

® Actividad cicatrizante (Determinada a través del modelo de escision en
roedores):

1) Diametro promedio de las lesiones

2) Valoracion de colageno (por medio de la determinacion de
Hidroxiprolina)

3) Estimacién de angiogénesis (por medio de la determinacién de nitritos).

® Actividad antimicrobiana (Por medio del método de difusiéon en pozos)

1) Halos de inhibicion (mm)
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7. Material

Material

Equipo e instrumentos

Sacabocados 1cm de diametro
Martillo

Céamara de éter

Jaulas

Separadores de madera

Regla

Tijeras de diseccion

Bisturi

Sacabocados (Gimelmex 5/167)
Pinzas

Tubos Eppendorf

Pipetas automaticas de 100 y 1000 pL
Puntillas de 100 y 1000 pL

Vasos de precipitado

Matraces aforados de 10 y 100 mL (Pirex)

Cajas Petri de plastico y vidrio (Pirex)

Tubos de ensayo de 13x100 con tapa-rosca
(Pirex y Kimax)

Gradillas

Celdas de vidrio

Pipetas graduadas de 1,2,5,10 y 20 ml
(Pirex y Kimax)

Bafio maria

Mechero

Termometro de -10 a a15 °C
Papel parafilm
Temporizador

Espatula

Papel glacim

Sonicador Vibra cell (Sonics)

Centrifuga Vanguard V6500 (Hamilton Bell)
Rocker platform (Bellco Glass Inc.)
Campana de extraccion

Incubadora (Shel Lab)

Espectrofotometro 6305 Uv/Vis (Jenway)

Espectrofotometro Spectronic 20 (Thermo
scientific)

Vortex -2 Gene
Balanza analitica ( Adam)
Bomba de vacio (Feli Welch)

Microondas (Sharp Carousel)
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Reactivos Sustancias Material biolégico

Cadmio granular

(Merck Vaselina (Vaseline) 18 Ratones CD2

Ac. clorhidrico Madecassol (SANOFI) Staphylococcus aureus
(J.T.Baker)

Cloruro de amonio Alcohol 70% Escherichia coli
(J.A.Elmer)

Sulfato de cobre ( Agar nutritivo (BD Bioxon) Candida albicans
Panreac)

Sulfato de zinc (Merk) Agar PDA (BD Bioxon)
Metilcelosolve Solucion salina
Ac.perclérico Agar Nutritivo ( Dibico)
Reactivo de NED
Sulfanilamida
(J.T.Baker)

Nitrito de sodio (Merck)

Hidroxiprolina (Sigma)

Acetato de sodio
(Merck)

Ac. Citrico (J.T.Baker)

Ac. Acético 15%
(J.T.Baker)

Hidréxido de sodio
(Merck)

Reactivo de Ehrlich

Cloramina T (Alpha
chemika)
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8. Metodologia

8.1 Actividad cicatrizante

¢# Obtencidn del extracto acuoso de Verbesina crocata (Cav.) Less.

El extracto de Verbesina crocata (Cav.) Less. fué proporcionado en el
laboratorio 1 de la planta alta en la Unidad Multidisciplinaria de Investigacion
Experimental Zaragoza. Se obtuvo a partir de 200 gramos de la planta, se
macero y se dejo reposar durante 24 horas en 1 litro de agua, posteriormente
se filtr6 al vacio, se colocod en un rotavapor para eliminar el agua. Se dejé
secar a 37 °C, se recolectd el extracto y se pulverizd, se guardo en

refrigeracién para su posterior uso 8.

* Elaboracién de ungiento al 4% con extracto acuoso de Verbesina

crocata (Cav.) Less.

Se pesaron 0.4 g del extracto de Verbesina crocata (Cav.) Less. y se
disolvieron en 3 mL de agua destilada, se utilizé un Sonicador hasta disolver
completamente. El extracto se adicion6 a 10 mL de vaselina previamente
fundida en un horno de microondas a ciclos de 60 segundos, con ayuda de un
agitador de vidrio se incorporé la mezcla hasta que solidificd y su aspecto fue

homogéneo.
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® Elaboracion de la escision

Fueron empleados 18 ratones CD1 machos de entre 35 a 40 gramos de peso,
los cuales fueron anestesiados en una camara de éter y se les realizé una
escision circular, en la regidn dorsal con ayuda de un sacabocado estéril de
acero inoxidable de 1 cm de diametro, la escision se realiz6 en el area de A a B

como se observa en la Figura 8.1.

Figura 8.1 Muestra la zona
en donde se practico la
escision

Los 18 ratones fueron divididos en 3 grupos de 6 ratones cada uno y se les
marco para identificarlos, se mantuvieron en jaulas con separadores de madera
para evitar que los ratones se lastimaran. Los grupos de ratones quedaron

organizados de la siguiente manera:
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Grupos

Grupo 1: Madecassol Grupo 2: Vaselina

(Control positivo) (Control negativo) Grupo 3: Extracto

Se midi6 el diametro de la lesion practicada a todos los ratones con ayuda de
una regla y empleando guantes se les aplicO Madecassol a los ratones del
grupo 1 (control positivo), al grupo 2 se le aplico vaselina (control negativo) y al
grupo 3 se le aplicé unguento al 4% preparado con el extracto acuoso de la
Capitaneja. Esto se llevd a cabo durante los siguientes 14 dias, el dia 15 los
ratones fueron sacrificados, se les anestesié en una camara de éter y se
obtuvieron muestras de sangre del plexo axilar, la sangre fue colectada en
viales cénicos para obtener suero y también se obtuvieron muestras de tejido
de la zona en donde se practico la lesion empleando el mismo sacabocado con

el que se realizaron las heridas el dia 1 y se guardaron en viales.

8.2 Determinaciéon de nitritos

® Activaciéon del cadmio

Se emplearon 18 tubos limpios de 13x100 en los que se colocaron 0.500 g de
cadmio metalico en cada uno, el cadmio se plate6é con 2 ml de solucién acuosa
de CuSO, al 5% y se agitdé durante 10 minutos aproximadamente con ayuda de

un Vortex, después de la agitacion, se llevaron a cabo 3 lavados llenando el
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tubo con agua destilada y retirandola con ayuda de una bomba de vacio con el
fin de eliminar el cobre, enseguida se hicieron 2 lavados con HC10.1N con el
tubo lleno para remover todo el Cd(OH), y se realizé un ultimo lavado con una
solucion acuosa de NH4Cl al 5% (pH ajustado a 9 con borato de sodio), esta

solucion se retiré del tubo antes de adicionar la muestra previamente tratada.

® Tratamiento de las muestras

Este procedimiento se llevd a cabo por cada una de las muestras de plasma
obtenido a partir de la sangre colectada de los 18 ratones empleados en el
modelo de escisién. Todas las muestras fueron tratadas en viales y tubos

nuevos para evitar la contaminacion con nitritos de otras fuentes.

A 100 uL de plasma se le adicionaron 300 uL de agua destilada para obtener
una dilucion de 1:4, se agito la dilucion con un Vortex para homogeneizar, se
retiraron 20 pL de dilucion y se agregaron 20 uL de solucién de ZnS0, al 30%
para desproteinizar la muestra, se agitdé con un Vortex y se centrifugd a 10000
rom por 5 minutos para separar el precipitado. Todo el sobrenadante separado
se adicioné a un tubo con cadmio activado y se dejo en agitacion en un Rocker
durante 15 minutos, las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 3500

rom y se tomaron 200 pL de sobrenadante para el ensayo.

® Curva estandar de nitrito

Se prepard inicialmente una solucion estandar de nitrito de sodio en
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concentracion de 2uL/mL y se realizaron las diluciones que a continuacion se

muestran para realizar la curva estandar.

Cuadro 8.1 Curva estandar de nitritos

Estandar Ag.ua Concentracién
Tubo (L) destilada (hg/mL)
(uL)
1 0 900 0
2 100 800 0.2
3 200 700 0.4
4 300 600 0.6
5 400 500 0.8
6 500 400 1

® Ensayo

Para llevar a cabo la determinacion de nitritos espectrofotométicamente se
prepar6 el reactivo de sulfanilamida disolviendo 0.5 g de sulfanilamida en 150
mL de acido acético al 15% y el reactivo de NED disolviendo 0.2 gramos de

N-(I-naftil)-etilendiamino diclorhidrato en 150 ml de &cido acético al 15%.

A los 200 pL del sobrenadante obtenido en la preparacién de las muestras y a
los tubos de la curva estandar se les adicionaron 50 uL del reactivo de
sulfanilamida y se les dejo incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente,
después se adicionaron 50 pL del reactivo NED y se dejaron incubar durante
30 minutos a temperatura ambiente en un Rocker. Se leyeron las absorbancias

a 540 nm.
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8.3 Determinacion de Hidroxiprolina

# Tratamiento de las muestras

Con un sacabocados Gimelmex 5/16° se tomaron muestras a partir del tejido

obtenido de los ratones el dia en que se sacrificaron, las muestras se pesaron y

colocaron en tubos Eppendorf y se les adicionaron 500 uyL de NaOH 2N, se

colocaron en la autoclave a 120 °C durante 20 min, cuando las muestras

alcanzaron temperatura ambiente se centrifugaron a 5000

sobrenadante se traspaso a un tubo nuevo.

® Curva estandar de hidroxiprolina (Hyp)

rom y el

Se disolvieron 200 mg de Hidroxiprolina estandar en 0.5 ml de HCL 0.001N,

para disolver completamente se calenté en bafo Maria a 60 °C, a partir de esta

disolucion A, se realizaron disoluciones consecutivas como se muestran en el

Cuadro 8.2.

Cuadro 8.2 Curva estandar de hidroxiprolina

Tubo Hyp ( pL/mL)
200mg std + 500 pL de HCL
A ’ 0.001 N}J 400
B 250 pyL A + 250 pL H,O 200
C 250 yL B + 250 pL H,O 100
D 250 pL C + 250 pL H,O 50
E 250 pyL D + 250 pL H,O 25
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® Procedimiento de ensayo

Antes de comenzar el ensayo se prepard reactivo de Erlich disolviendo 20
gramos de p-dimetilaminobenzaldehido en 100 mL de metilcelosolve, reactivo
de cloramina T que se preparo disolviendo 1.41g de cloramina T en 20 ml de
agua destilada, se afiadieron 30 mL de metilcelosolve y 50 mL de buffer de

acetatos pH 6.5; también se preparo una solucion de acido peryodico 3.15 M.

Se tomaron 50 uL de cada tubo de la curva estandar y 150 yL de cada una de
las muestras previamente tratadas y se les adicionaron 450uL de Cloramina-T,
se dejaron oxidar por 20 minutos a temperatura ambiente y se les adicionaron
450 pL de acido perclérico (3.15M), se dejo incubar por 5 minutos a
temperatura ambiente; por ultimo se adicionaron 500l del reactivo de Ehrlich y
los tubos se dejaron incubando en bafio Maria a 60 °C durante 25 minutos. Las
muestras se colocaron en un bafio de agua fria y se centrifugaron durante 5

minutos a 5000 rpm, se leyeron las absorbancias de todos los tubos a 557 nm.

8.4 Evaluacion antimicrobiana

®  Preparacion del control positivo (100ug/100uL)

Para el control positivo en la prueba antimicrobiana con Escherichia coli vy
Staphylococcus aureus se prepard6 una solucién de ciprofloxacino en

concentracion de 100ug/100uL y para Candida albicans se preparé una
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solucién de terbinafina de la misma concentracidon. Las soluciones se
esterilizaron con un filtro milipore de 0.45 ym y se almacenaron en tubos

Eppendorf estériles.

® Preparacion del extracto de Verbesina crocata (Cav.) Less.

Se pesaron 50 mg del extracto de Verbesina crocata (Cav.) Less. y se
disolvieron en 10 mL de agua destilada, se emple6 un Sonicador hasta disolver
completamente el extracto, a partir de esta solucion se obtuvieron 3 diluciones
del extracto en concentracion de 500 pg/mL, 250 pg/mL y 125 pg/mL. Las
soluciones obtenidas se esterilizaron empleando un filtro milipore de 0.45 um y

se conservaron en tubos Eppendorf estériles.

Cuadro 8.3 Disoluciones realizadas con el extracto de Verbesina crocata

(Cav.) Less.

Solucién Agua
Solucion madre 50 mg de extracto 10 mL
Extracto (500 pg/mL) 0.5 mL de Solucién madre 4.5 mL
Extracto (250 pg/mL) 2 mL de Extracto (500 pg/mL) 2mL
Extracto (125 pug/mL) 1 mL de Extracto (250 pug/mL) 1mL

®  Preparacion de solucion de Staphylococcus aureus, Escherichia coli

y Candida albicans en una concentracién de 1x10% UFC/mL
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Se prepard una suspension del microorganismo reactivado en solucién salina
estéril ajustando con el tubo numero 1 en la escala de Mc Farland que equivale
a una concentracion de 3X108 UFC, todo esto en condiciones de esterilidad. A
partir de esta suspension se realizaron las siguientes diluciones para obtener
una concentracion final de 1X10°> UFC/mL. Esto se hizo con las cepas de

Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans.

Cuadro 8.4 Disoluciones realizadas para preparar suspension de un

microorganismo en concentracién de 1x10° UFC/mL

Concentracién de la

-, N -, .
suspensién (UFC/mL) Suspension (mL) + Solucidén salina (mL)

3x10° 0.1mL suspension 3x10° + 9.9 mL solucion salina
3x10° 0.1mL suspension 3x10° + 0.9 mL solucién salina
1x10° 1mL suspensién 3x10° + 2mL solucién salina

®  Ensayo antibacterial

Se utilizaron 6 cajas Petri de plastico con 20 ml de Agar nutritivo para sembrar
Staphylococcus aureus y Escherichia coli y 3 cajas Petri de vidrio con Agar

papa dextrosa para Candida albicans.

El microorganismo se sembré de forma masiva usando un hisopo estéril y se
realizaron 5 pozos en el agar con ayuda de un sacabocado (5 mm de didametro)
previamente flameado, se colocaron 50 pl de cada solucién tal y como se

muestra en la Figura 8.2.
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2 1) Extracto 125 ug/mlL

2) Extracto 250 ug/mlL
3) Extracto 500 ug/mlL

4) Ciprofloxacino/Terbinafina
100 ug/mL (Control positivo)

5) Solucion salina (Control
negativo)

Figura 8.2 Se muestra el orden de los

4 pozos realizados en las cajas Petri.

Una vez realizado esto, las placas con E. coli y S. aureus se dejaron en
incubacion a 36° C y se observaron después de 24 horas, mientras que las
placas sembradas con Candida albicans se dejaron incubar por mas de 72
horas. Después del tiempo de incubacion se observaron las caja a contra luz
para observar si habia inhibicién y se midié el didmetro de los halos de
inhibicion, el procedimiento se hizo por triplicado para cada microorganismo

empleado.

8.5 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados con ayuda del programa SPSS por medio de
analisis de varianza (ANOVA) con 95% de confianza y también se realizé la

prueba post-hoc de Tuckey.
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9. Resultados

El diametro de las lesiones realizadas en los tres grupos de ratones fue
observado y medido durante 15 dias, en el cuadro 9.1 se comparan los
diametros finales de las lesiones en los tres grupos, como se observa, no hay

diferencias significativas entre los grupos.

Cuadro 9.1 Comparacion de los diametros finales (mm) de las lesiones

Didmetros finales (mm) de las lesiones por grupo
Verbesina crocata

Parametros Madecassol (+) Vaselina (-) (Cav.) Less
n=6 n=6 n=6
Diametro final (mm) 0.35+0.18 0.30 + 0.06 0.29 + 0.11

Prueba ANOVA de un factor (95% de confianza), los valores corresponden a media
* desviacion estandar. La diferencia de medias no es significativa p>0.05

En el décimo dia después de producida la escision, el grupo de Madecassol
(control positivo) muestra una notable reduccion en la lesion tal como se puede
ver en la figura 9.1, también se puede observar el crecimiento de pelo
alrededor del area de la costra, mientras que en el grupo al que se aplico
vaselina (figura 9.2), se observa una disminucién en el didmetro de la herida,
sin embargo el pelo no ha crecido en la zona. En el grupo de ratones tratados
con el extracto también se observé que el diametro de las heridas se redujo, no
obstante se observd enrojecimiento alrededor de la lesion, ademas de zonas
con pérdida de pelo en donde no se practicé la lesidn tal y como se muestra en

la figura 9.3, esto se percibié en la mitad de los ratones tratados.
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Figura 9.1

Ratén del grupo de
Madecassol al décimo dia
de producida la lesion.

Figura 9.2

Raton del grupo al que se aplico
Vaselina, dia 10 después de la
escision.

Figura 9.3

Dia 10, ratén perteneciente
al grupo al que se aplicé
extracto acuoso de
Verbesina crocata (Cav.)
Less.

El dia previo al que fueron sacrificados, se encontr6 que en el grupo control
positivo (Madecassol) habia crecimiento de pelo en las zonas donde se
practicaron las lesiones, las cuales eran muy pequefas y practicamente no se
notaban como se observa en la figura 9.4, lo mismo sucedié para el grupo
control negativo (Vaselina). En cuanto al grupo tratado con el extracto acuoso

de Verbesina crocata (Cav.) Less., a pesar de que se redujo el diametro de las
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lesiones en los ratones, en la mitad del grupo no observé crecimiento de pelo

como en el caso de los otros grupos, por lo que la lesiéon aun era visible tal y

como se muestra en las figuras 9.5y 9.6.

Figura 9.4

Dia 14, ratén del grupo
tratado con Madecassol.

Figuras 9.5y 9.6

Ratones del grupo
tratado con extracto de
Verbesina crocata (Cav.)
Less en el dia 14.

El modelo de escisidon en el dorso en ratones CD1 permitié obtener muestras
de tejido para determinar hidroxiprolina, el analisis de varianza (Cuadro 9.2)
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muestra diferencias significativas en la cantidad de hidroxiprolina (mg/g) que se

encuentra en las muestras de tejido de los tres grupos (p<0.05).

Cuadro 9.2 Comparacioén de Hidroxiprolina (mg/g)

Hidroxiprolina en mg por g de tejido

Parametros Madecassol (+) Vaselina (-) Verbesina crocata

(Cav.) Less.
n=6 n=6 n=6
Hidroxiprolina (mg/g)  116.75 + 38.13* 96.35 + 27.00 59.00 + 21.53*

Prueba ANOVA de un factor (95% de confianza) con prueba post hoc de Tuckey, los
valores corresponden a media + desviacion estandar. La diferencia de medias es
significativa p<0.05.

El grupo de ratones tratados con el extracto de Verbesina crocata (Cav.) Less.
muestra mayores niveles de nitritos que los ratones de los grupos tratados con

Madecassol y Vaselina, los cuales muestran resultados semejantes.

Cuadro 9.3 Comparacion de nitritos determinados en suero (ug/dL)

Nitritos en ug por dL de suero

Verbesina crocata

Parametros Madecassol (+) Vaselina (-) (Cav.) Less.
n=6 n=6 n=6
Nitritos (pg/dL) 129.79 + 50.10  121.57 + 56.50* 236.86 + 61.14*

Prueba ANOVA de un factor (95% de confianza) con prueba post hoc de Tuckey, los
valores corresponden a media + desviacion estandar. La diferencia de medias es
significativa p<0.005
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Se evalud la actividad antimicrobiana del extracto por medio del método de

difusion en pozos para comprobar si el posible efecto cicatrizante de la planta

se debia a este efecto antimicrobiano, sin embargo no se observé ningun tipo

de actividad antibacterial o antimicética sobre las cepas empleadas que fueron

Staphylococcus aureus (Gram positivo), Escherichia coli (Gram negativo) y

Candica albicans (Levadura).

Cuadro 9.4 Diametro de los halos de inhibicion (mm) por el métodos de

difusiéon en pozos

Diametro de los halos de inhibicion (mm)

Concentracion

Halo de inhibicién (mm)

del extracto

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Candida albicans

(hg/mL) 1 2 3 1 2 3 1 2 3
125 — — _ _ _ _ — -
250 _ _ — — — — _ - -
500 _ _ — — — — _ - -

Control (+) 18 17 17 33 32 28 | 16 14 13
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10. Anélisis de resultados

Actualmente el tratamiento de las heridas es costoso, por lo que la gente
recurre a remedios tradicionales en su mayoria herbolarios que son faciles de
encontrar, tal es el caso de la Capitaneja o Verbesina crocata (Cav.) Less., sin
embargo muchas de las propiedades atribuidas a la mayoria de las plantas
empleadas en herbolaria son conocidas de forma empirica y requieren de

estudio.

Es bien conocido que las plantas son productoras de un gran numero de
metabolitos secundarios, que suelen ser usados en las industrias farmacéutica,
alimenticia y de cosméticos entre otras, esto debido a sus variadas
propiedades. Actualmente se conocen muchas plantas con efecto cicatrizante,
de las cuales algunas producen metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana, dichos metabolitos como terpenoides y acidos fendlicos (acido
isoclorogénico y clorogénico) se han encontrado en plantas de la familia
Asteracea, por lo que se esperaria encontrar efecto antimicrobiano en el
extracto de Verbesina crocata (Cav.) Less., no obstante los resultados
demostraron que no es asi, lo que nos lleva a suponer que la planta no produce
estos metabolitos, sin embargo hay que tomar en cuenta el solvente
empleado, en este caso, el agua es capaz de extraer algunos terpenoides pero

no polifenoles como lo harian el etanol y el metanol *’

, seria interesante realizar
otro tipo de extraccién pero cabe de destacar que la Capitaneja se prepara

comunmente hirviéndola en agua, por lo que se descarta la relacion del efecto
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antimicrobiano de la planta con la actividad cicatrizante reportada

empiricamente.

De acuerdo a los resultados respecto al afecto cicatrizante, el diametro final de
las lesiones en los tres grupos de estudido no mostré diferencias significativas,
aunque el grupo tratado con Madecassol (control positivo) mostré una rapida
mejoria, el diametro final es semejante al del grupo control negativo (Vaselina),
esto probablemente se debe a que la vaselina, aunque no tiene actividad
cicatrizante, puede mantener la humedad de la herida al cubrirla y fomentar la
reepitelializaciéon, lo que también pudo haber sucedido con el extracto 4% de
Verbesina crocata (Cav.) Less., el cual fue elaborado a base de vaselina y que
podria haber alterado los resultados, sin embargo esto no resulté asi, los
ratones tratados con Madecassol y Vaselina muestran una mayor produccion
de colageno sobre el grupo tratado con el extracto de Verbesina crocata (Cav.)
Less., lo que indicaria que a pesar de que el diametro final de las lesiones de
los tres grupos fue semejante estadisticamente, la calidad en la reparacion de
tejido en el grupo de ratones tratados con el extracto no fue la mejor,
pudiéndose ver afectadas la fase proliferativa y de remodelacion donde
comienza la sintesis de colageno, la clave podria encontrarse en el hecho de
que los ratones de este grupo (extracto de Verbesina crocata (Cav.) Less.)
muestran mayores niveles de nitritos que los ratones de los otros grupos, estos
niveles tan altos no necesariamente muestran que el extracto interviene en el
proceso de cicatrizaciéon favoreciendo la angiogénesis a pesar de que se
observo tejido de granulacién en las heridas, el 6xido nitrico (NO) también es

un radical libre y cuando se producen grandes cantidades de NO, esté se
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considera como un agente toxico, el cual al incrementar su concentracion
favorece reacciones oxidantes y puede actuar de forma perjudicial en los
tejidos **°° | lo que a su vez explicaria el por qué la mitad del grupo de ratones
tratados con el extracto presentd pérdida de pelo alrededor de la zona de la
lesion, también es bien sabido que los macréfagos participan en el proceso de
cicatrizacion en parte produciendo 6xido nitrico como mediador citotoxico y se
ha demostrado en experimentos in vitro que esta actividad citotoxica provoca la
disminucién de la vida media de los macréfagos °', y dado que estos han sido
descritos como “indispensables” para que se lleve a cabo exitosamente el
proceso de cicatrizacion se sugiere que la sobre estimulacion en la produccion
de 6xido nitrico podria reducir la cantidad de macrofagos presentes en la lesion

lo que disminuye la cantidad de factores necesarios para que se lleve a cabo

correctamente el proceso de curacion.

Probablemente alguno de los metabolitos extraidos de Verbesina crocata
(Cav.) Less. tiene la capacidad de estimular la produccion de 6xido nitrico y su
efecto es dependiente de la dosis, ya que se ha comprobado que el extracto
acuoso de Verbesina crocata (Cav.) Less. posee actividad antiinflamatoria en
ratones CD1 a una concentracion de 50mg/kg en el proceso inflamatorio agudo
°y se esperaria que este efecto antiinflamatorio participara favoreciendo el
proceso de cicatrizaciéon, actualmente se ha reportado que muchos plantas de
la familia Asteraceae contienen lactonas sesquiterpénicas, componentes
activos con actividad antiinflamatoria y se ha encontrado que tienen un papel
51

modulador sobre la produccion de o6xido nitrico en macrofagos °', estas

moléculas han llamado la atencién de los cientificos por el amplio espectro de
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actividades bioldgicas que presentan, no solo antiinflamatoria si no también
antitumoral, citotoxica, antibacterial, antimalaria y actividad neurotoxica y
alérgica %2 Dado que el extracto se empled en una concentracion al 4%, se
esperaria observar diferentes efectos con diferentes concentraciones

concentraciones.
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11.Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran que el extracto acuoso de Verbesina
crocata (Cav.) Less. al 4% no tiene actividad cicatrizante sobre lesiones

practicadas en ratones CD1.

Las heridas tratadas con el extracto de Verbesina crocata (Cav.) Less. al
4% no tuvieron un mejor desarrollo en el proceso de curacion, el extracto
por si solo no tiene la capacidad de incrementar la produccion de colageno
y probablemente aumenta los niveles de éxido nitrico a niveles perjudiciales
para el proceso de sanacion ademas de que no tiene efecto antimicrobiano

contra bacterias Gram positivas, Gram negativas ni en levaduras.
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12.Propuestas

Determinar la actividad cicatrizante empleando Madecassol en forma de
unguento preparado con vaselina.

Realizar estudios de toxicidad ya que la mitad de los ratones tratados
con el extracto de Verbesina crocata (Cav.) Less. presentaron caida de
pelo.

Evaluar la actividad cicatrizante en ratones CD1 con extracto de
Verbesina crocata (Cav.) Less. preparado a otras concentraciones.
Evaluar la actividad cicatrizante de Verbesina crocata (Cav.) Less.
realizando un extracto etandlico.

Evaluar la produccion de NO en macrofagos con diferentes

concentraciones del extracto de Verbesina crocata (Cav.) Less.
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